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Resumo

A fenilcetondria (PKU; OMIM #261600) é o erro hereditario mais comum do metabolismo de
aminoacidos em popula¢des Caucasianas, afetando cerca de 1 em cada 10.000 recém-nascidos. Esta
doenca metabolica é caracterizada por mutagbes no gene PAH, que codifica a enzima fenilalanina
hidroxilase humana (hPAH; EC 1.14.16.1). A hPAH é uma enzima homotetramérica, que catalisa a
conversdo da L-fenilalanina (L-Phe) em L-tirosina (L-Tyr) por para-hidroxilagdo da cadeia lateral
aromatica daquele aminoacido. Para que esta reacdo ocorra, a hPAH requer o cofator
tetrahidrobiopterina (BH.), ferro ndo hémico e oxigénio molecular (Oy).

Até muito recentemente a terapia dietética era a Unica abordagem disponivel para o tratamento
dos doentes PKU, de modo a evitar o desenvolvimento de danos cerebrais irreversiveis. No entanto, e
devido a dificuldade em aderir ao tratamento dietético, novas abordagens terapéuticas, menos
restritivas, estdo em estudo. Sendo a PKU classificada como doenca conformacional por loss of
function a administracdo da BHs como chaperone farmacolégico ¢ uma nova abordagem terapéutica
recente. No entanto, estes tratamentos estdo longe de abranger todo o espectro fenotipico da doenca,
em especial o fendtipo de PKU classica, mais grave.

Os grupos de Metabolismos e Genética e Quimica Bio-organica do Instituto de Investigacdo
do Medicamento (iMed-ULisboa) tém estado envolvidos no desenvolvimento de compostos que
possam ativar e/ou estabilizar a hPAH de modo a constituirem novas abordagem terapéutica da PKU.
Com base no conhecimento da estrutura da hPAH postulamos que os derivados de 3-hidroxiquinolin-
2-onas (3-HQs) poderiam ser um modelo Gtil para o desenho de novos moduladores da atividade e/ou
estabilidade desta proteina.

Neste trabalho foi constituida uma pequena biblioteca de compostos (derivados da 3-HQ) que
foram testados pelo seu efeito na atividade, estabilidade e conformacdo da hPAH selvagem. Foi ainda
avaliada a sua toxicidade celular. Dos 22 derivados 3-HQs, identificamos com sucesso dois conjuntos
de moléculas que visam dois modos de agdo diferentes atuando como: (i) “chaperones de atividade”
pela sua capacidade de pré-ativar a hPAH (C4/C6/C12; 1,7/ 1,6 / 1,6 vezes, respetivamente) ou por
permitir a ativacdo pela L-Phe (C5 / C6 / C14 / C16; aumento de 3,2 / 1,5/ 1,7 / 2,0 vezes,
respetivamente) e, (ii) “chaperones farmacologicos” uma vez que aumentam a temperatura de
desnaturacdo (Tm) do dominio regulador (C2 / C6 / C13 / C20; aumento do Tm: de 8,3°C / 4,0°C /
7,8°C / 2,6°C, respetivamente) ou do dominio catalitico (C20 / C21; aumento do Tm, de 4,2°C / 2,2°C,
respetivamente) da hPAHwt.

Os resultados obtidos neste trabalho, demonstram que o nicleo 3-HQ é um scaffold adequado
para o desenho e desenvolvimento de compostos com atividade sobre a hPAH e um excelente ponto de
partida para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para a PKU.

Palavras-Chave: fenilcetondria, fenilalanina hidroxilase humana, chaperones farmacolégicos.



Abstract

Phenylketonuria (PKU, OMIN # 261600) is the most common inherited defect of amino acid
metabolism in Caucasian populations, affecting about 1 in 10.000 newborns. This metabolic disease is
characterized by mutations in the PAH gene, which encodes the human phenylalanine hydroxylase
(hPAH, EC 1.14.16.1). The hPAH is a homotetrameric enzyme, which catalyzes the conversion of L-
phenylalanine (L-Phe) to L-tyrosine (L-Tyr) by para-hydroxylation of the aromatic side chain of that
amino acid. For this reaction to occur, hPAH requires the tetrahydrobiopterin cofactor (BHs), non-
heme iron and molecular oxygen (O>).

Till very recently, dietary therapy was the only approach available for the treatment of PKU
patients in order to prevent the development of irreversible brain damage. However, as adhesion to
this dietetic treatment is difficult, new and less restrictive therapeutic approach are under study. Since
PKU is classified as conformational disease by loss of function, administration of BH4 as a
pharmacological chaperone is recent and innovative therapeutic approach. However, these treatments
are far from encompassing the entire phenotypic spectrum of the disease, especially the most severe
form (classical PKU).

The Metabolism and Genetics (Met&Gen) and Bioorganic Chemistry Groups from the
Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), have been involved in the development of
compounds that can activate and/or stabilize hPAH to constitute a new therapeutic approach for PKU.
Based on the knowledge of hPAH structure, we postulated that 3-hydroxyquinolin-2-ones (3-HQs)
derivatives could be a useful scafold for the design of new modulators of the activity and/or stability
of this protein.

In this work a small library of compounds (3HQs derivatives) was created and was tested for
their effect on the activity, stability and conformation of the wild-type hPAH. The cellular toxicity was
also evaluated. From the 22 compounds, we successfully identified two sets of molecules targeting
two different modes of action: (i) acting as “activity chaperones” for their ability to pre-activate hPAH
(C47C6/C12; 1,7/ 1,6/ 1,6-fold, respectively) or to allow L-Phe activation (C5/ C6 / C14 / C16;
increase of 3,2/ 1,5/ 1,7 / 2,0-fold respectively), and (ii) acting as “pharmacological chaperones” for
their effect upon the thermostability of the hPAH regulatory (C2 / C6 / C13 / C20; T increase of 8,3
/ 4,0 / 7,8°C / 2,6°C, respectively) and catalytic domain (C20 / C21; T increase of 4,2 / 2,4°C,
respectively).

The results obtained in this work demonstrate that the 3HQ core is a suitable scaffold for the
design and development of compounds with activity on hPAH and an excellent starting point for the
development of new therapeutic agents for PKU.

Key Words: phenylketonuria, human phenylalanine hydroxylase, pharmacological chaperones
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l. Introducéo

1. Fenilalanina hidroxilase humana

A fenilalanina hidroxilase humana (hPAH; E.C. 1.14.16.1) é uma enzima homotetramérica
que catalisa a converséo de L-fenilalanina (L-Phe) em L-tirosina (L-Tyr) por para-hidroxilagdo da
cadeia lateral aromatica daquele aminoacido. Para que esta reacdo ocorra, a hPAH requer o cofator
tetrahidrobiopterina (BHa), ferro ndo hémico e oxigénio molecular (O). Y@@

Uma vez que o0 organismo ndo apresenta capacidade de sintese da L-Phe, este é classificado
como aminoacido essencial. Assim, a via de catabolismo da L-Phe é finamente regulada de modo a
evitar a sua degradacdo completa, mantendo os niveis adequados as necessidades do organismo (por
exemplo para a sintese de proteinas). A hPAH tem, assim, um papel crucial na manutencdo da
homeostase da L-Phe.®

1.1. Via Metabdlica

O passo inicial e limitante no catabolismo completo da L-Phe em CO, e H,O é a sua
hidroxilacdo em L-Tyr catalisada pela hPAH. Esta via ocorre principalmente no figado e é responsavel
pela sintese de metabolitos que poderdo entrar no ciclo de Krebs, como por exemplo o fumarato, sendo
entdo completamente catabolizado em CO; e H,0. ©®®

Embora a para-hidroxilacdo da L-Phe seja essencial para a rutura do anel de benzeno, nao é
necessaria para o metabolismo adicional da cadeia lateral da L-Phe (Figura 1.1.). Nesta via alternativa,
a L-Phe sofre uma reacdo de transaminacdo formando fenilpiruvato, o qual é depois convertido em
diversos metabolitos, tais como o fenilactato, fenilacetato e o o-hidroxifenilacetato, que sdo excretados
na urina. Numa outra via alternativa, a L-Phe pode ser descarboxilada a feniletilamina, originando
posteriormente fenilacetoglutamato. No entanto, € de realcar que estas vias alternativas apenas se
tornam relevantes quando a célula ndo tem capacidade para hidroxilar a L-Phe.("®

Em face do exposto, a sintese de L-Tyr depende da disponibilidade de L-Phe no organismo.
Assim, embora a L-Tyr seja considerado um aminoacido ndo essencial, quando existe um blogqueio na
sua sintese, devido a uma deficiéncia da hPAH, este passa a ser um aminoacido essencial tornando o
seu aporte, através da dieta, indispensavel.® Deste modo, a hPAH assume também um papel de relevo
na manutencdo dos niveis de catecolaminas (L-dopa, dopa, epinefrina e norepinefrina) e de melanina,
uma vez que estes metabolitos tém como percursor comum a L-Tyr.
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Figura 1.1. Esquema representativo do metabolismo da fenilalanina. A fenilalanina no organismo humano é maioritariamente
proveniente da ingestdo dietética. Na presenca de oxigénio molecular (Oz2), ocorre a hidroxilagdo da fenilalanina em tirosina
pela fenilalanina hidroxilase (PAH), na presenca da tetrahidrobiopterina (BH4), 0 seu cofator natural. Esta via metabdlica
conduz posteriormente & formacédo de CO2 e H20. Por descarboxilagéo, ha produgéo de varios metabolitos que sdo excretados
na urina, constituindo a via alternativa ao catabolismo da fenilalanina.®

1.2. O gene PAH

A fenilalanina hidroxilase humana é codificada pelo gene PAH, que se localiza no braco longo
do cromossoma 12, mais precisamente na regido 12923.2. Este gene possui cerca de 171 kb e contém
13 exdes, sendo o comprimento total do transcrito (mRNA) de = 2,4 kb (Figura 1.2.). @9 Foram
identificadas 31 variantes alélicas diferentes que provocam pequenas alteracdes na sequéncia do gene,
sendo que este é o Unico gene associado & deficiéncia de fenilalanina hidroxilase humana.®
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Figura 1.2. Representagdo da estrutura do gene PAH que se encontra localizado no brago longo do cromossoma 12 e que
contém 13 exdes que codificam para um polipéptido de 452 aminoacidos.”



1.3. Caracteristicas bioquimicas

A hPAH juntamente com a tirosina hidroxilase (TH; E.C. 1.14.16.2) e a triptofano hidroxilase
(TPH; E.C. 1.14.16.4) formam a familia estrutural e funcionalmente relacionada das hidroxilases dos
aminoacidos aromaticos (AAAH), apresentado cerca de 65% de identidade na sua sequéncia (80% de
homologia na sequéncia do dominio catalitico). Esta familia de enzimas partilha o mecanismo
catalitico referido anteriormente para a hPAH, utilizando o oxigénio molecular, o ferro ndo-hémico
reduzido e o cofator BH.®® Estruturalmente, apresentam-se como homotetrameros em que cada
subunidade é constituida por um dominio N-terminal com propriedades reguladoras, um dominio
central catalitico e um dominio C-terminal responsavel pela oligomerizacao (tetramerizagéo).*?

A especificidade para o substrato e o mecanismo de regulagdo sdo as caracteristicas que
distinguem as trés enzimas desta familia, que apresenta massas moleculares que variam entre os 204 e
217 kDa. Os produtos da TH e da TPH, respetivamente a L-dopa e 0 5-hidroxi-triptofano, sdo
precursores de neurotransmissores e hormonas incluindo as catecolaminas (TH) e a serotonina e
melatonina (TPH).®

Como referido anteriormente, as AAAHSs apresentam um mecanismo enzimatico semelhante.
Relativamente a hPAH, a incorporacdo de um atomo de oxigénio no anel aromatico da L-Phe é
concomitante com a hidroxilagéo do cofator BH, a 4a-OH-BHa (pterina 4a-carbinolamina), pelo que o
cofator é considerado co-substrato (Figura 1.3.).). Assim, na via principal, quando a L-Phe é
hidroxilada a L-Tyr, o cofactor BH, é oxidado a 4a-OH-BH4 e é regenerado a sua forma reduzida
formando, primeiro, pela agdo da pterina 4a-cabinolamina desidratase, a dihidropterina quindide
(gBH2) que, por sua vez, é reduzida entdo, pela dihidropteridina redutase (DHPR), numa reacgéo
dependente de NADH, & forma ativa do cofator. @4
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pterina 4a-carbinolamina
dehidratase (PCBD1)

Figura 1.3. Reagdo catalisada pela fenilalanina hidroxilase e via de regeneracdo do cofator, tetrahidrobiopterina (BHa4).
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A hPAH em solucdo encontra-se num equilibrio entre homotetrdmeros e homodimeros, que
depende do pH e da concentragdo de L-Phe. Estas formas oligoméricas apresentam propriedades
enzimaticas distintas. Assim, quando comparada com a forma dimérica, a forma tetramérica da hPAH
apresenta maior atividade catalitica, maior afinidade para o substrato e maior resposta a ativacéo pelo
substrato.®®” Enquanto o dimero apresenta uma cinética do tipo Michaelis-Menten para a L-Phe, os
tetrameros tém uma resposta sigmoidal com cooperatividade positiva (h>1).®

1.4. Caracteristicas estruturais

Cada subunidade da hPAH é constituida por uma cadeia polipeptidica de 452 aminoacidos (=
52 kDa) que se organiza em trés dominios estruturais e funcionais (Figura 1.4.): (i) o dominio
regulador N-terminal (RD; residuos 1 - 117), que contém o local de fosforilacdo (Serl6) e uma
sequéncia autorreguladora (ARS, residuos 1 - 33); (ii) o dominio catalitico (CD; residuos 118 - 410),
que inclui os locais de ligagdo ao substrato e cofator, e (iii) o dominio de
tetramerizacio/oligomerizacio localizado na regido C-terminal (OD; residuos 411 - 452).2(9

1 nzmns 410/411 452

Monomero Tetramero
(= 52 kDa)

Figura 1.4. Representagdo da estrutura e organizacdo dos dominios da PAH humana (hPAH). (A) Estrutura do dominio
funcional da hPAH: dominio regulador (RD), dominio catalitico (CD) e dominio de oligomerizagdo (OD). (B e C) Modelos
do monémero (B) e tetrdmero (C) da hPAH obtidos pela combinagao da estrutura da forma dimérica da PAH de rato truncada
a C-terminal e a forma tetramérica da hPAH truncada a N-terminal. As cores dos dominios (RD a vermelho, CD a azul e OD
a verde) da representacdo esquematica em A correspondem as mesmas cores do monoémero representado em B e este também
aparece nas mesmas cores em (C). Um dos mondmeros em C esta representado pela mesma cor representada em B, enquanto
0s outros monémeros estdo representados em cinzento, roxo e laranja. Adaptado de @9,

1.4.1. Dominio regulador

Estruturalmente o RD € do tipo sandwich o/B. Neste é possivel identificar o modulo estrutural
designado por dominio ACT, o qual é constituido pelo motivo Bappap (Ser36 - Leul09), sendo que as
quatro folhas B sdo do tipo antiparalelas e encontram-se flanqueadas pelas duas a-hélices curtas. O
dominio ACT, que pode dimerizar, é identificado em vérias proteinas ndo relacionadas entre si, mas
gue tém como caracteristica comum ligar pequenas moléculas, incluindo aminoacidos, na interface do
dimero.®® Em muitos casos, as proteinas que conttm o dominio ACT s&o enzimas alostéricas,
reguladas através da transicio de alteraces conformacionais ap6s a ligacdo do ligando.®®



Relativamente a hPAH, ainda ndo se encontra completamente esclarecida a existéncia de um
local adicional de ligag&o alostérico da L-Phe no dominio ACT do RD, responsavel pelo fendmeno de
ativacdo da proteina pelo proprio substrato. No entanto, a perda de ativacdo pelo substrato apds
remocao do dominio regulador, parece confirmar a sua existéncia.®®

O dominio regulador tem uma regido de ligagdo (Arglll - Thrll7) que permite uma
articulacdo flexivel entre este e 0 dominio catalitico. Esta regido é também responsavel por estabelecer
diversos contactos com o dominio catalitico da subunidade adjacente dentro do dimero.®

A topologia caracteristica do dominio ACT é responsavel pela sua flexibilidade conferindo-lhe
uma menor estabilidade, como é geralmente observado em ensaios de desnaturacdo térmica. Nestes
ensaios, o dominio regulador apresenta uma temperatura de unfolding mais baixa do que a apresentada
pelo dominio catalitico mais compacto.

1.4.2. Dominio catalitico

Estruturalmente o CD é composto por 13 hélices a e por 6 folhas B. O centro ativo encontra-se
acessivel ao solvente e a ligandos exdgenos devido a sua localizagdo numa espécie de “bolsa” com 13
A de profundidade e 10 A de largura. Proximo do centro ativo é encontrado um canal de 16 A de
comprimento e 8 A de largura, pelo qual se pensa que o substrato seja transportado até ao centro
ativo.®@

O dominio catalitico da hPAH contém ndo s6 os locais de ligacdo ao cofator e substrato, mas
também ao Fe. Este encontra-se hexacoordenado estabelecendo ligagdo a trés moléculas de H20 e as
cadeias laterais de dois residuos de histidina (His285 e His290) e de um residuo de glutamato
(Glu330) (Figura 1.5.) @ como demonstrado por mutagénese dirigida dos residuos His285 e
His290.®

Figura 1.5. Localizacdo e interagdes do ferro na estrutura da hPAH. Os dominios regulador, catalitico e de
oligomerizacdao/tetramerizagdo encontram-se representados a azul, amarelo e verde, respetivamente. Em detalhe é mostrado o
ferro ndo hémico (vermelho) localizado no dominio catalitico, hexacoordenado com trés moléculas de agua (azul), a His285,
a His290 e o Glu330. Séo também mostrados alguns residuos que estdo associados a muta¢des na fenilcetondria (Thr278,
Glu280, Pro281, Trp326, Phe331) e que estdo localizados perto do ferro no centro ativo. Adaptado de 9.



O cofator BH4 liga-se no centro ativo, préximo do Fe, onde mantém interagdes com o residuo
Phe254. Hufton et al. sugeriram que o dominio catalitico contém um motivo de 27 aminoécidos
(residuos His263 a His289), altamente conservado nas AAAHS, responsavel pela ligagcdo do cofator
BH, e do Fe(11).2@) De acordo com as estruturas obtidas de formas binarias da hPAH complexadas
com analogos da L-Phe, o cofator deveré ligar-se na segunda esfera de coordenacdo do Fe, interagindo
com o oxigénio do grupo carbonilo do residuo Glu286, envolvendo uma alteracdo conformacional no
centro ativo da enzima (mecanismo induced fit).(4 (% 9

Na estrutura dos complexos ternarios da hPAH duplamente truncada (complexada com a BH4
e a 3-(2-tienil)-L-alanina ou norleucina), a ligacdo dos andlogos nao fisiologicos da L-Phe parece
ocorrer também na segunda esfera de coordenagéo do Fe. E de salientar que a ligacdo dos analogos da
L-Phe parece induzir grandes alteracdes estruturais ndo s6 no dominio catalitico, mas em toda a
subunidade, tendo também a capacidade de ativar a enzima. Com base nestes complexos, foram
identificadas ndo s6 regides flexiveis (hinge bending regions), que permitem que ocorram as
alteracdes conformacionais propostas apés ligacdo do substrato a enzima, mas também os residuos que
deverdo interagir com o substrato nomeadamente Arg270, Thr278, His285, Ser349, Tyr277, Pro281,
Trp326, Phe331, Gly346, Ser350 e Glu353. 290

1.4.3. Dominio de oligomerizacao

O dominio de oligomerizacao é formado por dois motivos, um de dimerizacao (residuos 411 -
424) e outro de tetramerizacdo (residuos 428 - 452). O motivo de dimerizacdo é composto por duas
cadeias P que permanecem juntas por um loop e, para a manutencdo do dimero, contribuem as
interacBes van der Waals e duas ligacGes de hidrogénio que se estabelecem entre os dois loops. Os
residuos 428 - 452, os ultimos 24 residuos no C-terminal, constituem o motivo de tetramerizacdo, que
consiste numa hélice o de 40 A de comprimento.®

Na estrutura da hPAH, € possivel observar uma distor¢do na simetria do homotetramero, uma
vez gue o tetramero é constituido por dois dimeros com conformagdes diferentes. Este facto deve-se a
adocao por parte do dominio catalitico e de tetramerizacio de orientac@es relativas diferentes.®@"

1.5. Regulacgao

Como referido anteriormente, devido a sua importancia na homeostasia da L-Phe, a hPAH é
uma enzima finamente regulada. Os principais mecanismos de regulacdo incluem a ativacdo pelo
substrato L-Phe, a inibicdo pelo cofator BHs e ativagdo por fosforilagdo. O BH. atua como um
regulador negativo, blogueando a ativagdo pela L-Phe. De facto, na auséncia de L-Phe a ligagdo da
BH4 a hPAH leva a formacgdo de um complexo hPAH-BH, inativo.

A fosforilacdo atua como um mediador da ativagdo pela L-Phe diminuindo a concentragao de
substrato necessaria para ativar a enzima.®® A fosforilagdo do residuo Serl6 induz alteragbes
conformacionais que permitem o melhor acesso do substrato ao centro ativo. Através da acdo da
proteina cinase dependente do AMP ciclico (PKA) e de uma proteina cinase dependente do
Ca?*/calmodulina, o glucagon e agentes a-adrenérgicos conseguem estimular a fosforilacdo da hPAH
hepatica, exercendo assim um mecanismo de controlo sobre a mesma através de um processo de



fosforilagio-desfosforilagdo. E de salientar que dados experimentais sugerem que o0s niveis
intracelulares do proprio substrato, L-Phe, poderdo levar a um aumento da atividade da PKA e
consequente incremento de hPAH fosforilada.”” Contrariamente, niveis elevados de BH, inibem a
fosforilago.®(2(®)

Utilizando estes diferentes mecanismos, é possivel a célula estabelecer uma boa regulacédo das
concentracBes de L-Phe, niveis esses considerados suficientes para a manutencdo da biossintese de
proteinas e uma minimizagdo dos niveis sanguineos de fenilalanina quando estes se apresentam
elevados.”

2. Fenilcetondria

A fenilcetonaria (PKU; OMIM #261600) é uma doenga genética, autossémica recessiva,
caracterizada por mutacGes no gene PAH responsaveis pela expressdo de variantes de hPAH com
atividades enziméticas deficitarias.®® A PKU é o erro congénito mais comum do metabolismo de
aminoacidos em populagdes Caucasianas (=1:10.000 recém-nascidos).®?®Y) Na auséncia de
tratamento adequado os doentes PKU poderdo apresentar um atraso intelectual progressivo e
alteracdes adicionais que podem incluir autismo, convulsdes, hipopigmentacdo (cabelo, pele e iris),
epilepsia e deficiéncias motoras. P ¢2

Uma deficiente atividade da hPAH tem, como principal consequéncia, 0 aumento nos niveis
sanguineos de L-Phe (hiperfenilalaninémia; HPA) e, consequentemente, uma diminuicdo dos niveis
sanguineos de L-Tyr. De modo a poder dar inicio a um tratamento adequado, o mais cedo possivel, de
forma a evitar danos cerebrais irreversiveis, a PKU faz parte dos programas de rastreio neonatal na
maior parte dos paises considerados desenvolvidos.”

2.1. Espectro Mutacional e Incidéncia

Até a data, ja foram identificadas mais de 900 mutacGes no gene PAH causadoras-de-doenca
(disease-causing). Devido ao elevado nimero de mutagdes, a maioria dos doentes PKU apresenta duas
mutacBes diferentes sendo, por isso, classificados como heterozigoticos compostos.@®E2(@) Ag
informac0es referentes as mutagdes identificadas, hapldtipos associados, prevaléncia, zona geogréfica,
etc, podem ser encontradas no banco de dados PAH Locus Knowledgebase (PAHdb;
http://www.pahdb.mcgill.ca/).

As mutacbes observadas no gene PAH podem ser: (i) mutagdes do tipo missense (62%) ou
nonsense (5%); (ii) grandes e pequenas delegdes (13%); (iii) mutacdes que afetam o splicing e que
ocorrem nas jungdes de processamento alternativo em qualquer um dos intrdes intervenientes (11%);
(iv) polimorfismos silenciosos (6%) e; (V) insercdes (2%).® )

Numa perspetiva mundial, observa-se uma variagcdo da incidéncia da PKU nas diferentes
populacdes.®?G3 Assim, a maior incidéncia é observada na Turquia (=1:4.000 recém-nascidos). A
PKU é também relativamente comum nalgumas regides da China e é rara no continente Africano.



(2963233 pajses como a Finlandia e o Japdo também apresentam taxas de incidéncia baixas, com menos
de um caso de PKU em 100.000 recém-nascidos. Em Portugal, a incidéncia é de cerca de 1:11.000
recém-nascidos.®” As diferencas entre as taxas de incidéncia devem-se essencialmente a fatores como
a consanguinidade, no caso da elevada incidéncia e prevaléncia na Turquia, ou a um forte efeito
fundador negativo presente na Finlandia e & deriva genética na fundagéo da populacéo japonesa. (V2
Na PKU é também observada uma distribuicdo de mutagdes especifica para cada populacdo, ou seja, é
observado um espectro mutacional especifico. Assim, paises classificados como mediterranicos (ex:
Portugal) apresentam um espectro mutacional diferente dos paises do norte da Europa.

O conhecimento do gendtipo de um doente PKU e seus familiares permite oferecer a
possibilidade de efetuar um diagndstico pré-natal.® No entanto, este teste raramente é solicitado, uma
vez que, quando tratados atempadamente, os doentes PKU poderdo ter um desenvolvimento psico-
motor normal.

Nem todas as mutacGes do gene PAH apresentam o mesmo grau de severidade, dependendo
este do seu efeito na estrutura e funcio da enzima. "2 Assim, a perda de atividade total ou parcial da
hPAH esté relacionada com o fenétipo apresentado pelo doente.®? A repercussio de uma mutag&o na
enzima expressa pode ser avaliada de varias formas incluindo ensaios enzimaticos in vitro, estudos
isotdpicos in vivo (capacidade de metabolizacdo de L-Phe marcada em CO, marcado) ou ainda por
anélise da expressdo do gene em células eucariotas.®® Nalguns casos é possivel estabelecer uma boa
relacdo entre a severidade das mutacBes e a taxa de metabolizacdo da L-Phe (em doentes PKU), e
mesmo com o quociente de inteligéncia (QI).®® Através da anélise da expresso in vitro de formas
recombinantes da PAH, foi possivel identificar trés grupos de mutacdes que diferem no seu
comportamento cinético e/ou estabilidade, nomeadamente: (i) mutacBes que afetam ambas as
propriedades cinéticas e de estabilidade enzimatica; (ii) mutacGes estruturalmente estaveis com
propriedades cinéticas alteradas, e (iii) mutagBes com cinéticas normais, mas com estabilidade
reduzida in vitro e in vivo.®

2.2. Classificacéo

A deficiéncia em hPAH apresenta diversas classificacdes que, na sua maioria, tém em
consideracdo os valores de L-Phe aquando do diagndstico e a tolerancia a L-Phe, ou seja, a quantidade
de L-Phe da dieta que é tolerada pelo doente de forma a manter os niveis circulantes de L-Phe dentro
dos valores ndo-patoldgicos (<300 uM; 5 mg/dL). E de realcar que o valor considerado normal para a
L-Phe plasmatica ¢ de ~120 uM (2 mg/dL).

Assim, de acordo com Kayaalp e colaboradores a deficiéncia em PAH é organizada em trés
grupos: (i) a PKU, que engloba os doentes cujas concentracBes plasmaticas de L-Phe, no diagnostico,
sdo superiores a 1000 puM e que apresentam uma tolerancia a L-Phe inferior a 500 mg/dia; esta forma
é, de entre os trés tipos, considerada a forma mais grave tendo em conta que se encontra associada a
um elevado risco de comprometimento do desenvolvimento cognitivo; (ii) a HPA ndo-PKU, onde as
concentragdes plasmaticas de L-Phe no diagndstico estdo acima de 120 UM mas com concentragdes de
L-Phe abaixo de 300 uM com uma dieta normal e; (iii) a PKU variante, a qual se encontra associada
aos individuos que ndo se encaixam nas duas classes anteriores, quer em relacdo aos valores de
fenilalanina na altura do diagndstico, quer na tolerancia dietética a fenilalanina.®®



Em 1998, Guldberg e colaboradores descreveram quatro classes com base na tolerancia a L-
Phe observada aos cinco anos de idade: (i) a PKU cléssica, em que se considera que hd uma perda total
ou quase total da atividade da hPAH; nesta classe os individuos portadores apresentam uma tolerancia
a L-Phe entre 250 e 350 mg/dia; esta é a forma mais severa e, caso ndo haja tratamento adequado,
estes doentes podem vir a desenvolver uma deficiéncia intelectual irreversivel; (ii) a PKU moderada,
onde a tolerdncia a L-Phe é de 350-400 mg/dia; (iii) a PKU suave na qual os individuos afetados
toleram entre 400 e 600 mg/dia de L-Phe e; (iv) a hiperfenilalaninémia suave (MHP), que se
caracteriza por concentracdes de L-Phe plasmatica inferiores a 600 uM (10 mg/dL), quando os doentes
se encontram submetidos a uma dieta normal.®¢?

2.3. Patogenicidade

Na PKU, e na auséncia de tratamento adequado, o cérebro € o 6rgdo mais afetado pelas
concentracdes elevadas de L-Phe que resulta nas ja mencionadas alteraces no desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC) e da fungdo cognitiva. Sdo varios os mecanismos que podem contribuir
para os défices neuroldgicos observados (Figura 1.6).

Um dos mecanismos encontra-se diretamente relacionado com o conteido de substancia branca
do SNC e com o seu teor em mielina (hipomielinizagdo e/ou desmielinizacdo). No entanto, ainda se
encontra por esclarecer qual o agente (L-Phe ou metabolito das vias secundarias de degradacdo)
responsavel pela perda de capacidade de producdo de mielina que ocorre nos oligodendrécitos. A
mielina é uma estrutura lipoproteica que, em condi¢cdes normais, permanece ligada ao corpo celular
dos oligodendrocitos e é suportada pelo tempo de vida destas células. A mielina possui um papel
crucial na condu¢do do impulso nervoso e, portanto, podera ocorrer desenvolvimento das alteracdes
neuropsicologicas se os oligodendrécitos ndo produzirem mielina (hipomielinizacdo) ou se 0s axénios
perderem a mielina (desmielinizacio).®®

Adicionalmente, as elevadas concentragdes de L-Phe no sangue vao saturar o transportador
LAT1 localizado na barreira hemato-encefalica (blood brain barrier; BBB) e responsavel pelo
transporte dos designados “aminodcidos grandes e neutros” (large neutral amino acids; LNAA) e que
incluem a L-Phe, L-Tyr, L-Trp, L-Val, L-Met, L-Leu e L-11e.9“® O transporte preferencial da L-Phe
para o cérebro poderad conduzir ao efeito sobre a bainha de mielina mencionado anteriormente e, por
outro lado, a diminuicdo da entrada de L-Tyr e L-Trp poderd potenciar a disfuncdo dos
neurotransmissores e a disponibilidade dos LNAA para a sintese proteica.®?

Na realidade, os niveis diminuidos de neurotransmissores, incluindo a dopamina (sintetizada a
partir da L-Tyr) e serotonina (que tem como percursor o L-Trp), sdo suscetiveis de desempenhar um
papel importante nas deficiéncias cognitivas observadas nos doentes PKU®, através de dois
mecanismos distintos.®?“V“#) De acordo com a “teoria da tirosina/dopamina”, as dificuldades
cognitivas resultam de niveis diminuidos de L-Tyr, o precursor da dopamina.®9“%
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Figura 1.6. Potenciais mecanismos responsaveis pela deficiéncia neurocognitiva observada nos doentes
hiperfenilalaninémicos.*¥ (BBB) barreira hemato encafélica; (LAT1) transportador de aminoacidos L do tipo I; (LNAA)
aminoacidos grandes e neutros.

No entanto, esta teoria ndo explica porque € que em ratos PKU, apds normalizacdo dos valores
de L-Phe circulante, hd uma normalizagdo dos niveis de mielina e dopamina em zonas especificas do
cérebro sem que tenha ocorrido normalizacdo dos valores de L-Tyr no SNC. Na “teoria
mielina/dopamina” € postulado que a reposi¢do dos niveis de dopamina ocorra por sobre-expressao de
enzimas que participam na via biossintética da dopamina, e em particular da TH, a qual podera estar
condicionada pelas interacfes que ocorrem entre a mielina e 0s axénios posteriormente responsaveis

pela transducéo de sinais e que regulam positivamente a expressdo destes genes.®

Para além da neuropatologia caracteristica dos doentes fenilcetondricos, outros mecanismos
alternativos que podem estar associados ao comprometimento da funcdo cognitiva incluem alteracdes
na transmissao sindptica glutaminérgica, inibicdo moderada da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA; E.C. 1.1.1.88) na via biossintética do colesterol, inibi¢cdo da piruvato cinase
no metabolismo da glucose e funcéo reduzida da monoamina oxidase B (MAO-B) como resultado de
genes modificados.2*UOENEE) Em estudos recentes, o stress oxidativo e, consequentemente,
danos no DNA tém sido também implicados na patogénese da PKU.®9G

2.4. Diagnéstico e Monitorizacdo

Presentemente a PKU ¢ identificada na populagdo de recém-nascidos por implementacdo do
rastreio neo-natal o qual permite a instauracdo do tratamento (dietético) rapidamente ap6s o
nascimento. O diagndstico e tratamento atempado sé sdo possiveis, hoje em dia, devido a trés
descobertas chave: (i) nos anos 30, Asbjorn Folling identificou niveis elevados de L-Phe no sangue
(HPA) como a causa subjacente dos défices neuropsicolégicos; (ii) nos anos 50, Horst Bickel
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introduziu uma dieta com baixo consumo de L-Phe para o tratamento da fenilcetondria e; (iii) nos anos
60, Robert Guthrie introduziu um teste de diagndstico adequado para a triagem em massa da HPA, um
ensaio de inibi¢io de crescimento bacteriano, que ficou conhecido como o “Teste de Guthrie”.®?

No entanto, uma vez que o teste de Guthrie, para além de ser semi-quantitativo, ndo pode ser
efetuado em recém-nascidos sujeitos a antibioterapia, nos anos 80 em Portugal, assim como em muitos
outros paises, foi substituido por métodos quantitativos, nomeadamente pelo método fluorimétrico
(Labsystems) e, mais tarde, por um método enzimatico mais especifico (Quantase). Desde 2005 o
rastreio desta doenca faz-se por espectrometria de massa em tandem (MS/MS), simultaneamente com
o de outras doencas hereditarias.®*¥ A maioria dos paises europeus, tal como muitos outros paises
classificados como desenvolvidos, tém programas nacionais de rastreio neonatal, que inclui testes para
a PKU, hipotiroidismo congénito, sindrome adrenogenital, hemoglobinopatias entre outros erros
hereditarios do metabolismo.®Y O diagndstico precoce e a pronta intervencio terapéutica permitem
que a maioria dos individuos com PKU n&o desenvolva uma incapacidade mental grave.®®

No entanto, é de referir que deficiéncias na sintese de BH., cofator das AAAHs (hPAH, hTH e
hTPH) e da sintase do 6xido nitrico (NOS) também levam a uma HPA e a uma diminuicdo da sintese
de L-dopa, dopamina, catecolaminas, serotonina e Oxido nitrico no SNC. Estas patologias sdo
designadas de um modo geral por PKU maligna ou atipica e o seu rastreio é efetuado por medicdo
daqueles neurotransmissores e de metabolitos da via de sintese da BH4, no liquido cefalorraquidiano
(LCR).®?

2.5. Tratamento

O tratamento da PKU tem como objetivo primario diminuir os niveis de L-Phe circulantes, de
forma a evitar o desenvolvimento das alteragdes neuroldgicas e psicoldgicas caracteristicas da doenga.
Uma vez que a L-Phe na corrente sanguinea depende ndo sé da atividade residual da hPAH mas
também da ingestdo dietética de L-Phe, o tratamento passa por uma restri¢cdo na ingestdo de alimentos
ricos em L-Phe.?® E de salientar que, desde a introducdo de um tratamento dietético ha cinquenta
anos, a PKU é considerada o prot6tipo de uma doenca genética tratavel.*9G?

O tratamento dietético deve ser iniciado precocemente, o mais cedo possivel apds o
nascimento, de modo a evitar alteracbes neuroldgicas irreversiveis. Esta dieta deve ser mantida
durante toda a infancia, pois é nesta fase da vida que ha maior desenvolvimento neuroldgico.”
Presentemente, com a instauracdo dos programas de triagem neonatal, é possivel iniciar a dieta nos
primeiros dias de vida, entre os 8 e 10 dias de vida, o que evita a maioria das complicacdes
neuropsicoldgicas. VG2

Embora o inicio precoce e continuo da dieta restrita em L-Phe tenha mostrado ser muito eficaz
na prevencdo da deficiéncia mental, este tratamento ndo € isento de efeitos adversos.“?®¥ A principal
falha a apontar sdo as deficiéncias nutricionais associadas a uma dieta altamente restritiva.
Presentemente existem formula¢Ges desenvolvidas com a finalidade de melhorar a qualidade
nutricional e a palatabilidade das mesmas. No entanto, continua a ser frequente a observacdo de um
atraso no crescimento que se pensa ser consequéncia de deficiéncias nutricionais especificas, tais
como deficiéncia em vitamina D e B12 e em oligoelementos como o zinco, iodo, selénio, ferro e
calcio.®¥®9C7 E de salientar que as carnes vermelhas, peixe, frutos do mar e cereais, que s3o
relativamente ricos em zinco e outros oligoelementos, sdo alimentos proibidos na dieta restrita em L-
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Phe. Em particular, um défice de selénio nutricional pode apresentar-se como uma miopatia periférica,
e influencia o crescimento por modulagéo secundaria da sintese das hormonas da tiroide.®”

De um modo geral, os doentes PKU sujeitos a terapia dietética apresentam também uma
densidade mineral 6ssea menor do que a normal, embora as razfes para isso nao sejam claras. Os
niveis de acidos gordos polinsaturados sdo também frequentemente baixos no plasma e nos eritrocitos
das criancas PKU.®® Para além das caréncias nutricionais a que os doentes PKU estdo sujeitos,
existem também problemas adicionais associados ao peso econémico e social sobre o doente e 0s seus
familiares.®®

Embora a restrigdo dietética seja universalmente aceite, nem todos os doentes PKU tém uma
boa resposta ao tratamento dietético com comprometimento das fungdes neuroldgicas e cognitivas. E
vital monitorizar os niveis de L-Phe, geralmente através de analises ao sangue, e varios indices
nutricionais como a vitamina B12, o folato, o ferro, o calcio, fosfatos e acidos gordos essenciais. Os
parametros de crescimento também deverdo ser monitorizados.®®

Tendo em conta o referido anteriormente, torna-se evidente que o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para o tratamento da PKU é bastante importante. Estas aproximacoes
pretendem ndo sO6 diminuir os niveis sanguineos de L-Phe mas também melhorar o
neurodesenvolvimento e a evolucdo neuroldgica a longo prazo, promover o crescimento corporal
normal combatendo as deficiéncias nutricionais e contribuindo para o bem-estar psicossocial do
doente.®

2.5.1. Terapéuticas em utilizacdo
2.5.1.1.Dieta

Uma dieta restrita em L-Phe, é uma dieta com um baixo consumo de alimentos naturais ricos
em proteinas como ovos, leite, queijo, carnes, feijdes secos e leguminosas.“? Os doentes PKU tém que
ter particular atencdo aos alimentos que contenham aspartamo (éster metilico de L-aspartil-L-
fenilalanina) um edulcorante artificial que, quando metabolizado, liberta L-Phe, L-aspartato (L-Asp) e
metanol. (N@)E2)

Apols o nascimento e diagnostico, a dieta instaurada baseia-se no aporte de peguenas
guantidades de L-Phe provenientes do leite materno ou de férmulas comerciais para lactentes
adaptadas. A reducdo da quantidade de L-Phe proveniente da dieta devera ser ponderada, de forma a
atingir um nivel que possibilite o crescimento e desenvolvimento normais, mas sem que haja ao
mesmo tempo valores muitos elevados nas concentracdes de L-Phe no organismo. Em paralelo com a
restricdo dietética devem ser utilizadas formulas médicas disponiveis para o tratamento da PKU que,
para além de apresentarem uma quantidade minima ou nula de L-Phe, sdo normalmente ricas em L-
Tyr. A medida que a crianca cresce, as formulas comerciais e o leite materno vao sendo substituidos
por frutas, legumes e alimentos ricos em amido. Estas orientacOes dietéticas devem ser seguidas por
um nutricionista e tém, como base, o calculo da ingestdo diaria de L-Phe permitida tendo em conta as
concentragdes sanguineas daquele aminoacido.®® Neste sentido ¢é calculada a ingestdo diaria de
proteinas, atribuindo-se um determinado nimero de gramas ou unidades de proteina diaria,
dependendo das concentrac@es longitudinais de L-Phe no plasma.t”
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No caso de gravidez, as doentes PKU devem manter uma dieta restrita e rigorosa antes e
durante a gravidez, de forma a prevenir lesdes fetais graves, incluindo microcefalia, atraso mental,
problemas comportamentais e problemas cardiacos congénitos, a chamada PKU maternal.®

Os doentes PKU devem efetuar uma monitorizagdo frequente uma vez que os fatores que
podem afetar os niveis de L-Phe variam de individuo para individuo. Estes fatores incluem o tipo de
mutacdo, o crescimento, o grau da doenca e a ingestdo de L-Phe superior as necessidades diarias do
doente.®

Como referido anteriormente, os beneficios da dieta restrita em L-Phe sdo evidentes e incluem
a prevengdo no aumento das concentracdes sanguineas daquele aminoacido, que leva a uma melhoria
no desempenho neuroldgico e psicoldgico, evitando o desenvolvimento de alteragcdes psico-motoras.
No entanto, existem desafios inerentes ao tratamento dietético que devem ser tidos em conta, como o
cumprimento da dieta, a exigéncia de apoio social e o risco de desequilibrio de nutrientes
essenciais."%

2.5.1.2.Tetrahidrobiopterina / Kuvan

Em 1999, Kure e colaboradores observaram que alguns doentes PKU eram sensiveis a
administracdo de doses farmacoldgicas de BH4 resultando num aumento da atividade enzimética da
hPAH e consequente reducdo da L-Phe circulante. Aqueles autores propuseram entdo que a
administracdo do cofator poderia ser uma boa opcdo para um tratamento a longo prazo dos doentes
PKU como alternativa ao tratamento dietético.®2®

Na realidade, alguns doentes PKU respondem a ingestdo oral do cofator BHs com uma
reducdo da concentracdo de L-Phe na corrente sanguinea sendo que, atualmente, a administracdo de
BH, é aceite como uma nova abordagem terapéutica. Embora os mecanismos subjacentes a resposta ao
BH, sejam multifatoriais, o principal efeito resulta da estabilizacdo da proteina mutante. O cofator atua
assim como um chaperone farmacoldgico, impedindo o misfolding, a agregacdo das subunidades, a
degradacéo proteolitica e a inativacao térmica.®2©9(63) (64

Contudo, é de salientar que o designado “fendtipo responsivo a BH,” é determinado pelo
gendtipo uma vez que essa resposta ira depender das mutacdes presentes no gene PAH.® As mutagfes
associadas a fenétipos de PKU moderada ou suave, onde a proteina mutante apresenta uma capacidade
enzimatica residual sdo em geral as mutagdes associadas a fenétipos-responsivos (ex: p.Y414C ou
p.E390G). Pelo contrario, mutacdes associadas a fenotipos de PKU classica ou com proteinas
mutantes sem atividade residual estdo relacionadas com fen6tipos ndo-responsivos (ex: p.R408W). No
entanto, embora o teste genético seja extremamente Util na previsdo da resposta a BH4, atualmente é
considerado insuficiente para determinar quem deve receber esse tratamento.® Por isso, antes de ser
aplicada esta terapéutica, deve ser também efetuada uma avaliacdo de forma a confirmar se o doente é
ou NA0 responsivo ao tratamento com BH,, através de um “teste de sobrecarga”.®® Existem diferentes
protocolos utilizados para esta avaliagdo. Nos centros europeus sdo geralmente aplicados testes mais
curtos (24 - 48h) conforme os propostos por Blau e colaboradores.®® Esta avaliagdo consiste na
monitorizagdo das concentracGes de L-Phe no sangue as 0, 8, 16 e 24 horas, durante dois dias
consecutivos, ao mesmo tempo que é administrada uma dose de 20 mg/kg/dia de BH, ao doente. Ao
iniciar estes ensaios, recomenda-se que 0s niveis basais de L-Phe sejam superiores a 400 pmol/L e que
estes tenham sido monitorizados nos dias anteriores, a fim de evitar resultados falsos negativos ou
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positivos. Uma diminui¢do dos niveis de L-Phe no sangue, em relacdo ao valor basal, de pelo menos
30% é considerada uma resposta positiva (doente responsivo a BHa). O resultado é negativo quando ha
uma redugdo de menos de 20%. Se a reducdo observada se situar entre os 20% e 30% é recomendada a
aplicacdo de um protocolo mais longo (com a duracdo de 1 a 3 semanas), com medic¢des diarias da
concentracdo de L-Phe no sangue, de forma a estabelecer a capacidade de resposta ao BH4.®® E de
salientar que o teste de sobrecarga em BH4 pode ser influenciado por varios fatores além do genétipo,
como por exemplo, a gravidade da HPA no momento do teste, o estado nutricional, a idade do doente
ou a coadministracio com alimentos ricos em calorias.®

O dicloridrato de sapropterina (Kuvan, Biomarin Pharma) é a forma sintética da BH4
desenvolvida para administracdo por via oral e que recebeu a designagdo de “medicamento 6rfio” para
o tratamento da PKU. O Kuvan mostrou ser uma terapia segura e eficaz em doentes portadores de
HPA e PKU leve a moderada em ensaios clinicos de fase Il e I11.7 Normalmente a dose de
sapropterina é de 20 mg/kg/dia. Estudos farmacolégicos sugerem um pico de concentragdo sanguinea
apos 2 - 4h da ingestdo e uma semi-vida de 6 horas. A maioria dos doentes PKU ¢é tratada com uma
Unica dose diaria. No entanto, a administracdo em duas ou trés doses diarias tem sido sugerida como
benéfica para alguns doentes PKU, evitando as flutuagdes diarias no nivel de L-Phe no sangue.®® O
uso de BH. durante a gravidez é uma opcao alternativa para alcancar os niveis sanguineos desejados
de L-Phe durante a gravidez, de modo a evitar danos ao feto (PKU maternal).®®

Nos doentes PKU responsivos a BH4, 0 tratamento com sapropterina proporciona reducgdes
significativas e estaveis das concentracOes séricas de L-Phe e, consequentemente, um relaxamento
consideravel das restrices dietéticas.®® No entanto, convém salientar que este tratamento s6 é
aplicavel a cerca de 60% da populacdo PKU ficando de fora as formas mais graves da doenca
associadas a gendtipos de PKU classica. Presentemente, em Portugal (e na maioria dos paises
europeus) o tratamento com Kuvan é comparticipado a 100% pelo Sistema Nacional de Salde devido
ao seu preco elevado, incomportavel para a maioria das familias. Se considerarmos que: uma crianca
de 5 anos, no percentil 50, pesara cerca de 18 Kg; a dose recomendada é de 20 mg/kg/dia €; o preco de
uma embalagem de Kuvan (30 comprimidos de 100 mg cada) é de 701,78 €, o valor do tratamento por
semana para uma crianga de 5 anos ¢ de 673€ (32.000€/ano).

2.5.2. Terapéuticas em desenvolvimento

Embora a restricdo dietética em L-Phe seja a terapéutica universalmente aceite para o
tratamento da PKU, as dificuldades associadas ao cumprimento desta dieta levaram a uma intensa
investigacdo para desenvolvimento de novas opgbes de tratamento. G2 Na realidade, terapias
alternativas que permitissem a liberalizagdo das restriches dietéticas melhorariam em muito a
qualidade de vida dos doentes PKU.®"

Esta investigacdo tem sido efetuada em varias areas que incluem o desenvolvimento de
suplementos mais palataveis (glicomacropéptidos), administracdo de LNAAs, terapia de substituicdo
enzimatica com fenilalanina amdnia liase peguilada (PEG-PAL), probi6ticos, terapia génica, PAH-tag
e chaperones farmacoldgicos.®?
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2.5.2.1.Glicomacropéptidos

O glicomacropéptido é uma proteina derivada do soro de queijo, rica em aminoacidos
essenciais especificos, mas que ndo contém L-Phe, L-Tyr e L-Trp (aminoacidos aromaticos). Esta
proteina pode ser um adjuvante Util a adicionar a dieta com restricdo em L-Phe uma vez que serviria
de aporte de aminoacidos nio-aromaticos.®Y®2 Qs glicomacropéptidos melhoram a convivéncia com a
dieta bem como a sua variedade e sabor para além de melhorar a saciedade. Consequentemente,
melhoram a complacéncia dietética, controlo metabdlico e, finalmente contribuem para uma melhor
qualidade de vida dos doentes PKU.®3(®

2.5.2.2. Aminoacidos grandes e neutros (LNAA — Large neutral amino acids)

Como referido anteriormente, os LNAA (incluindo a L-Phe) possuem como caracteristica
comum a utilizagdo do mesmo transportador (LAT1) para atravessarem a BBB. Assim, ao aumentar-se
a concentracdo de LNAA no sangue havera uma diminuicdo da entrada de L-Phe para o cérebro
evitando o seu efeito neurotdxico. Um mecanismo semelhante pode também ocorrer ao longo do trato
gastrointestinal, sendo que a L-Phe é menos absorvida no intestino quando existe uma suplementacao
de LNAA na dieta.® Adicionalmente, o aumento da ingestdo de L-Tyr e L-Trp (constituintes dos
LNAA) pode ser benéfico uma vez que sdo percursores de neurotransmissores.” De salientar que em
ensaios efetuados em doentes PKU, aos quais foi administrado LNAAs por um periodo de duas
semanas, verificou-se uma reducdo significativa na concentracdo de L-Phe no sangue, provavelmente
como resultado da competicio para o transporte de L-Phe no trato gastrointestinal. Y A
suplementacdo oral com LNAAs devera contribuir para a diminuicdo das concentracbes de L-Phe no
cérebro resultando numa melhoria neuropsicolégica dos doentes PKU. As diferencas nos resultados
conseguidos com o tratamento sdo dependentes da composi¢do do suplemento, da concentracdo, da via
de administracéo e da duracfo da suplementagéo.®3

Apesar das vantagens que a suplementacdo com LNAA parece apresentar, a sua eficacia na
reducdo dos niveis plasmaticos de L-Phe é ainda limitada, e sdo necessarios estudos adicionais que
comprovem a sua eficicia e seguranca a longo prazo. Os ensaios efetuados até a data promoveram a
avaliacdo dos LNAA apenas para periodos de tempo curtos e num nimero limitado de doentes
utilizando doses variaveis (250 — 1000 mg de LNAA/kg/dia) e diferentes formulacdes de LNAA. €263
Seré pouco provavel que os LNAA sejam prescritos como tratamento Unico, sem qualquer restricdo
dietética de L-Phe, pelo menos durante a infancia e gravidez. Contudo, pode ser uma abordagem Uutil
para adultos, na medida em que melhora clinicamente os individuos incapazes de seguir a dieta restrita
em L-Phe, além de melhorar as fungdes executivas dos mesmos. @92

2.5.2.3. Terapia enzimatica

Como referido anteriormente, as formas mais graves de PKU nomeadamente a PKU classica,
tendem a ndo responder ao tratamento com BH, Esta auséncia de resposta pode ser devido a
inexisténcia de atividade residual de hPAH suficiente para poder ser recuperada ou a auséncia de
proteina expressa. Ao contrario da terapia com BH. a resposta a uma terapia enzimatica ndo
dependeria do gend6tipo do doente PKU, apresentando assim uma vantagem para os individuos que nao
respondem ao tratamento com BH,.")
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A substituicdo da enzima poderia ser facilitada pelo transplante hepatico parcial ou de
hepatdcitos normais. Em situagcdes muito especificas de doentes fenilcetonuricos, o transplante parcial
do figado permitiu corrigir o fendtipo metabdlico PKU. No entanto, o transplante hepatico ndo é uma
pratica rotineira nestes casos devido aos elevados riscos associados a este tipo de cirurgia e a
imunossupressao requerida ao longo da vida. Y Para além disso, o transplante de hepatdcitos esta
sob investigacdo porque as células dadoras, para serem eficazes, precisam ter uma vantagem de
crescimento seletivo sobre os hepatécitos nativos.®®

A terapia enzimatica como tratamento para a PKU é uma outra op¢édo para reducgdo dos niveis
séricos de L-Phe, através da introducdo de enzimas metabolizadoras deste aminoacido, alterando assim
o fendtipo metabdlico da PKU, independentemente do gendtipo.® Para desenvolvimento desta terapia
podem ser utilizadas duas aproximacdes: (i) reposicdo enzimatica com a hPAH ou; (ii) substituicdo
enzimatica com a fenilalanina amoénia liase (PAL; E.C. 4.3.1.5).69(2

A PAL é uma enzima ndo-humana que catalisa a desaminacdo da L-Phe em amonia livre e
acido trans-cindmico, um metabolito ndo toxico convertido em &cido benzoico o qual é rapidamente
excretado na urina como hipurato (Figura 1.7). Assim, a PAL pode atuar como um substituto da hPAH
que se encontra deficitaria, uma vez que converte o excesso da L-Phe sistémica nos produtos acima
referidos. GYE2G32(3) Quando comparada com a hPAH, a PAL é estrutural e cataliticamente menos
complexa, fisicamente mais estavel e ndo requer um cofator.®®

H\/‘,’H H
o _~-C00 AL . ~C00
N PAL NN N,
J HN H H
L-Phe Acido trans-cinamico

Figura 1.7. Reagdo catalisada pela fenilalanina aménia liase (PAL).%

Os primeiros estudos envolvendo a PAL foram efetuados no inicio dos anos 90. Foram
ensaiadas apresentacOes orais e a implantacdo subcutanea de biorreactores contendo PAL, mas as duas
aproximagbes ndo mostraram resultados satisfatérios. Contudo, a simples injecdo subcutanea da
enzima PAL em ratinhos Pah®™? (o0 modelo animal de PKU classica), mostrou ser eficaz na corregio
completa das concentragdes de L-Phe, efeito mantido durante um ano, com inje¢fes semanais da
enzima. No entanto, a eficacia da PAL diminui apos injegdes repetidas. 596G

De forma a melhorar a estabilidade da enzima, esta foi peguilada com polietileno glicol
(PEG). Esta formulacdo ja se encontra em ensaios clinicos de Fase Il em humanos (na forma de
injecdo subcutdnea em dose Unica). Durante estes ensaios clinicos, observou-se uma reducgdo dos
niveis sanguineos de L-Phe quando foi usada a dose mais elevada testada. No entanto, a administracao
repetida de PEG-PAL leva a um aumento da resposta imunitéaria.®(®®
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2.5.2.4.Probibticos

Os probidticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio para a satude do hospedeiro”.®9(" Qs probidticos
comummente usados pertencem a dois grupos de microrganismos produtores de acido lactico: os
Bifidobacterium e os Lactobacillus (LAB), que incluem Enterococcus, Lactonacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus e Streptococcus.® Os LAB estdo presentes em alimentos
fermentados e foram consumidos pelo ser humano durante milhares de anos, sem quaisquer efeitos
adversos.® Os Lactobacillus também tém outros efeitos benéficos, mas menos documentados, tais
como a sintese de vitamina B, a melhoria da absorcdo de minerais e nutrientes, a degradacao de fatores
antinutricionais ou a modulacdo da fisiologia intestinal e a reducdo da percecdo da dor. Os
Lactobacillus podem assim ser benéficos para a satde e ajudar a proteger contra algumas doencas."”

Uma nova aplicacdo dos probidticos prende-se com a utilizacdo de formas geneticamente
modificadas para expressar enzimas metabélicas.® Deste modo, a PKU podera vir a beneficiar da
utilizagdo de probidticos como via de “entrega” da enzima PAL no intestino.® O primeiro estudo
conduzido em 1999, mostrou que a administracdo oral de Escherichia coli geneticamente modificada
para expressar a PAL, a ratos Pah®"? levou a uma reducéo de 31% e 44% dos niveis plasmaticos de L-
Phe apés uma e duas horas, respetivamente.®2()(8) Apesar do observado, sabe-se que a E. coli
manipulada pode ter consequéncias prejudiciais, uma vez que, em seres, humanos, a interacdo com o
seu equivalente wild type pode torna-la patogénica ou pode alterar a composi¢do microbiota do limen
intestinal.©® Além disso, a E. coli coloniza preferencialmente o intestino grosso, mas a maioria dos
aminoacidos provenientes da dieta, incluindo a L-Phe, sdo absorvidos na regido distal do intestino
delgado.™ Estudos mais recentes mostraram uma diminuicéo significativa dos niveis de L-Phe em
ratos HPA tratados com PAL expressa em Lactococcus lactis (formulacdo oral), em relacdo grupo
controlo, apds nove dias de tratamento.”® As vantagens de expressar a PAL em L. lactis incluem a
protecdo da enzima da inativacdo por acidez gastrica e de enzimas digestivas intestinais e de aquele
microrganismo exercer os seus efeitos benéficos principalmente no intestino delgado. Embora tenha
ocorrido uma reducdo significativa de L-Phe nos ratos tratados, os animais utilizados para este estudo
ndo representam um modelo de PKU ortélogo humano e, por isso, serd necessario confirmar os
resultados em modelos ortélogos de PKU humana (ex: ratos Pah®"2),©)(®

Apesar de serem necessarios estudos adicionais para avaliacdo da seguranca e eficacia dos
probidticos geneticamente modificados, estes parecem ser Gteis como terapia alternativa para a PKU,
permitindo uma dieta menos restritiva.®

2.5.2.5.Terapia génica

A terapia génica como tratamento da PKU tem sido o foco de estudo de diferentes grupos de
investigacdo ao longo das duas ultimas décadas, tendo sido efetuados progressos importantes. Com a
utilizacdo de virus adeno-associado (AAV) como vetores de transferéncia de genes direcionados para
o figado, tem sido possivel obter uma menor resposta imunitaria contribuindo para um maior sucesso
do tratamento a longo prazo.®? Assim, foi ja possivel observar em ratos Pah®™? que a terapia génica
direcionada para o figado proporcionava uma correcdo da HPA durante o periodo de um ano.®9(®1®0)
No entanto, a correcdo da atividade da hPAH néo foi permanente, uma vez que o genoma do vetor ndo
tem a capacidade de se integrar no DNA dos hepatocitos, sendo que havera sempre eliminagdo de
genomas do vetor episomal rAAV devido a regeneragdo dos hepatdcitos. Por outro lado, a re-injegado
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do vetor do mesmo serotipo leva a sua destruicdo por uma resposta imunitdria mediada por
anticorpos.®

Estudos recentes realizados em ratos Pah®"™*? demonstraram que a terapia génica pode ter como
alvo tecidos ndo-hepaticos, como por exemplo o musculo esquelético.®P®) Este tecido é um 6rgéo
alvo interessante para a terapia génica uma vez que nao sofre divisdo celular continua e, além disso, é
mais facilmente acessivel.®® No entanto, no caso da PKU, tera que ser fornecida a maquinaria de
sintese da BH. uma vez que esta ndo é expressa em tecidos extra-hepaticos periféricos.

Outra abordagem direcionada para 0 gene consiste na utilizagdo de antibi6ticos
aminoglicosideos para a leitura sequencial de mutagBes nonsense. Esta é uma aproximacgao
extremamente interessante uma vez que aproximadamente 10% dos doentes PKU possuem mutagdes
nonsense que resultam na inser¢do de um codao stop prematuro (premature termination codon; PTC).
A utilizacdo destes antibidticos, tais como a gentamicina G-418, tem como objetivo promover a leitura
sequencial de coddes STOP que sdo inseridos precocemente, resultando assim na producdo da proteina
full-length.®¥® No caso da PKU, a eficacia dos aminoglicosideos foi comprovada em sistemas de
expressao in vitro utilizando duas linhas celulares de mamifero (COS-7 e HEX 293). No entanto,
ainda ndo foi possivel determinar se o nivel de leitura no figado é suficiente para restaurar a tolerancia
a L-Phe uma vez que os modelos animais de PKU moderada (ratos Pah®™?) e classica (ratos Pah®"?)
ndo sio portadores de uma mutacao nonsense.®3®?

2.5.2.6.PAH-tag

Uma nova abordagem terapéutica promissora assenta na utilizacdo dos mecanismos de
delivery de proteinas quando estas se encontram associadas a pequenos péptidos conhecidos como
dominios de transducdo proteica. Estes péptidos facilitam a entrada das proteinas de fusdo através das
membranas de uma grande variedade de células eucariotas.®

Embora o mecanismo de acdo envolvido neste processo de internalizacdo ndo se encontre
totalmente conhecido pensa-se que ndo envolva endocitose mediada por recetor (clatrina), nem
fagocitose.® Dos muitos dominios de transducio de proteinas que existem, o mais estudado até & data
é o trans-ativador da transcricdo (TAT) do virus HIV. Foi também comprovado que as proteinas de
fusdo com TAT sdo eficientemente entregues em células em cultura, tecido intacto e tecidos vivos
(quando injetados em ratinhos). De realcar que as proteinas entregues por este péptido mantém a sua
atividade apos a internalizacdo.®?®)®) Num estudo recente conduzido sobre a farmacocinética da
proteina de fusdo TAT-B-galactosidase, observou-se que o figado € o 6rgdo alvo para o delivery desta
proteina de fuséo.

No caso da hPAH, o 6rgédo alvo é o figado o que implica que esta proteina pode ser fundida
com o TAT para a construcdo de uma proteina de fusdo direcionada para o figado, sendo assim uma
potencial candidata para o tratamento da PKU, como de outras doengas metabolicas raras.®

2.5.2.7.Chaperones farmacoldgicos

Um chaperone farmacolégico é uma pequena molécula que tem a capacidade de resgatar a
funcdo da proteina, induzindo a estabilidade conformacional de proteinas alvo misfolded. Esta
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capacidade resulta do estabelecimento de interagBes especificas e reversiveis com as proteinas
misfolded, aumentando, deste modo a disponibilidade de espécies de proteinas funcionais na
célula.®9®E

Para que um chaperone farmacol6gico possa exercer a sua agao é necessario que: (i) a proteina
alvo apresente uma mutacdo que a torne instavel mas que ndo a inative completamente; (ii)
estabelecam interacGes com a variante proteina com alta afinidade (permitindo a sua utilizacdo em
concentracdes baixas) e especificidade e; (iii) ser apenas necessario uma quantidade baixa de proteina
estavel (threshold).®®

De um modo geral, os ligandos proteicos “naturais” podem atuar como chaperones
farmacoldgicos. Estes englobam cofatores proteicos, agonistas e antagonistas e inibidores.®®®) Na
realidade, a utilizacdo do cofator natural da hPAH (BH,), para estabilizacdo de variantes misfolded, é
um caso paradigmatico da acdo de um ligando proteico natural como chaperone
farmacoldgico.®CYCD No caso da PKU, a maioria das variantes proteicas apresenta alteragdes no seu
folding (misfolding) que levam a agregagdo e consequente degradacdo acelerada da enzima no meio
intracelular. Como referido anteriormente, a BH4 promove uma estabilizacdo conformacional das
variantes proteicas atenuando aquela triade, aumentando a concentracdo de hPAH funcional e
resgatando o fendtipo bioquimico e a funcéo da enzima in vivo.®

A identificacdo de derivados do cofator natural da hPAH ou de novas moléculas que tenham
também a capacidade de estabilizar a enzima surge como objetivo para o desenvolvimento de novos
chaperones farmacoldgicos com propriedades farmacéuticas mais favoraveis no que diz respeito a
sintese, biodisponibilidade e estabilidade.®® Tém sido varias as aproximacdes utilizadas para
identificacdo de novas moléculas. Desde o rastreio aleatdrio de grandes bibliotecas de compostos por
técnicas de high throughput até abordagens mais direcionadas utilizando, num primeiro passo, uma
triagem virtual com base na estrutura de bibliotecas de compostos. Na primeira aproximacdo, foi
rastreada uma biblioteca de 6000 compostos tendo sido identificados quatro com capacidade de
estabilizacdo da forma selvagem da hPAH.®® Na segunda aproximacdo, a triagem virtual inicial
identificou 84 moléculas com potencial para se ligarem ao centro ativo da hPAH. As potenciais
moléculas foram estudadas e, destas, apenas duas (5-benzilhidantoina e 6-amino-5-benzilamino-
uracilo) apresentaram capacidade para estabilizar a hPAH, aumentando substancialmente a oxidacao
da L-Phe in vivo e, consequentemente, reduzindo a concentracdo sérica deste aminoacido em ratos
Pahenu1.(93)

3. Doencas conformacionais

As proteinas sdo centrais para todos os processos biologicos. Para se tornarem funcionalmente
ativas, as cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas tém de adquirir uma conformacéao tridimensional
Gnica (estrutura nativa). Este processo é geralmente designado por folding e tem como base a
informagéo fornecida pela sequéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica.®¥

As propriedades da ligacdo peptidica conferem um elevado grau de flexibilidade
conformacional ao esqueleto da proteina, enquanto as cadeias laterais de aminoacidos permitem um
grande numero de interagBes principalmente ndo covalentes. Assim, a cadeia proteica pode
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teoricamente adotar um grande nimero de conformac@es diferentes. No entanto, apenas um nimero
muito limitado destas conformacdes corresponde ao seu estado nativo que € suficientemente estavel e
biologicamente ativo sob condicdes fisioldgicas.®”

3.1. O folding proteico

Na visdo atual o folding proteico é descrito como um processo complexo pelo qual uma cadeia
polipeptidica (com um elevado grau de energia) atinge a sua estrutura nativa (energeticamente mais
baixo) experimentando o espagco conformacional através de uma superficie de energia
multidimensional ou "paisagem de energia" (Figura 1.8).%® De acordo com este modelo, o folding de
uma proteina ndo segue apenas um caminho especifico, mas é um processo complexo de auto-
organizagdo que geralmente ndo ocorre através de uma série obrigatdria ou Unica de intermediarios,
mas sim através de vias descendentes no funil do folding.®® Durante o processo de folding, a cadeia
polipeptidica pode preencher estados intermediarios de forma a ajudar a proteina a encontrar o estado
nativo, mesmo que estas formas intermedidrias atuem como "armadilhas cinéticas" com maior
propensao a evoluirem para formas misfolded.

Chaperones
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Figura 1.8. Paisagem energética de folding e misfolding de proteinas. As interaccBes energeticamente favordveis
intramoleculares (verde) estdo associadas a um aumento da estabilidade conformacional no decurso da progressdo do folding
da proteina até ao estado nativo. Durante este processo, as proteinas podem adotar conformagdes energeticamente favoraveis,
mas ndo-nativas. Estes estdo localizados em zonas de baixa energia (parcialmente folded ou estados misfolded). Além disso,
0s estados cineticamente desfavoraveis sdo propensos a estabelecer interac¢des intermoleculares (vermelho), que resultam em
agregados proteicos (agregados amorfos, folhas beta ricas em oligémeros e fibrilhas amil6ides). Os chaperones ajudam a
ultrapassar as barreiras energéticas, inibem as interagdes intermoleculares e, portanto, promovem o correto folding para o
estado nativo. Adaptado de @9,
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No nivel de energia mais elevado, a cadeia polipeptidica ndo se encontra estruturada. A
medida que a proteina adquire estruturas mais organizadas e nativas, a sua energia diminui. No final
do processo de folding, e a medida que as proteinas adquirem as suas conformagdes nativas, atingem o
seu minimo de energia. ©”

Para além de ndo serem funcionais as proteinas misfolded podem sé por si serem prejudiciais
para a célula, uma vez que expondo residuos hidrofobicos, podem interagir com outras proteinas
misfolded, resultando na formacéo de agregados proteicos que podem interferir com a funcéo celular e
por isso s&o considerados toxicos.®

Embora in vitro muitas proteinas possam adquirir o seu estado nativo espontaneamente sem o
auxilio de componentes adicionais, in vivo 0 processo é mais complexo e é geralmente auxiliado e
controlado por um grupo de proteinas, coletivamente conhecidas como chaperones moleculares.
Juntamente com os sistemas de ubiquitina-proteassoma e a autofagia seletiva, os chaperones
moleculares constituem o sistema de controlo de qualidade proteica (protein quality control; PQC)
intracelular, atuando em diferentes compartimentos celulares, trabalhando em conjunto para reduzir a
acumulacdo de proteinas misfolded, quer ajudando no refolding ou destruindo-as, ajudando a
manutencio de conformacdes proteicas nativas estaveis. ®®® Assim, os chaperones moleculares (ex:
Hsp40/Hsp70, Hsp90 ou TRIC) sdo componentes do sistema PQC que regulam a proteostase celular,
ou seja contribuem para a manutencdo do equilibrio entre sintese proteica/folding/localizacdo/e
degradacdo. Alguns chaperones moleculares sao altamente especificos na sua fun¢édo; outros sdo muito
gerais e podem ajudar no folding de uma grande variedade de proteinas.®

3.2. O misfolding proteico

O misfolding proteico é inerente a cadeia polipeptidica e ocorre de forma continua,
influenciado tanto por fatores intrinsecos como extrinsecos. A composi¢cdo em aminoacidos, a
presenca de mutacdes e condicfes ambientais (como aumento de temperatura, alteracdes de pH,
agitacdo, glicacdo anormal ou presenca de agentes oxidativos) podem levar a perda da
conformacgdo nativa das proteinas. O processo pelo qual o estado nativo € interrompido é
chamado de desnaturacdo e, geralmente, resulta do misfolding/unfolding das proteinas. Devido a
falta de uma conformacédo nativa, as proteinas misfolded/unfolded ndo sdo funcionais (ou, em
alguns casos adquirem uma nova funcdo). E importante salientar que o estado unfolded é
termodinamicamente desfavoravel e instavel e assim estas formas tém tendéncia a agregar de
modo a atingir estados energeticamente mais baixos e por isso mais estaveis.®?

3.3. O misfolding proteico como base das Doencas Conformacionais

As alteracOes na cadeia polipeptidica, quer sejam resultado de variagdes genéticas (mutagdes)
herdadas ou adquiridas ou de modificacBes de aminoacidos resultado de fatores esporadicos (tais
como condicdes intracelulares adversas), podem alterar o processo de folding e dar origem a uma
proteina misfolded. O destino da proteina misfolded depende da prépria natureza da proteina, do
compartimento celular em que ocorre o misfolding, do sistema PQC, para além de fatores genéticos e
das condigdes celulares e ambientais.®”
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A proteina misfolded pode agregar levando a acumulagdo destas formas que sendo tdxicas
para a célula, adquirem uma nova funcdo (gain-of-function) ou pode ser reconhecida como estando
misfolded e ser prematuramente eliminada pelo sistema PQC originando niveis intracelulares mais
baixos com consequente perda de funcéo (loss-of-function). &0

Varias doencas humanas sdo hoje reconhecidas como sendo causadas por defeitos no folding
proteico sendo classificadas como Doencas Conformacionais. Exemplos destas patologias incluem a
Doenca de Alzheimer e de Parkison, encefalopatias espongiformes, polineuropatia amiloide familiar, e
varios erros hereditarios do metabolismo, tais como a PKU e defeitos da p-oxidagcdo mitocondrial dos
acidos gordos, entre muitas outras.

Nas doencas conformacionais por ganho-de-funcdo sdo geralmente observadas, nos tecidos
afetados, fibrilas semelhantes a “cordas” que nalguns casos se agrupam em placas.!%U9A
apresentacao clinica destas doencas conformacionais reflete o seu mecanismo molecular, que se inicia
de forma particularmente lenta e insidiosa, acompanhando o processo de transicdo da proteina
normal.%¥

3.4. Abordagens terapéuticas para as doencas conformacionais

As estratégias desenvolvidas para tratamento das doencas conformacionais tém como objetivo
recuperar a conformacdo nativa da proteina ou induzir a estabilizacdo de estados intermédios de
folding.®® Nestas aproximacdes o alvo terapéutico pode ser a proteina misfolded ou uma proteina
envolvida no sistema de manutencdo da proteostase da proteina alvo. Deste modo, moléculas pequenas
capazes de estabilizar os intermediarios de folding e/ou estados semelhantes ao estado nativo (native-
like), ou capazes de afetar o processo de folding sdo potenciais candidatas a serem utilizadas como
moléculas terapéuticas.®® Estas pequenas moléculas podem entdo atuar como chaperones quimicos,
chaperones farmacoldgicos ou reguladores da proteostase, 1090

O chaperone quimico é um termo normalmente associado a compostos de baixa massa
molecular, tais como o glicerol, a trealose, a glicina e o N-Oxido de trimetilamina (TMAO), que
podem estabilizar e auxiliar o correto folding das proteinas atuando como osmélitos. Uma das
limitacGes do uso de chaperones quimicos para a corre¢do terapéutica de doencgas conformacionais é a
sua falta de especificidade e a exigéncia de concentragdes elevadas (> mM) que eventualmente podera
ser tdxica para a célula.

Pelo contrario, os chaperones farmacolégicos sdo concebidos para se ligar e estabilizar
especificamente a proteina alvo, podem ser eficazes a baixas concentragdes.®® Um chaperone
farmacoldgico devera estabilizar a proteina mutante ou propensa a misfolding conduzindo-as para as
formas com um minimo de energia livre aumentando o nimero de espécies com um folding
apropriado as quais ndo terdo tendéncia a agregar impedindo a formagdo de oligdbmeros ou fibras
amiloides.

Os reguladores da proteostase irdo modular o sistema PQC da célula podendo regular as
interacOes da proteina misfolded, quer com os chaperones moleculares responsaveis pelo folding, quer
aqueles que estdo envolvidos com a degradagao.
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3.5. A fenilcetonaria como doeng¢a conformacional

A PKU é considerada uma doenca conformacional por perda-de-funcdo, uma vez que a
maioria das proteinas hPAH mutantes apresenta alteracdes no seu folding, diminuindo a sua
estabilidade e consequentemente aumentando a sua tendéncia para agregar e ser reconhecida pelo
sistema PQC intracelular e enviada para degradacdo. A recuperacdo da funcionalidade enzimatica,
verificada no tratamento com BH, resulta da correcdo do misfolding das variantes hPAH.®E06900
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. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo identificar pequenas moléculas que possam ser
utilizadas para modular a atividade e/ou estabilidade da hPAH e que potencialmente poderdo atuar
como chaperones farmacoldgicos ou ativadores. Estas moléculas foram especificamente desenhadas
para interagir com a hPAH uma vez que apresentam como maédulos estruturais a 3-hidroxiquinolina
(3HQs) e a L-Phe. Pretende-se que estes elementos direcionem os derivados sintetizados para o centro
ativo da hPAH uma vez que a 3HQ tem capacidade para coordenar o Fe e a L-Phe é o substrato da
enzima. Com este objetivo foram sintetizados 22 derivados de 3HQs pelo grupo de Quimica Bio-
Organica do Instituto do Medicamento (iMed.ULisboa) da Faculdade de Farméacia da ULisboa que
foram testados na forma recombinante da hPAH selvagem (hPAHwt).
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1. Materiais e Métodos

1. Materiais

1.1. Reagentes

O isopropil-1-tio-B-D-galactosideo (IPTG) e a lisozima foram adquiridos a Nzytech. O sulfato
de amonio ferroso é proveniente da Merck, enquanto o inibidor de proteases fluoreto de fenil-
metilsulfonilo (PMSF) foi adquirido a Sigma-Aldrich.

Para a determinacdo da atividade enzimatica, além do tampao NaHepes utilizou-se o substrato
L-Phe, a catalase e a tetrahidrobiopterina (BH4), provenientes da Sigma-Aldrich. O sulfato de aménio
ferroso, o ditiotreitol (DTT) e o acido ascorbico foram adquiridos a Merck.

O meio RPMI 1640, o soro bovino, a penicilina G sodica, o sulfato de estreptomicina e a L-
glutamina foram adquiridos a Life Technologies.

1.2.  Celulas, estirpe de bactérias e vetores de expressao

Para a producdo da proteina PAH recombinante foram utilizadas células de Escherichia coli
TOP10 (F-, mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 (ara-leu)7697
galU galK rpsL endAl nupG) e o sistema de expressdo procariota pTrcHisB, ambos provenientes da
Invitrogen. O cDNA hPAH (GenBank U49897) encontra-se clonado no local BamHI do sitio de
clonagem mdltipla (MCS) do vetor de expressao procariota pTrcHisB (Invitrogen) de acordo com o
descrito por Leandro e colaboradores.’®® Este vetor apresenta a montante do MCS (Anexo, Figura
VI1.1.): (i) o promotor trc (Ptrc), constituido por uma parte da sequéncia do promotor trp e parte da
sequéncia do promotor lac (trp-lac); (ii) a sequéncia do gene Laclg que codifica a proteina repressora
Lac; (iii) um potenciador de traducdo, proveniente do gene 10 do bacteriéfago T7; (iv) a sequéncia de
reconhecimento de ligacdo ao ribossoma (RBS); (v) o coddo de iniciacdo da traducdo ATG; (vi) uma
sequéncia de seis coddes CAT que codifica o péptido hexa-histidil (6xHis), com afinidade para metais
e que permite a posterior purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade com
iGes metalicos (Immobilized Metal Affinity Chromatography; IMAC); (vii) a sequéncia codificante do
epitopo Xpress (Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) e; (viii) a sequéncia codificante do péptido
reconhecido pela enterocinase (EK; Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-|-X) e que permite a posterior clivagem e
remocao do péptido de fusdo. Este vetor apresenta ainda a marca de resisténcia a ampicilina (Amp) e a
origem de replicacéo ColE1.

Nos estudos com cultura de células, utilizou-se as células HEK 293T (human embryonic
kidney epithelial cell line, ATCC CRL-11268).
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1.3. Compostos em estudo

Os compostos avaliados neste trabalho séo derivados de 3-hidroxiquinolin-2-onas (3HQS)
(Figura 111.1.) e foram sintetizados pelo grupo de Quimica Bio-Organica liderado pelo Prof. Pedro
Goéis (iMed.ULisboa). A estrutura quimica dos compostos foi confirmada apds caracterizacdo por
espectroscopia de NMR (Anexo VII.5). Os compostos foram solubilizados em 100% de DMSO de
forma a obter uma concentracdo de 10 mM, tendo sido armazenados a -20°C, em aliquotas. Para cada
ensaio foi retirada uma aliquota, a qual foi diluida no tampdo apropriado de modo a obter uma
concentracdo final de 100 uM (1% DMSO).

OH
~
N
N O
H

Figura I11.1. Estrutura quimica do ntcleo 3-hidroxiquinolin-2-onas (3-HQs).

2. Métodos

2.1. Expressao e purificacdo da proteina recombinante hPAHwt
2.1.1. Inducdo e Expressdo proteica

Para proceder a expressdo das proteinas hPAHwt uma aliquota de 100 pL de células de E. coli
TOP10 competentes, foram transformadas com 10 ng de DNA respetivo (5 pL). Estas células foram
incubadas durante a noite, a 37°C, ap6s espalhamento em meio LB sélido (triptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 0,17M, pH 7, agar 1,5%) contendo ampicilina (Amp) numa concentracao final de
100 pg/mL (LB/Amp). Dos transformados obtidos, foi selecionada uma coldnia bem isolada, para
inocular 5 mL de meio LB liquido (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,17M, pH 7)
contendo Amp numa concentracao final de 100 pug/mL (LB/Amp).

Apos incubagdo com agitagdo durante a noite, a 37°C, a cultura celular obtida foi utilizada
para inocular 1 L de meio LB/Amp contendo 0,1 mM de sulfato aménio ferroso. Esta cultura foi
novamente incubada a 37°C, com agitacdo, até ser atingida a fase exponencial de crescimento,
monitorizada pela leitura da absorvéncia a 600 nm (AbSsoonm~ 0,5) num espectrofotometro Shimadzu
(modelo UV-1800). A expressdo da proteina em estudo foi induzida através da adicdo de 500 uM de
IPTG. Simultaneamente foi efetuada uma nova suplementacdo de sulfato aménio ferroso (0,1 mM).
Apos quatro horas de inducdo, a 37°C, com agitacdo constante, foi obtido o sedimento bacteriano, por
centrifugacdo a 3.220xg, a 4°C, durante 20 minutos, o qual foi armazenado a -20°C, nunca por
periodos superiores a trés meses.
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2.1.2. Purificagdo da hPAH

As células bacterianas foram ressuspensas em tampéo de lise (NaHPO4/Na;HPO, 50 mM,
NaCl 300 mM, pH 7,8 e glicerol a 10%) contendo lisozima (1 mg/mL) e PMSF (1 mM) na proporcéo
de 1 L de cultura/10 mL de tampéo de lise. Apds incubacdo de 30 minutos a 4°C, as células foram
lisadas por sonicacdo (Vibra Cell, SONICS Materials) a 4°C, em 3 ciclos de 60 segundos (duty free
cycle de 50%) com um intervalo de 30 segundos entre cada ciclo para evitar sobre-aquecimento.
Seguidamente os lisados foram centrifugados a 12.800xg, durante 40 minutos, a 4°C. O sedimento
celular, contendo a fracdo proteica insoltvel, foi desprezado, tendo sido recuperado o sobrenadante
contendo a fracdo proteica sollvel, para posterior purificacdo da proteina recombinante.

2.1.3. Cromatografia de Afinidade com Ides Imobilizados (IMAC)

As proteinas de fusdo expressas em E. coli foram purificadas por IMAC, usando a resina Ni-
NTA (Qiagen), na proporgdo de 10 mL de lisado / 500 pL de resina. Antes de ser colocada na coluna,
a resina foi sujeita a trés lavagens sucessivas com 1 mL de agua Milli-Q, seguidas de um passo de
acondionamento (3 x 1 mL de tampéo de lise contendo 10 mM de imidazol). Entre cada passo de
lavagem e acondionamento, a suspensao foi centrifugada a 360xg, durante 2 minutos, a 4°C, tendo-se
desprezado o sobrenadante. A resina foi entdo colocada em contacto com a fragdo soltvel do lisado
celular, durante 1 hora, a 4°C, com agitacao constante. A suspensdo foi posteriormente introduzida em
colunas cdnicas de polipropileno (0,8 x 4 cm), com 9 cm de altura (poly-prep; Bio-Rad) e a solu¢do de
passagem (flow-through) recolhida. A purificacdo das proteinas foi efetuada a 4°C, utilizando o
tampao de lise contendo concentracdes crescentes de imidazol (gradiente). Assim, hum primeiro passo
procedeu-se a lavagem da coluna pela passagem de tampao de lise contendo: (i) 20 mM de imidazol (2
x 5 mL); (ii) 50 mM de imidazol (2 x 5 mL), e (iii) 75 mM de imidazol (1 x 5 mL). A eluicdo das
proteinas de fusdo foi efetuada pela passagem de fracdes de 500 pL de tampdo de lise contendo 250
mM de imizadol.

2.1.4. Cromatografia de Exclusdo Molecular (SEC)

A separacgdo das formas oligoméricas da proteina hPAHwt foi efetuada por cromatografia de
exclusdo molecular (SEC). Esta técnica permitiu isolar as formas tetraméricas, usadas posteriormente
nos ensaios. Assim, foi utilizado o sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA
Prime Plus (GE Healthcare), equipado com detetor de UV (A de 280 nm) e um coletor de fragdes. A
separagdo cromatografica foi efetuada, a 4°C, numa coluna pré-empacotada HiLoad 16/60 Superdex
200 (GE Healthcare) e utilizando como fase moével o tampdo SEC (NaHepes 20 mM, NaCl 200 mM
pH 7,0), o qual foi bombeado a um caudal de 0,7 mL/min.

Como marcador de massas moleculares (MM) foi utilizado o Gel filtration standard (Bio-Rad)
composto por tiroglobulina (670 kDa), gamaglobulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa),
mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa); e uma mistura de proteinas, adquiridas a Sigma, de
grau de pureza adequado para SEC constituida por apoferritina (443 kDa), desidrogenase alcodlica
(150 kDa) e albumina (66 kDa) numa concentracdo de 5 mg/mL em cada.
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Apos separacdo a determinagdo da percentagem relativa das diferentes formas oligoméricas da
hPAHwt foi efetuada por deconvolucdo dos cromatogramas utilizando o software de andlise
cromatogréfica PeakFit (Seasolve).

A fracdo tetramérica foi recolhida tendo sido posteriormente concentrada por
ultracentrifugacdo, utilizando as membranas Amicon Ultra-15/Ultracell-30 (MWCO 30 kDa; Merck
Millipore) até obtencdo de uma concentracdo > 5 mg/mL.

2.1.5. Determinacdo da concentracdo de proteina pelo Método de Bradford

Na purificacdo de proteinas, & necessario recorrer a métodos rapidos e sensiveis na
quantificacdo de proteinas. A hPAHwt foi quantificada pelo método colorimétrico de Bradford, que
envolve a ligagio do corante Coomassie Brilliant Blue & proteina.®® Foi utilizado como reagente de
Bradford o Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) e uma curva de calibracdo constituida por albumina
sérica bovina (BSA) nas concentragdes de 1, 2, 4, 8 e 10 ug/mL (Anexo VII.1). As absorvancias foram
lidas a um comprimento de onda de 595 nm no espectrofotdmetro Shimadzu (modelo UV-1800).
Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.1.6. Analise por Eletroforese (SDS-PAGE)

A proteina em estudo foi analisada por separagdo eletroforética em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo o método descontinuo de Laemmli.* Para preparacéo do gel
de separacdo foi utilizada uma concentracdo de 10% de acrilamida/bisacrilamida (30% T e 2,6% C;
Bio-Rad) e o tampdo constituido por 375 mM Tris-HCI, pH 8,8 e 0,1% SDS. O gel de concentracédo
foi preparado de modo a conter acrilamida/bisacrilamida a 4%, o tampao Tris-HCI (125 mM) pH 6,8 e
0,1% de SDS.

Como tampao de eletroforese foi utilizado a solu¢do contendo Tris base 62,5 mM, glicina 192
mM, SDS 0,1%, e o pH 8,3. As amostras foram aplicadas no sistema de separacdao apds aquecimento
durante 10 minutos a 95°C em solucdo de deposicdo (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20% glicerol, 2%
SDS, 0,025% azul de bromofenol ¢ 5% p—mercaptoetanol). A eletroforese foi realizada num sistema
vertical Mini-PROTEAN® Tetra handcast (Bio-Rad). Para induzir a separacdo eletroforética, foi
aplicada uma corrente constante de 30 mA. Apss a separagdo eletroforética as proteinas foram
visualizadas mediante a utilizacdo do corante BlueSafe (Nzytech).

A massa molecular (MM) da proteina em estudo foi determinada por compara¢do com o perfil
eletroforético do marcador de MM pré-corado NzyColour protein marker Il (Nzytech) constituido por
proteinas com massas moleculares de 11, 17, 20, 25 (verde), 35, 48, 63, 75 (rosa), 100, 135, 180 e 245
kDa.
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2.2. Ensaios enzimaticos

A atividade enzimatica especifica da hPAHwt foi calculada pela determinacdo da quantidade
de produto formado (L-Tyr) por unidade de tempo e em fungdo da quantidade de proteina presente no
meio reacional (nmol Tyr.min.mg?), de acordo com o método descrito por Leandro et al.®, com
algumas modificacbes. A reagdo enzimatica decorreu na presenca de oxigénio atmosférico, a
temperatura de 25°C, num volume reacional de 400 uL contendo tampao NaHepes 250 mM pH 7,0;
0,1 mg/mL de catalase, 100 uM de L-Phe e 5 pg de PAH. Apds incubagdo de 4 minutos (pré-ativagao
pela L-Phe), foi adicionado sulfato amonio ferroso numa concentracdo final de 100 pM,
permanecendo por 2 minutos adicionais a 25°C. A reagdo enzimatica foi entdo iniciada através da
adicdo do cofator natural BHs numa concentracdo final de 75 uM. Apds 1 minuto de incubacdo, a
reacdo foi terminada com a adi¢do de 200 pL de uma solucgdo de &cido acético a 2% (em etanol). De
modo a remover a proteina precipitada, esta solucdo foi centrifugada a 12.000xg, durante 5 minutos, a
4°C, e o sobrenadante obtido foi armazenado a -20°C, até posterior analise. Os ensaios enzimaticos
foram todos realizados em triplicado. Nos ensaios onde ndo foi efetuada pré-ativacao pelo substrato a
reacdo enzimatica foi iniciada por adicdo de L-Phe a 100 uM em simultaneo com o cofator BHs a 75
uM. Os derivados da 3-HQs (numa concentracdo final de 100 uM) foram estudados relativamente ao
seu efeito sobre a atividade da hPAHwt quer isoladamente, quer através da adicdo em simultaneo com
a L-Phe, de acordo com o esquema apresentado na Figura I11.2. Para cada um dos ensaios foram
utilizados controlos apropriados os quais foram obtidos substituindo o composto em estudo por
DMSO a 1%. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Preé-incubacio Reacio catalitica
Nio Ativado * 4 mimrtos * 2 minitos ‘ 1 minuto #
Tampédo NaHepes (pH 7.0) FeX BH, 75 uM Solugdo STOP
Catalase L-Phe 100 pM
hPAHWt Composto 100 pM
# 4 minutos # 2 minutos # 1 minuto #
Tampédo NaHepes (pH 7.0) FeX BH, 75 uM Solugdo STOP
Catalase L-Phe 100 pM
Composto 100 pM
hPAHwt
Pré-Ativacio pelo Composto e Substrato # 4 mimitos # 2 mimitos # 1 minuto *
Tamp&o NaHepes (pH 7.0) FeX BH, 75 uM Solugo STOP

Catalase
Composto 100 pM
L-Phe 100 pM
hPAHwWt

Figura 111.2. Esquema da adicéo dos diversos componentes da reagéo enzimatica para estudo do efeito dos derivados da 3-
HQs sobre a atividade da hPAHwt.

31



Para quantificagdo da L-Tyr formada, foi utilizado um sistema de HPLC (Waters 2695)
equipado com um injetor automatico e um detetor de fluorescéncia com os comprimentos de onda de
excitagdo (Aexc) € de emissdo (hem) ajustados para 274 nm e 304 nm, respetivamente. A separacao foi
efetuada numa coluna de fase reversa LiChroCART 60 (Merck), utilizando como fase mével a mistura
etanol/H,O (5:95) bombeada com um caudal de 0,7 mL/min, de acordo com o método descrito por
Kand’ar.™? Todas as amostras foram injetadas em triplicado. Para quantificacdo da L-Tyr formada foi
utilizada uma curva de calibragdo apropriada (0,5 - 100 uM L-Tyr).

A L-Tyr formada foi ainda quantificada por fluorimetria utilizando o leitor de placas
FLUOstar Omega (BMGLabtech, Alemanha) e os comprimentos de onda de Aexc260 nm € Aem310 nNm,
em microplacas de 96 pocos. Foi ainda utilizada uma curva de calibragdo adequada 0,5 - 100 uM L-
Tyr).

2.3. Caraterizacao do perfil de estabilidade térmica

O perfil de estabilidade térmica da proteina hPAHwt recombinante foi obtido por fluorimetria
diferencial de varrimento (Differential Scanning Fluorimetry, DSF), tendo sido realizado num
termociclador C1000 Touch com um mddulo de reacdo ético CFX96 (Bio Rad). Os ensaios foram
efetuados em placas de PCR de 96 pogos num volume final de 50 pL, contendo SYPRO-Orange
(Invitrogen; 5000-fold comercial stock solution) numa concentracéo final de 2,5x, hPAHwt a 0,1
mg/mL e o tampdo NaHepes 20 mM, NaCl 200 mM, pH 7. Nos ensaios em que foi testado o efeito
dos compostos em estudo, estes foram adicionados numa concentracéo final de 100 uM (1% DMSO).

A placa de PCR foi selada com Optical-Quality Sealing Tape (Bio-Rad) e centrifugada a 300
g durante 5 minutos. O ensaio de DSF foi realizado com o aumento da temperatura de 20°C a 90°C,
com um tempo de retencdo de 1 segundo a cada 0,2°C e a aquisicdo de fluorescéncia foi feita
utilizando o canal FRET. Os ensaios controlo foram efetuados utilizando DMSO a 1% na auséncia de
compostos.

Os dados foram processados usando o software V3.0 Gestor CFX (Bio-Rad). Para
determinacdo das temperaturas de desnatura¢do Tmi € Tmg recorreu-se ao programa GraphPad Prism 6
e a equacdo bifasica:

(Amax1—Amin) XFrac (Amaxz—Amin) XFrac

Equacdo I11.1. Y = Apin + 4100 1)xhT) -+ 10((0.2-x)xh2)

onde y é a intensidade de fluorescéncia (IF) medida, Amin representa a resposta (IF) na linha de base;
Amaa € Amaxe a resposta (IF) maxima da primeira e segunda transicdo respetivamente; hi e h, 0s
coeficientes de Hill da primeira e segunda transi¢do respetivamente; Frac a proporcdo da resposta
maxima devido a transicdo mais potente e Xo 1 € xo 2 representa a temperatura a metade da resposta do

valor minimo e maximo da primeira e segunda transicdo respetivamente e que corresponde ao valor de
Tml e Tm2.
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2.4. Protedlise limitada

A resisténcia da forma tetramérica da hPAHwt a protedlise pela tripsina foi determinada na
presenca de oxigénio atmosférico, a temperatura de 25°C, em tampao NaHepes 20 mM, NaCl 200 mM
e pH 7,0. Foi utilizada uma proporcéo de tripsina:hPAHwt de 1:200 (m:m), sendo a concentragéo final
de proteina recombinante de 0,3 mg/mL. Entre os 0 e 60 minutos foram retiradas aliquotas da reagao
as quais se adicionou inibidor de tripsina (razdo de 1:5 (m:m), tripsina:inibidor). As amostras foram
posteriormente analisadas ap6s separacdo por SDS-PAGE 12,5% em poliacrilamida.

Apo6s coloracdo do gel, estes foram digitalizados e posteriormente sujeitos a andlise
densitométrica com recurso ao software de processamento grafico ImageJ.**? Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de regressdo nédo linear utilizando a equagao:

Equacao I11.2. y = (yo — Patamar) x e(=**¥) + Patamar

onde yo € o valor de y (% de proteina completa) quando x (tempo) é zero, Patamar é o valor de y
quando x é « e k é a taxa de protedlise. A partir da curva obtida foi ainda possivel determinar o tempo
de semi-vida (t12).

2.5. Ensaios de inibicdo da tripsina

Os compostos em estudo foram testados relativamente a sua capacidade de inibi¢do da tripsina
utilizando o substrato N-carbobenziloxi-glicil-glicil-arginil-7-amino-4-metil-cumarina (N-CBZ-Gly-
Gly-Arg-AMC; Bachem) a 50 uM. A tripsina é uma protease que hidrolisa, a C-terminal, ligactes
peptidicas que envolvam aminoacidos basicos, como a arginina (Arg) e lisina (Lys). Assim, ao atuar
sobre o substrato N-CBZ-Gly-Arg-AMC ira libertar 7-amino-4-metil-cumarina (AMC) o qual é
fluorescente (Aexc 360 NM; Aem 460 NM). Os ensaios foram realizados a 25°C, na auséncia e presenca
dos compostos testados (100 uM em DMSO 1%) no leitor de microplacas FLUOstar Omega. A
intensidade de fluorescéncia foi registada durante 30 minutos.

2.6. Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio Alamar Blue. Este é um teste de endpoint que
monitoriza a viabilidade celular. A resazurina é um corante azul pouco fluorescente que é reduzido por
células viaveis a resorufina que apresenta uma cor rosa altamente fluorescente!**®. Foi também
utilizado o iodeto de propidio (IP) para os ensaios de exclusdo.? Este fluorocromo tem capacidade
de ligacdo as cadeias do ADN, mas ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica saudavel
(exclusao).

No dia anterior ao ensaio, inocularam-se as células HEK-293T® em placas de cultura de
tecidos de 96 pogos, em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100
unidades/mL de penicilina G sbdica, 100 pug/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina, até uma
concentracdo de 2 x 10* células por pogo. Os compostos em estudo foram diluidos em meio de cultura,
de modo a obter uma concentragao final de 50 ou 100 uM (DMSO a 0,5 e 1% (Vv/v), respetivamente).
Cada concentragdo do composto foi testada em cinco vezes numa experiéncia Unica que foi repetida
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pelo menos duas vezes. Os controlos continham concentragbes de DMSO equivalentes e
dodecilsulfato de sédio (SDS) a 1 mg/mL como controlo positivo de morte celular. As células foram
incubadas a 37°C, com controlo de humidade e 5% de CO, (Nuaire NU4750E). Apés 24 horas de
incubacdo, o meio foi substituido por IP a 0,3 mM (obtido por diluicdo, em meio de cultura, de uma
solucéo stock a 1,5 mM em DMSO). A fluorescéncia (Aexc 485 nm, Aem 590 Nm) foi registada no leitor
de microplacas FLUOstar Omega. Seguidamente foi realizado o ensaio Alamar Blue. Assim, 0 meio
foi substituido por meio de cultura contendo resazurina a 5 mM e as células foram incubadas durante 3
horas. Findo este tempo a fluorescéncia (Aexc 530 nm, Aem 590 NM) foi medida no leitor de microplacas
FLUQOstar Omega.

Nos ensaios com IP, o uptake do fluorocromo nas células cultivadas na presenca dos
compostos (Amostra) foi comparado com o uptake das células controlo tendo sido calculado o uptake
relativo através da equacéo:

Intensidade Fluorescénciaamostra

Equacdo 111.3. Uptake de IP relativo =

Intensidade Fluorescénciacontrolo

A viabilidade celular relativa (%), determinada pelo ensaio Alamar Blue, foi calculada através
da equacao:

Intensidade Fluorescéncia gmostra

X 100

Equacéo I11.4. Viabilidade celular relativa (%) =

Intensidade Fluorescénciacontrolo

2.7. Ensaios de ressonancia paramagnetica eletrénica

Os ensaios de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) foram efetuados no Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica da Universidade Nova de Lisboa (ITQB) pelo Prof. Miguel Teixeira
e pelo Doutor Jodo Vicente. Foi utilizado um espectrometro Bruker EMX equipado com um criostato
de hélio de fluxo continuo da Oxford Instruments ESR-900. Os espetros foram registados a 4K,
utilizando uma concentracio de hPAHwt contendo ~ 100 uM Fe**, na auséncia ou presenca de 3HQs
numa concentracdo equimolar.
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V. Resultados e Discussao

1. Rendimento e grau de pureza da proteina recombinante produzida

A proteina recombinante hPAHwt foi produzida em E. coli, a 37°C, utilizando um tempo de
inducédo de 4 horas e 500 uM de IPTG. Nestas condi¢des, a proteina recombinante sobre-expressa foi
recuperada maioritariamente na fragao soltvel.

Para a realizacdo dos ensaios com a hPAHwt é necessario utilizar uma amostra proteica com
um elevado grau de pureza. Deste modo, utilizaram-se dois processos cromatograficos: um primeiro
passo em que a proteina recombinante foi purificada por IMAC e um segundo passo onde se utilizou
uma SEC para isolamento das formas tetraméricas biologicamente ativas.

Embora a purificacdo por IMAC se aplique rotineiramente no laboratério do grupo, neste
trabalho foi re-avaliado o esquema de eluigao (6 x 500 uL de tampdo de elui¢do) de modo a poder
agilizar o processo. Como se pode ver na Figura IV.1., as trés Gltimas fragBes de elui¢do ndo
apresentavam quantidade significativa de hPAHwt pelo que recolhendo apenas as trés primeiras
fracdes (volume final de 1,5 mL) foi possivel obter uma amostra menos diluida e num volume possivel
de ser aplicado diretamente na coluna SEC utilizando o loop de 5 mL e para o qual é recomendada a
aplicacdo de < 2,5 mL de amostra.

MM 1 2 3 4 5 6

75 kDa —*

<«— 54 kDa

25kDa —* -

Figura 1V.1. Andlise por SDS-PAGE do perfil de eluicdo da proteina hPAHwt apds purificacdo por IMAC utilizando 6 x
500 pL de solucéo tampéo de lise contendo 250 mM de imidazol (1 a 6). (MM) marcador de massas moleculares pré-corado
(NzyColour protein marker 11). E indicada a MM da hPAHwt de fusio (54 kDa) e que corresponde 8 MM da hPAHwt (52
kDa) e do péptido de fusdo 6xHis (2 kDa).
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Assim, ap0s esta re-avaliacdo, a proteina foi eluida adicionando trés fracdes de 500 pL de
tampé&o de lise contendo 250 mM de imidazol, ap6s as lavagens da coluna pela passagem de tampéo de
lise contendo: (i) 20 mM de imidazol (2 x 5 mL); (ii) 50 mM de imidazol (2 x 5 mL), e (iii) 75 mM de
imidazol (1 x 5 mL) (Figura IV.2.).

75kDa —> . — —

P <« 54kDa

=3
— —

25kba —»

|
B

Figura IV.2. Analise por SDS-PAGE do perfil de purificacdo por IMAC da hPAHwt. Flow through (1); Lavagens com
tampdo de lise contendo 20 mM (2 e 3), 50 mM (4 e 5) e 75 mM (6) de imidazol. Eluicdo com tamp&o de lise contendo 250
mM de imizadol (7 a 9). Em todas a amostras foi aplicado o volume de 16 uL. (MM) Marcador de massas moleculares pré-
corado (NzyColour protein marker II).

A posterior SEC permitiu isolar as formas tetramétricas (Figura 1V.3.), bem como eliminar o
imidazol presente na amostra proveniente da IMAC.

Absorvéncia normalizada
(A280 nm)

40 50 60 70 80 90

Volume de elui¢cdo (mL)

Figura IV.3. Perfil cromatogréafico da proteina recombinante hPAHwt, obtido por cromatografia de exclusdo molecular
(SEC). Os numeros indicam os volumes de elui¢do das formas agregadas (1), octameros/hexameros (2), tetrameros (3) e
dimeros (4).
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O sistema de separagdo cromatografica desenvolvido permitiu-nos isolar as diferentes formas
oligoméricas da hPAHwt, nomeadamente agregados de elevada massa molecular eluidos no volume
morto da coluna (Figura IV.3., pico 1); octameros/hexdmeros (= 440 kDa; Figura IV.3., pico 2);
tetrameros (= 220 kDa; Figura IV.3., pico 3), e dimeros (= 110 kDa; Figura IV.3., pico 4). Como pode
ser observado pela analise da Figura 1V.3., a hPAHwt foi eluida maioritariamente na sua forma
tetramérica (60,4%), com uma pequena fracdo de dimeros (6,5%), octdmeros/hexameros (22,4%) e
agregados (10,7%). Nas condi¢cbes cromatograficas utilizadas, ndo foi possivel detetar nenhum pico
correspondente a formas monoméricas. Apds a SEC, as fragcBes correspondentes aos tetrametros
(indicado a tracejado na Figura 1V.3.) foram reunidas e concentradas por ultrafiltracdo até ser atingida
uma concentracao proteica de >5 mg/mL.

2. Efeito dos derivados 3-HQs na estrutura e funcdo da hPAHwt

2.1. Caracterizacao funcional e estrutural da hPAHwt
2.1.1. Atividade enzimatica

Os valores da atividade especifica da hPAHwt, determinados por quantificacdo da L-Tyr por
HPLC, sdo apresentados na Tabela 1V.1. Uma das carateristicas da hPAHwt é a sua ativacdo pelo
substrato. Assim, este parametro foi também determinado neste estudo. A hPAHwt recombinante
apresentou uma atividade enzimatica especifica de 4430 + 351 nmol Tyr.min.mg™* e uma ativacio
pelo substrato de 3,2 £ 0,1 (L-Phe 1 mM). Estes dados encontram-se dentro dos valores descritos na
literatura. Embora o mecanismo de ativacdo ainda ndo se encontre totalmente compreendido, sabe-se
que apresenta uma elevada relevancia bioldgica. No entanto, estudos recentes corroboram a hipotese
levantada por diversos autores que apontam para a que este fenémeno seja causado pela ligacdo da L-
Phe num sitio alostérico localizado no dominio regulador N-terminal. ¢

Tabela IV.1. Anélise das propriedades enziméticas da proteina recombinante hPAHwt.

Atividade enzimatica®

ivach _Phe®
(nmol Tyr.min".mg) Ativacdo pela L-Phe

hPAHwt 4430 + 351 3,2+0,1

Notas: (a) Ensaio enzimético realizado em condi¢es padrdo de pré-ativacdo (1 mM L-Phe, 75 uM BHa, 25°C). Os valores
apresentados representam o valor médio + desvio padrdo. (b) Atividade enzimética determinada sem pré-incubacdo com L-
Phe nas mesmas condicdes padrdo. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.
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2.1.2. Perfil de estabilidade térmica

Através da técnica de DSF é possivel calcular a temperatura de desnaturagdo (Tm), OU Seja, O
valor de temperatura para 0 qual metade das formas existentes em solugdo se encontra no estado

unfolded. Assim, o0 Tm é um parametro que nos pode indicar a resisténcia de uma proteina a
desnaturacdo térmica e concomitantemente a sua estabilidade térmica.

Como pode ser observado pela analise da Figura 1V.4., a curva de desnaturacdo térmica da
forma tetramérica da hPAHwt apresenta duas transi¢Oes, sendo por isso possivel calcular dois Tms, 0
Tm1 que tem sido associado a desnaturacdo do dominio regulador menos estavel, e um T associado a
desnaturacéo térmica do dominio catalitico mais estavel. G0

1.0
0.8

0.6

Intensidade de Fluorescéncia
(normalizada)

Temperatura (°C)

Figura 1V.4 Perfil de estabilidade térmica da proteina recombinante hPAHwt obtido por fluorimetria diferencial de
varrimento (DSF). Os perfis apresentados representam a hPAHwt na presenca de DMSO 1% (o) e na presenca de L-Phe a 1
mM (o). O perfil bifésico da curva de desnaturacdo permite determinar duas transi¢fes associadas a0 Tmz € Tm2 (indicados).

Utilizando a equacdo 111.1. foi possivel calcular os Tms da hPAHWt, na auséncia e na presenca
de L-Phe a 1 mM, os quais sdo apresentados na Tabela I1V.2.

Tabela 1V.2. Valores das temperaturas de desnaturacéo (Tm) determinadas por fluorimetria diferencial de varrimento (DSF),
na auséncia e na presenca de 1 mM L-Phe.

Tm1 (°C) Tm2 (°C)
hPAHwt 422114 54,2 +£0,7
hPAHwt (L-Phe 1 mM) 50,6 £0,3 58,2+£0,2

Os valores obtidos encontram-se dentro dos valores descritos na literatura. Como esperado, na
presenca de L-Phe observou-se ndo s6 um aumento da temperatura de desnaturagdo do dominio
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catalitico (Tm2) de = 4°C, mas também um aumento de = 8°C no Tmi, 0 que tem sido associado a
ligacéo do substrato ao dominio N-terminal regulador.

2.1.3. Protedlise limitada

Nos ensaios de protedlise limitada é analisado o efeito da hidrélise controlada das ligacdes
peptidicas por uma protease com uma acdo pouco especifica (ex: tripsina). Estes ensaios podem ser
usados com sucesso para analisar as caracteristicas conformacionais das proteinas. Assim, uma
proteina que apresente uma conformagdo mais “aberta” ou cuja cadeia polipeptidica apresente maior
flexibilidade serd mais susceptivel a protedlise. Na Figura IV.5. é apresentado o perfil de degradacao
da hPAHwt pela tripsina na auséncia e na presenca do substrato L-Phe.
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Figura IV.5. Perfil da protedlise limitada da hPAHwt pela tripsina, na presenga de tampdo (e) e na presenca de 1 mM de L-
Phe (o).

Pensa-se que a ligacdo da L-Phe a hPAHwt ird desencadear alteracBes conformacionais
reversiveis no dominio regulador que sdo transmitidas globalmente (dimero e tetramero) através de
varias regibes flexiveis da proteina, resultando numa estrutura mais aberta. Essa alteragdo
conformacional resulta numa maior suscetibilidade a prote6lise limitada pela tripsina, como pode ser
observado na Figura IV.5, e que resulta num aumento da constante de proteolise (k) e uma diminuigéo
de semi-vida (t1/2) (Tabela IV.3.).

Tabela 1V.3. Pardmetros indicativos da suscetibilidade da hPAHwt a ac8o da tripsina na auséncia e na presenca de 1 mM L-
Phe.

k (min™) tu2 (Min)
hPAHwt 0,11 +0,018 6,167
hPAHwWt (L-Phe 1 mM) 0,21 + 0,053 3,257

Nota: Os valores de k e t¥2 foram obtidos por aplicagdo da Equagéo I11.2 aos perfis de proteolise mostrados na Figura IV.5.
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2.2.  Efeito dos compostos derivados de 3HQs

Com base no conhecimento da estrutura da hPAHwt postulamos que os derivados 3-HQs
poderiam ser um modelo Gtil para o desenho de novos moduladores da atividade e/ou estabilidade
desta proteina. Na realidade as 3-hidroxiquinolinas possuem um conjunto Unico de propriedades que
séo ideais para desenvolver moduladores da hPAHwt, nomeadamente: (i) poderem complexar centros
metélicos, através dos grupos alcool (-OH) e ceto (=0) nas posicGes 3 e 2 da quinolina, respetivamente
e; (ii) serem um bioisostero da glicina, ou seja apresenta um grupo de &tomos com 0 mesmo nimero e
disposicdo de eletrdes que conferem propriedades fisicas/quimicas e bioldgicas semelhantes a glicina
(Figura I1V.6.). Como referido anteriormente, a hPAHwt é uma enzima dependente do ferro e apresenta
um atomo de ferro no dominio catalitico sendo por isso suscetivel de ser quelatado pelos derivados 3-

HQs.
A B OH
OH . ) ‘
N o~ T~
H

Glicina

3-hidroxi-2-quinolin-2-onas

Figura 1V.6. Racional para a utiliza¢do de derivados de 3-hidroxi-2-quinolin-onas (3-HQs) como moduladores da hPAHwt.
Em A ¢é apresentado o mecanismo de coordenagdo do nlcleo 3-HQ com ides metalicos (M) como o Fe(ll) ou Co(ll). Em B é
mostrado o bioisosterismo entre a glicina e parte da estrutura da 3-HQ.

Assim, e tendo em conta que 0s ensaios realizados (atividade enzimatica, ativacdo pelo
substrato, temperaturas de desnaturacdo térmica e protedlise limitada) demonstraram que a proteina
produzida e purificada pelo sistema adotado no laboratério permite obter uma proteina funcional,
procedemos ao estudo de 22 compostos, derivados da 3-HQs, produzidos pelo grupo de Quimica Bio-
organica do iMed.ULishoa (Tabela IV.4.). Postulamos que a possibilidade de quelatar o Fe presente no
centro ativo pelo nicleo de 3-HQ pode aumentar a estabilidade da hPAHwt, evitando o misfolding, a
agregacao e a degradacdo proteolitica.

Tabela IV.4. Estrutura e massa molecular dos vinte e dois compostos derivados das 3-hidroxiquinolin-2-onas (3-HQS) em
estudo.

Composto Estrutura Massa Molecular

o M2

C1 Faco&o” 342,26
N™~0

h
H

Ph O

OEt
Oy NH

C2 Fico - T on 464,39

X

N7~0
H
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C3

356,29

C4

364,06

C5

366,36

Cé

360,24

Cc7

378,08

C8

349,26

C9

345,27

C10

393,31

Cl1

421,36

Ci12

384,42

C13

470,51

Ci14

392,32




rPh
O N
C15 Fgco&w 392,32
N (0]
N
o,
C16 oo~ on 436,33
MeOJ\/\‘/U\OMe
(o} NH
C17 j\ on 446,03
hll 0
OMe
[e] NH
C18 & 416,34
OPQ'\‘(L:T\OH
C19 554,52
o K’\ﬁkoa
C20 . & 398,39
c21 CEV\I 380,40
C22 7@& 414,84

Nota: o nucleo central 3-hidroxiquinolin-2-ona encontra-se representado a azul.

Uma vez que a L-Phe € o substrato da hPAHwt, algumas moléculas foram desenhadas para
incorporar o radical fenil (Ph) na posicdo 4 do nucleo 3-HQs (Figura 1V.6.), nomeadamente 0s
compostos C2, C4, C7 a C16 e C19 a C22. Quatro dos 22 compostos sintetizados apresentam um
radical benzilo (Bn) na posi¢do 1, nomeadamente os compostos C5, C12, C13 e C19. Em dezoito
compostos foram introduzidos grupos adicionais na posi¢do 6 nomeadamente um atomo de Cl (C22),
um atomo de F (C20) e o grupo trifluorometoxi (FsCO; Cla C4, C6a Cll e C14 a C19).
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2.2.1. Atividade enziméatica

O efeito deste conjunto de compostos sobre a atividade enzimatica da hPAHwt, foi
determinado através da utilizacdo de trés condi¢es experimentais (Figura 111.2.). A primeira condi¢ao
do ensaio foi realizada adicionando o substrato L-Phe e o composto simultaneamente, quando se da o
inicio da reacdo, para evitar o efeito de pré-ativacdo (Nao Ativado). A segunda condi¢do envolveu a
pré-incubacdo da enzima com os compostos (sem L-Phe), para estabelecer a sua capacidade de pré-
ativar a enzima, mimetizando a pré-ativacdo pelo substrato (Pré-Ativacdo pelo Composto). A terceira
e Ultima condicdo do ensaio envolveu a pré-incubacgdo da enzima com o substrato L-Phe e 0 composto
(Pré-Ativacao pelo Composto e Substrato), para avaliar a competicdo entre os dois. De salientar que a
BH, utilizada foi preparada em &cido ascorbico a 5 mM, uma vez que o DTT utilizado habitualmente
poderia alterar os compostos em estudo.

Na Figura IV.7. sdo apresentados os valores de atividade enzimatica especifica da hPAHwt na
condi¢do “Nao Ativado” na auséncia (controlo; 1% DMSQ) e presenca dos derivados 3-HQs na
concentracdo final de 100 puM.

1000 7

500 7

(nmol Tyr.min

Atividade Enzim atica Especifica

Figura 1V.7. Efeito dos derivados 3-HQs na atividade biologica da hPAHwt na condi¢do “Nao Ativado”. Os dados sdo
apresentados como média = SD. A linha indica o valor obtido para o ensaio controlo (DMSO a 1%). Os compostos foram
testados numa concentracdo de 100 uM.

Uma vez que na condicdo de “Nao Ativado” substrato e composto sdo adicionados em
simultaneo no inicio da reacgdo, de todos os compostos analisados, apenas o C2 foi capaz de aumentar
a atividade da enzima hPAHwt. Todos os outros compostos testados levaram a uma diminuicdo da
atividade enzimatica o que parece indicar um potencial efeito inibidor. No entanto, dentro deste efeito
inibidor nem todos parecem mostrar a mesma poténcia. Os compostos C1 e C12 a C20 apresentam
menos de 50% de inibigdo (por exemplo C1, 49% de inibi¢do e C14, 17% de inibicéo).

No entanto, quando a proteina é pré-incubada com o composto a resposta é diferente (Figura
IV.8.). Nesta situacdo todos os compostos demonstram ter um efeito inibidor da atividade da hPAHwt,
mesmo o C2, que quando adicionado no inicio da reacdo apresentava uma ligeira capacidade para
aumentar a atividade da hPAHwt (Figura IV.7.).
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Figura 1V.8. Efeito dos derivados 3-HQs na atividade biologica da hPAHwt na condigao “Pré-Ativacdo pelo Composto”. Os
dados sdo apresentados como média + SD. As linhas indicam os limites de 25, 50 e 75% da atividade em rela¢&o ao valor
obtido para o ensaio controlo onde foi utilizado DMSO a 1% como composto (m). Os compostos foram testados numa

concentracdo de 100 uM.

Os valores de atividades residuais obtidas foram de: menos de 25% para 0s compostos Cl1,
C3, C8, C9, C15 e C20; entre 25 e 50% para os compostos C4, C5, C7, C10, C11, C16, C19, C21 e
C22; entre 50 e 75% para os compostos C2, C6, C13, C14, C17 e C18. Apenas para o C12 foi obtido
um valor de atividade residual acima dos 75%.

Na Figura 1V.9. ¢ apresentada uma analise comparativa entre a condigdo “Pré-Ativacdo pelo
Composto” e a condi¢do “Nao Ativado”.
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Figura IV.9. Efeito dos derivados 3-HQs na atividade bioldgica da hPAHwt nas condi¢des “Nao Ativado” (m) e “Pré-
Ativagdo pelo Composto” (m). Os dados sdo apresentados como média + SD. O significado estatistico é dado por *P<0,1;
**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 (n=3), para a ativacao relativa entre as condi¢des “Pré-Ativagdo pelo Composto” e
“Néao Ativado”. Os compostos foram testados numa concentragdo de 100 pM.

44



Apenas cinco dos 22 compostos mostram capacidade de ativar a enzima na auséncia de pré-
ativacdo pelo substrato, nomeadamente os compostos C4 (1,74 vezes), C6 (1,58 vezes), C7 (1,23
vezes), C12 (1,59 vezes) e C17 (1,15 vezes). Se tivermos em conta que a atividade da hPAHwt na
auséncia de composto e na condigdo de “Nao-Ativado (Figura I1V.7.; DMSO) é de 1504 nmol Tyr.min®
! mg™, o composto C12 permitiu atingir um valor de atividade enzimatica de 1264 nmol Tyr.min™.mg"
! (84%).

Na Figura 1V.10. é apresentada uma analise comparativa entre as condigdes ‘“Pré-Ativacao
pelo Composto” e “Pré-Ativagdo pelo Composto e Substrato”. Podemos assim observar que a hPAHwt
quando pré-incubada pelo composto e substrato apresenta um aumento da atividade enzimatica
relativo a pré-incubagdo apenas com composto para os derivados 3-HQs C6 (1,5 vezes), C14 (1,7
vezes), C16 (2,0 vezes) e C17 (1,5 vezes). Estes resultados indicam que na presenca destes compostos
a hPAHwt consegue ainda responder a pré-ativacdo pelo seu substrato natural.
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Figura 1V.10. Efeito dos derivados 3-HQs na atividade biologica da hPAHwt nas condi¢des “Pré-Ativacdo pelo Composto”
(m) e “Pré-Ativagédo pelo Composto e Substrato” (m). Os dados sdo apresentados como média + SD. O significado estatistico
¢ dado por *P<0,1; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 (n=3), para a ativacdo relativa entre a condi¢do “Pré-Ativagao
pelo Composto” e a condigdo “Pré-Ativacdo pelo Composto e Substrato”. Os compostos foram testados numa concentra¢do
de 100 puM.
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2.2.2. Perfil de estabilidade térmica

Como referido anteriormente, a enzima hPAHwt apresenta um mecanismo de unfolding com
duas transigdes de desnaturagdo associadas ao unfolding do dominio regulador e do dominio catalitico.
A Figura IV.11. exemplifica o perfil de desnaturacao térmica obtido para a hPAHwt na presenca de L-
Phe (efeito estabilizador, assim como o de dois compostos com efeitos diferentes nomeadamente um
derivado 3-HQ que destabiliza os dois dominios (C11) e um que estabiliza os dois dominios (C20).
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Figura 1V.11. Perfil de estabilidade térmica da proteina recombinante hPAHwt obtido por fluorimetria diferencial de
varrimento (DSF). Os perfis apresentados representam a hPAHwt na presenca de DMSO 1% (o), na presenca de L-Phe a 1
mM (o), na presenca do composto C11 (o) e na presenca do composto C20 (o).

Na Figura 1V.12. sdo apresentados os valores hPAHwt de Tm1 € Tmz Obtidos na presenca dos
derivados 3-HQs estudados. Os dados obtidos indicam que o composto C2 liga-se ao dominio
regulador o que leva a um aumento de 8,3°C do Tmi. Da mesma forma, o composto C6 e o C13
aumentam o Tm1 em 4,0°C e 8,5°C, respetivamente. O composto C20 é um bom estabilizador da
hPAHwWt, tendo em conta a sua capacidade de aumentar 0 Tm1 em 2,6°C e 0 Tmz em 4,2°C. Para o
composto C21 observou-se uma destabilizacdo do dominio regulador com uma diminuicdo de 3,9°C
do Tm1, mas este mostrou um efeito estabilizador do dominio catalitico com um aumento de 2,4°C do
T

Os compostos C10, C11, C19 e C22 sdo fortes destabilizadores da hPAH. Todos estes
compostos diminuem os valores dos Tms do dominio regulador (Tmi) e catalitico (Tmz) da enzima,
nomeadamente: C10, T -3,4°C e Tm2 -9,6°C; C11, Ti1 -10,4°C e T -18,0°C; C19, Try -5,6°C € Tz -
10,8°C; C22, Tm1 -7,8°C & T2 -10,5°C.
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Figura 1V.12. Valores das temperaturas de desnaturagdo térmica do dominio regulador (Tm1) e dominio catalitico (Tm2) da
hPAHwt na presenca dos compostos em estudo. Os dados sdo apresentados como média + SD. O significado estatistico é
dado por *P<0,1; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 (n=3). Os compostos foram testados numa concentracdo de 100
puM. O ensaio realizado na presenca de 1% de DMSO foi considerado o ensaio controlo (Tm1 43,4°C e Tmz2 53,5°C).
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2.2.3. Protedlise limitada

Como referido anteriormente a determinacdo do perfil de protedlise limitada permite conhecer
as caracteristicas conformacionais das proteinas. Das curvas obtidas é possivel obter dois parametros
importantes nomeadamente a constante de protedlise (k) e o tempo de semi-vida (t12). A Figura V.13
exemplifica o perfil de protedlise obtido para trés dos 22 compostos em estudo, nomeadamente o C6
(mais resistente), C9 (semelhante ao controlo) e C21 (menos resistente).
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0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 1V.13. Perfil de protedlise limitada da hPAHwt pela tripsina, na presenga de DMSO 1% (), C6 (), C9 (e) e C21
(). Os compostos foram testados numa concentragdo de 100 uM.

Pela analise da Figura 1V.14., onde sdo apresentados os valores de tempo de semi-vida (t12)
obtidos, é possivel concluir que os compostos C6, C12, C14, C15, C16, C17, C18 e C20 aumentam o
tempo de semi-vida da hPAHwt. Os compostos C10, C11, C19, C21 e C22 diminuem o tempo de
semi-vida da enzima. Enquanto os compostos C2, C4, C8 e C9 ndo levam a grandes alteracbes no
tempo de semi-vida da hPAHwt.
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Figura IV.14. Valores de tempo de semi-vida (ti2) obtidos por protedlise limitada pela tripsina na auséncia e presenga dos
derivados 3-HQs em estudo (100 puM). O ensaio realizado na presenca de 1% de DMSO foi considerado o ensaio controlo
(tw2 9,49 min).

No entanto, o aumento da resisténcia a protetlise s6 tem significado se o efeito observado ndo
for resultado da inibicdo da tripsina pelos compostos em estudo. Assim, para validar os resultados
apresentados na Figura I1V.14. ou seja, para confirmar que a alteracdo da suscetibilidade da hPAHwWt a
protedlise pela tripsina na presenca dos compostos, era devido ao efeito estabilizador e/ou protetor da
enzima pelo composto e ndo pela sua acdo de inibicdo da protease, avaliou-se a capacidade destes
compostos de inibir a tripsina.

A Figura 1V.15. exemplifica o aumento da intensidade de fluorescéncia (Aext 360 NM; Aem 460
nm) ao longo de tempo obtido na auséncia de compostos (DMSO 1%; controlo) e na presenca de
compostos que apresentam varios graus de inibicdo da tripsina, nomeadamente o C6 (moderadamente
inibidor), C9 (ndo inibidor), C10 (fortemente inibidor) e C18 (moderadamente inibidor). A tripsina ao
hidrolisar a ligacdo peptidica que envolve a Arg (a C-terminal) do substrato utilizado na reagdo
enzimatica (N-CBZ-Gly-Gly-Arg-AMC) ira libertar 7-amino-4-metil-cumarina (AMC) que é detetado
aos A referidos.

49



120007

10000 .

8000 .

6000 . °®

4000 ] o *

(unidades arbitrarias)

2000

Intensidade de Fluorescéncia

Tempo (min)

Figura 1V.15. Atividade da tripsina monitorizada pelo aumento da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo por
libertagcdo de 7-amino-4-metil-cumarina (AMC) ap6s hidrélise do substrato N-CBZ-Gly-Gly-Arg-AMC. DMSO 1% (e),
composto C6 (e), composto C9 (e), composto C10 (=) e composto C18 ().

A Figura 1V.16. mostra a atividade relativa da tripsina na presenca dos compostos, onde se
considera como 100% o valor obtido no controlo positivo (1% DMSO e auséncia de composto). Os
compostos C10, C11 e C19 sdo os que mais inibem a tripsina, uma vez que esta apresenta uma
atividade inferior a 25% do controlo. Na presenga dos compostos C4, C7, C8, C12, C13, C14, C15,
C18 e C21 a tripsina apresenta uma atividade de 26-50% do controlo, enquanto na presenga de C2,
C6, C17, C20 e C22 esta retém 50-75% de atividade na presenca de DMSO a 1%. Os compostos C9 e
C16 ndo afetam a atividade da tripsina (100% de atividade residual).

100 7

: /

1 e
% ] o / % g 7 5 0%
ERAN 1N
nEN = IR

Q

Figura 1V.16. Atividade relativa da tripsina na presenca dos derivados 3-HQs a 100 puM. A atividade na auséncia de
compostos (DMSO 1%) foi considerada como sendo 100%.
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Assim, no seu conjunto os resultados obtidos indicam que os compostos C10, C11, C19, C21
e C22 aumentam a flexibilidade conformacional da hPAHwt e/ou conferem uma conformacgdo mais
aberta, um efeito semelhante ao obtido na presenca de L-Phe. Dos compostos que aumentam 0 ti
(maior resisténcia a protedlise) apenas o composto C16 podera induzir uma diminuicdo da
flexibilidade conformacional e/ou induzir uma conformacédo mais fechada. Os compostos C2, C4, C8 e
C9 ndo alteram a estrutura terciaria da proteina ou a sua flexibilidade. Para os compostos C6, C12,
C14, C15, C17 e C18 e C20 ndo é possivel retirar informagdo com o ensaio efetuado, uma vez que
inibem a atividade da tripsina.

2.2.4. Ensaios de citotoxicidade

No desenvolvimento de novas moléculas com fins terapéuticos a avaliagdo da sua
biocompatibilidade é um aspeto fundamental. Embora a determinacgdo precisa da toxicidade de um
composto sO possa ser determinada in vivo, existe uma variedade de ensaios toxicol6gicos que podem
(e devem) ser realizados em linhas celulares adequadas e que permitem obter informac6es muito Uteis
e que sdo amplamente aceites como primeiros indicadores. Assim, a avaliacdo da biocompatibilidade
dos compostos em estudo, foi realizada por meio de dois ensaios diferentes, isto é, a atividade
metabdlica (Alamar Blue) e a integridade da membrana celular através do teste de iodeto de propidio.

O ensaio com o Alamar Blue fornece uma avaliacdo da atividade metabdlica celular apés a
exposicdo aos compostos. Este ensaio avalia a capacidade das células em reduzir a forma oxidada do
Alamar Blue (resazurina) em sais de resofurina, uma acdo que € dependente do metabolismo
mitocondrial. Portanto, a producao de resofurina reflete o estado funcional da cadeia respiratéria. Uma
reducdo da atividade metabdlica celular geralmente é fortemente indicativa da presenca de danos
celulares.

Como mostra a Figura IV.17., apenas os compostos C4, C12 e C22 a 100 uM mostraram
alguma toxicidade, uma vez que na presenca destes derivados 3-HQ a viabilidade celular situou-se
abaixo dos 50%. O composto C14 a 50 UM mostrou uma viabilidade celular acima dos 85%, assim
como o composto C6 para ambas as concentragdes testadas.
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Figura 1V.17. Percentagem de reducdo de Alamar Blue na presenca dos derivados 3-HQs nas concentragdes de 50 pM (m) e
100 pM (=) para monitorizacdo da citotoxicidade. O valor obtido na presenca de meio de cultura (controlo negativo) foi
considerado 100%. O SDS foi utilizado como controlo positivo (efeito citotoxico).
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O ensaio com o iodeto de propidio (PI) fornece uma avaliacdo da integridade da membrana
celular apés a exposi¢do aos compostos. Este ensaio avalia a ligacdo do Pl ao DNA celular, que s6 se
verifica caso haja comprometimento da membrana celular, uma vez que este ndo tem capacidade de
atravessar membranas citoplasmaticas saudaveis. Assim, os valores de retencdo de iodeto de propidio
no controlo positivo sdo elevados, uma vez que estas células ndo eram viaveis, com uma absorcao
favoravel da membrana celular danificada (SDS 1 mg/mL). Por outro lado, no controlo negativo, as
celulas sé foram incubadas com meio fresco sendo viaveis, com membranas celulares intactas e
consequentemente apresentam valores baixos de absor¢do de iodeto de propidio.

A Figura IV.18. mostra que as membranas celulares que estdo em contacto com praticamente
todos os compostos também estdo intactas, uma vez que os valores do ensaio com iodeto de propidio
sdo aproximadamente iguais ao controlo negativo, concluindo que ndao ha disrupcdo das membranas
celulares. Apenas os compostos C8, C10 e C11 em ambas as concentracdes testadas e 0 composto
C20 a 50 uM mostram uma absorcao de iodeto de propidio acima controlo negativo (células incubadas
apenas em meio de cultura).
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Figura 1V.18. Taxa de retencéo de iodeto de propidio (PI) na presenga dos derivados 3-HQs nas concentracdes de 50 uM (m)
e 100 uM (=) para monitorizagdo da citotoxicidade. O valor obtido na presenga de meio de cultura (controlo negativo) foi
considerado 1. O SDS foi utilizado como controlo positivo (efeito citotdxico).
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2.2.5. Ensaios de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica

A espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica (EPR) foi utilizada para identificar
0s compostos que se poderdo ligar diretamente ao centro férrico da hPAHwt. No seu estado nativo, a
PAH humana apresenta um espectro de EPR com um sinal caracteristico centrado a g = 4,3 atribuido
ao centro mononuclear férrico de high-spin (Figura 1V.19.). Este sinal pode assim ser utilizado para
identificar ligandos adicionais ou moléculas que interajam com o ferro que causem alteracbes no
espectro.
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Figura 1V.19. Espectro de EPR da hPAHwt, na presenca dos derivados 3-HQs C1, C2, C5 e C17 (100 uM). O DMSO a 1%
foi utilizado controlo.

Dos compostos testados, observaram-se diferentes alteraces no espectro da PAH humana
(Figura 1V.19.), nomeadamente: o composto C17 originou uma banda adicional de baixa intensidade a
g ~7; o composto C2 resultou num aumento significativo da intensidade do sinal a g = 4,3; 0 composto
C5 resultou numa diminuicdo da intensidade do mesmo sinal; e o composto C1 resultou num
estreitamento da banda centrada a g = 4,3. Apesar de subtis, estas perturbacdes do espectro de EPR da
hPAHwt indicam a possibilidade de uma interacgao direta entre 0s compostos e o centro mononuclear
de ferro. Estdo em curso experiéncias adicionais com outros compostos e os controlos apropriados
com solugdes de cloreto de Ferro(l11) incubadas com os mesmos.
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3. Optimizacdo de um método para determinacdo da atividade da
hPAHwt por fluorescéncia

O método utilizado no laboratério, para a quantificagdo do produto formado na reacdo
enzimatica, baseia-se num método por HPLC com detecdo fluorimétrica para a separacdo e
identificacdo da L-Tyr formada na reagcdo enzimatica. Este método € reprodutivel e apresenta a
sensibilidade adequada. No entanto, € um método moroso pouco adequado a fase de rastreio de um
elevado nimero de compostos. Assim, neste trabalho procedeu-se ainda a adaptacdo e otimizacéo de
um método fluorimétrico, descrito por Gersting e colaboradores ", para determinacéo da atividade
da hPAHwt por monitorizacdo da intensidade de fluorescéncia natural da L-Tyr (Aexc 274 nM; Aem 304
nm) no leitor de placas de 96 pogos FLUOstar OMEGA, equipado com um sistema de injecéo e filtros
de 260 nm (Lexc) € 310 Nm (Aem).

Para a quantificacdo da producdo de L-Tyr, foi efetuada uma curva de calibracdo constituida
por L-Tyr (0 — 100 uM) e L-Phe (LmM) em NaHepes 100 mM, pH 7,0, catalase a 1 mg/mL e sulfato
amonio ferroso (10 uM). Os ensaios foram efetuados em triplicado. Na Figura 1V.20. é apresentada a
curva de calibracdo obtida.
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Figura 1V.20. Curva de calibracdo da L-Tyr, obtida por leitura da sua intensidade de fluorescéncia natural no leitor de placas
de 96 pogos FLUOstar OMEGA, equipado com um sistema de injecéo e filtros de 260 nm (Aexc) e 310 nm (Aem). Ver texto
para detalhes.

Como pode ser observado pela analise da Figura 1V.20., na gama de concentragdes de L-Tyr
testada (0,5 a 100 uM) o coeficiente de correlagdo obtido, pela anélise de regresséo linear, foi de
0,9880. Os desvios padroes mais elevados foram obtidos para as concentragdes mais baixas de L-Tyr,
(0,5; 1; 2,5 e 5 uM) e para a concentragdo mais elevada (100 uM).

Para as medigdes de atividade enzimatica, os ensaios foram realizados sem pré-incubagédo da
hPAHwt (0,025 mg/mL) com o substrato e apds pré-ativagdo com 1 mM de L-Phe. Foi utilizado
sulfato de amoénio ferroso 10 UM e a reagdo foi iniciada pela adigdo de BH4 a 75 pM, estabilizado em
DTT 5 mM. Para as medi¢des de atividade enzimatica sem pré-incubacdo com a L-Phe, a reacéo foi
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iniciada por injecdo simultanea de L-Phe a 1 mM e BH4 a 75 pM. Utilizando a curva de calibracdo
apresentada na Figura 1V.20. a quantidade de L-Tyr formada ao longo do tempo por mg de hPAHwt
utilizada encontra-se representada na Figura IV.21. para as condi¢fes de proteina ndo ativada e
proteina pré-ativada.
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Figura 1V.21. Medigdo em continuo da atividade da hPAHwt sem (m) e com (e) pré-ativacdo pelo substrato L-Phe (1 mM)
através da monitorizagéo do aumento na intensidade de fluorescéncia do meio reacional pela produgdo de L-Tyr.

Tendo em conta os resultados apresentados € possivel observar que nos primeiros segundos ha
um burst na producdo de L-Tyr. Se tivermos em conta o valor da primeira leitura a atividade
enzimatica especifica determinada para as condicdes de “sem pré-ativa¢do” e “com pré-ativa¢do” é de
3685 nmol Tyr.min.mg™ e 5591 nmol Tyr.min>.mg?, respetivamente. O valor obtido para o ensaio
com pré-ativacao pelo substrato é ligeiramente superior ao que é calculado quando a L-Tyr formada é
quantificada por HPLC (4430 nmol Tyr.min.mg*; Tabela IV.1.). Este resultado pode dever-se a
capacidade que este método apresenta para detetar a L-Tyr formada nos instantes iniciais da reacdo, ao
contrario do método de end-point do HPLC (1 min de reacéo).
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V. Conclusoes e Perspetivas Futuras

Os grupos de Metabolismos e Genética e Quimica Bio-organica do iMed.ULisboa da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, tém estado envolvidos no desenho e sintese de
pequenas moléculas ativadoras e/ou estabilizadoras da hPAHwt que possam vir a ser utilizadas no
tratamento da PKU como ativadores enzimaticos e/ou chaperones farmacol6gicos. Na realidade tendo
como base os iminoboronatos foi ja possivel obter moléculas com capacidade de ativacdo daquela
enzima. (19

O trabalho desenvolvido nesta Tese teve como objetivo aplicar a metodologia desenvolvida a
uma nova classe de moléculas sintetizadas pelo grupo de Quimica Bio-organica. Os compostos foram
desenhados para interagir especificamente com a hPAHwt, usando como bloco de construcdo a 3-
hidroxiquinolin-2(1H)-ona. O nucleo 3-HQ foi selecionado pela sua capacidade de coordenador o
ferro proteico e porque a sua estrutura é um bioiséstero de aminoacidos.

Dos 22 compostos, identificamos com sucesso dois conjuntos de derivados 3-HQs que
parecem atuar segundo mecanismos diferentes. Um primeiro grupo de compostos apresentou como
caracteristica comum a capacidade de estabilizar o dominio regulador da hPAHwt (C2 / C6 / C13/
C20; aumento do Tm: de 8,30°C / 3,96°C / 7,76°C / 2,60°C, respetivamente) ou 0 dominio catalitico
(C20 / C21; aumento do Tm de 4,21°C / 2,20°C, respetivamente), e que por isso poderdo vir a ser
classificados como “chaperones farmacologicos”. Um segundo grupo de compostos que, pela sua
capacidade de pré-ativar a hPAHwWt (C4 / C6 / C12; 1,7 / 1,6 / 1,6 vezes, respetivamente) ou por
permitir a ativacdo pela L-Phe (C5 / C6 / C14 / C16, aumento de 3,2 / 1,5/ 1,7 / 2,0 vezes,
respetivamente) poderdo vir a ser classificados como “chaperones de atividade”. De entre os derivados
sintetizados é de realcar o C6, uma vez que foi identificado nos dois grupos acima mencionados.

Os ensaios efetuados indicam que o efeito estabilizador e/ou ativador ndo parece estar
associado a presenca do grupo —Ph no nicleo 3-HQ. No entanto, a estrutura presente na posicao 4 de
C21 e C22 (com auséncia de grupo na posi¢do 1) parece de algum modo estar associada ao efeito
estabilizador do dominio catalitico da hPAHwt. Se tivermos em conta 0s ensaios de citotoxicidade
efetuados os resultados obtidos indicam que os compostos C2, C5, C6, C13, C14, C16, C20 e C21
apresentam estruturas hit que poderdo ser posteriormente refinadas para melhorar as suas
caracteristicas. Estudos de docking molecular dos compostos hit irdo permitir racionalizar o efeito
bioguimico/biofisico observado e refinar/redesenhar a estrutura das moléculas. Adicionalmente, estas
moléculas foram ja enviadas para o Grupo do Professor Wyatt Yue (Protein Science and Structural
Biology Group, Universidade Oxford) o qual ird proceder a ensaios de cristalizacdo da hPAHwt na
presenca daqueles compostos, o que também nos ira permitir definir o local de ligagcdo e 0 mecanismo
de acao.

Neste trabalho foram dados também os primeiros passos para a utilizagdo de um método
fluorimétrico para a determinagdo da atividade da hPAH em placas de 96 pogos. Embora, seja ainda
necessario efetuar mais ensaios para padronizar 0 método, os resultados obtidos até a data permitem
antever a sua aplicacdo a ensaios de rastreio de biblioteca de moléculas a serem futuramente
sintetizadas.
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E de realcar que uma vez identificados os compostos lead, estes deverdo ser avaliados em
formas de hPAH mutantes clinicamente relevantes. Ap6s avaliagcdo da citotoxicidade as moléculas
selecionadas serdo estudadas em células eucariotas transfetadas. O projeto contribuird para o desenho
de uma nova geracio de Medicamentos Orfdos para tratamento da PKU. Uma vez que a hPAHwt
partilha varias caracteristicas estruturais e funcionais com os outros membros das AAAHS,
nomeadamente a TYH e TH, esta aproximacdo apresenta um elevado potencial de aplicacdo ao
tratamento de doencas neuroldgicas comuns.
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VII. Anexos

pTrcHis

A,B,C
4.4 kb

Sph 1

Comments for pTrcHis B:
4404 nucleotides

frc promoter: bases 191-221

lac operator: bases 228-248

rmB anti-termination sequences: bases 264-333

T7 gene 10 translational enhancer: bases 346-354
Ribosome binding site: bases 370-374

Mini-cistron: bases 383-409

Polyhistidine and enterokinase cleavage site: bases 425-504
Xpress™ epitope: bases 482-505

Multiple cloning site: bases 515-554

rmB transcriptional termination sequence: bases 637-794
Ampicillin resistance ORF: bases 1074-1934

pBR322 ongin: bases 2079-2752

lac P ORF: bases 3281-4365

Figura VI1.1. Vetor de expressdo utilizado para a producdo da hPAHwit.
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Tabela VI1.1. Curva de calibracéo utilizada na quantificacdo proteica pelo método de Bradford.

[BSA] (ng/mL) ADbSs950m ADbSs950m média

0,083
1 0,100 0,101
0,100

0,174
2 0,162 0,173
0,183

0,270
4 0,280 0,276
0,277

0,415
8 0,404 0,412
0,418

0,522
10 0,524 0,515
0,498

Curva de Calibracao Bradford
0,600
0,500

oo e
................... o

0,300 [ r2=0,9856

Absorvancia

0200 g
e

0,100 F 4
0,000

[BSA] (ug/mL)

Figura VI1.2. Curva de calibragdo utilizada na quantificagdo proteica pelo método de Bradford utilizando como padrdes
albumina de soro bovino (BSA).
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Tabela VII.2. (a) Ensaio enzimético realizado em condigdes padrdo (75 uM BH4 e 25°C), (b) Atividade enziméatica
determinada com pré-incubago com L-Phe e Composto (100 uM L-Phe e 100 uM Composto, 6 minutos) nas mesmas
condigBes padréo, (c) Atividade enzimatica determinada com pré-ativacdo pelo composto nas mesmas condicdes padréo (100
UM Composto, 6 minutos); os valores apresentados representam o valor médio + desvio padrdo. Todos os ensaios foram
efetuados em triplicado.

Atividade enzimatica Atividade enziméatica com Pré- Atividade enziméatica com Pré-
sem Pré-ativacdo @ ativacio pela L-Phe e Composto ® ativac&o pelo Composto ©
(nmol Tyr min™* mg™) (nmol Tyr min™ mg™) (nmol Tyr min* mg™)

DMSO 1% 1504 + 66 2590 + 130 1620 + 67
Composto 1 765 + 46 587 + 16 332+16
Composto 2 1680 + 62 1473 £ 70 1118+ 72
Composto 3 636 + 70 461 £ 19 184 + 20
Composto 4 403 £ 15 815+ 23 703+ 18
Composto 5 617 £ 12 1563 + 92 481 + 33
Composto 6 621 + 25 1466 + 81 983 + 136
Composto 7 606 + 259 9135 746 + 44
Composto 8 471 £ 62 382 +41 135+ 27
Composto 9 603 + 23 521 + 14 233+ 12
Composto 10 721+ 92 711+ 20 431 £ 29
Composto 11 485 + 40 781 + 47 4307
Composto 12 793 £ 221 678 + 137 1262 + 297
Composto 13 1060 £ 19 1259 + 106 980 + 115
Composto 14 1251 + 87 2026 £ 101 1198 £ 55
Composto 15 881 + 40 627 + 134 344 + 27
Composto 16 1198 £ 82 1455 + 86 736 + 60
Composto 17 875 + 45 1470 £ 75 1013 £ 32
Composto 18 1017 £ 96 1345+ 131 9295
Composto 19 1072 + 565 796 + 191 592 + 53
Composto 20 850 + 419 1237 + 104 361 + 213
Composto 21 728 + 49 754 + 40 417 + 18
Composto 22 374 + 397 1006 + 143 735+ 218
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Tabela VI1.3. Valores da temperatura de desnaturagdo (Tm) para a proteina recombinante hPAHwt, a proteina hPAHwt na
presenca de DMSO a 1% como controlo para os ensaios com os Compostos a 100 uM; os valores apresentados representam o
valor médio + desvio padréo. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Estabilidade Térmica (°C)

Tm Tm2

DMSO 43,4 +£0,7 53,5+0/4
Composto 1 445+0,8 53,3+0,3
Composto 2 51,7+0,4 53,6 £ 0,2
Composto 3 45,19 53,2+0,8
Composto 4
Composto 5 446+04 53,5+0,1
Composto 6 47,3+£0,1 53,6 £ 0,2
Composto 7
Composto 8 442 +£0,1 53,8 +0,1
Composto 9 446 £0,2 53,7+0,2
Composto 10 40,0+£1,0 439+t14
Composto 11 33,0+£0,3 35,5+0,1
Composto 12 448 £0,3 53,5+0,1
Composto 13 519+11 52,6 +1,3
Composto 14 43,3+£0,1 52,3+0,3
Composto 15 43,3+£0,1 53,7+0,0
Composto 16 438+0,1 53,1+0,0
Composto 17 435+0,1 53,0+0,0
Composto 18 431+05 53,4+0,2
Composto 19 378+19 427 +0,3
Composto 20 46,0 £0,2 57,7+0,2
Composto 21 395+1,0 55,9+0,2
Composto 22 35,6 £0,2 43,0+0,4
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Tabela VII1.4. Valores da constante de protedlise (k) obtidos por digestdo controlada da hPAHwt pela tripsina (protedlise
limitada).

k r’
Tampao 0,1124 0,9639
L-Phe 0,1066 0,8833
DMSO 1 % 0,08164 0,9736
Composto 2 0,07332 0,9450
Composto 4 0,1438 0,9020
Composto 6 0,1036 0,8552
Composto 8 0,4267 0,9529
Composto 9 0,08860 0,9453
Composto 10 0,1881 0,9568
Composto 11 0,2490 0,9740
Composto 12 0,02288 0,8784
Composto 13 0,04753 0,9220
Composto 14 0,07708 0,9076
Composto 15 0,02217 0,9491
Composto 16 0,008624 0,9846
Composto 17 0,06990 0,7448
Composto 18 0,004409 0,9752
Composto 19 0,1871 0,9047
Composto 20 0,05630 0,8918
Composto 21 0,4122 0,9776
Composto 22 0,1080 0,9869

Nota: os compostos foram testados na concentragdo final de 100 pM.
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Caracteristicas dos derivados 3-HQs sintetizados:

0O NO

F,CO OH

X

|\IJ 0
H

Composto 1 foi obtido com um rendimento de 74% como um sélido puro
cinzento;

'H NMR (300 MHz, (CD53),S0) & 12.41 (s, 1H), 10.30 (s, 1H), 7.49 — 7.30
(m, 2H), 7.14 (s, 1H), 3.60-3.45 (m, 2H), 3.07 (dd, J = 10.5, 6.0 Hz, 2H),
1.99 — 1.60 (m, 4H).

3C NMR (75 MHz, (CD3):SO) & 162.66, 158.13, 143.28, 142.59, 132.32,
121.86, 120.08, 118.71, 118.47, 117.07, 115.62, 46.24, 45.09, 25.29, 24.08.

HRMS EI*: m/z [M + H]" Calculado para C1sH14F3sN2O4" 343.0900; encontrado 343.08973.

Composto 2 foi obtido com um rendimento de 57% como um solido

%OEt puro cinzento;
'H NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 12.27 (d, J = 5.9 Hz, 1H), 11.58 (s,

F5CO OH

F5CO ‘. -OH
N"0
H

25.54, 23.97.

HRMS EI" m/z [M + H]":

1H), 9.21 (s, 1H), 7.39 — 7.07 (m, 7H), 6.86 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.63 (g,
J=6.6 Hz, 1H), 4.01 (g, J = 6.9 Hz, 2H), 3.08 — 2.92 (m, 2H), 1.08 (t, J
= 7.1 Hz, 3H).

Composto 3 foi obtido com um rendimento de 90% como um sélido puro
cinzento;

'"H NMR (300 MHz, (CD3),SO) § 12.45 (s, 1H), 10.22 (s, 1H), 7.56 — 7.27
(m, 2H), 7.07 (s, 1H), 3.85 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 3.49 (d, J = 12.1 Hz, 1H),
3.21 (br. s, 2H), 1.58 (br. s, 5H), 1.24 (br. s, 1H).

BC NMR (75 MHz, (CDs);SO) & 162.59, 157.91, 143.20, 142.54, 132.38,
121.89, 120.05, 118.97, 118.90, 117.19, 115.30, 46.92, 41.61, 26.44,

Calculado para CisH16F3N204" 357.1057; encontrado 357.10538.
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Ph Composto 4 foi obtido com um rendimento de 90% como um s6lido puro
O._-NH cinzento;
'H NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 12.49 (s, 1H), 10.59 (s, 1H), 7.74 (d, ] =

FaCO SO 76 Hz, 2H), 7.47 — 7.29 (m, 5H), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H);
NS0 B3C NMR (75 MHz, (CDs),S0) & 162.47, 158.28, 143.93, 143.31, 138.82,
R 132.05, 128.92, 123.97, 121.87, 120.06, 119.72, 119.49, 119.14, 117.18,
115.54;

HRMS EI*: m/z [M + H]"* Calculado para C17H11F3sN.Os* 365,0744; encontrado 365,07405.

0 Composto 5 foi obtido com um rendimento de 79% como um sélido puro

cinzento;
HLOMG 'H NMR 1H NMR (300 MHz, (CDs);SO) & 9.96 (s, 1H), 9.07 (t, J = 5.6 Hz,

Ox-NH 1H), 7.71 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.44 — 7.20 (m, 9H), 5.63 (s, 2H), 4.08 (d, J =
. OH 5.8 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H).
3C NMR (75 MHz, (CD3),SO) & 170.62, 165.52, 158.99, 141.49, 136.88,
N"~0 133.88, 129.16, 127.70, 127.59, 126.99, 125.44, 123.31, 120.86, 119.60,
Bn 115.65, 52.34, 45.96, 25.69;

LRMS (ESI): m/z [M+H]" 367;
Anélise elementar calculada (%) para: CxHisN.Os + 0.5H;0: C, 63,99; H, 510; N, 7.46,
encontrado: C, 64.35; H, 5,00; N, 7.61.

o] Composto 6 foi obtido com um rendimento de 88% como um soélido
puro branco;
'H NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 12.43 (s, 1H), 10.23 (s, 1H), 9.14 —
8.90 (m, 1H), 7.60 (m, 1H), 7.56 — 7.27 (m, 2H), 4.19 — 3.95 (m, 2H),
F3CO OH 3.75 (s, 3H).
¥C NMR (75 MHz, (CD3),SO) & 170.05, 164.64, 158.13, 143.51,
N™ “O  143.25, 131.98, 121.90, 119.95, 119.45, 118.51, 116.87, 116.28, 51.82,
H 40.89.
HRMS EI' m/z [M]": Calculado para C14H10F3N2Os™ 359,0496; encontrado 359,04977.
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F4CO OH

Composto 7 foi obtido com um rendimento de 86% como um sélido puro
cinzento;

'"H NMR (300 MHz, (CD3),S0) & 12.43 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 9.09 (t, ] =
6.1 Hz, 1H), 7.50 — 7.18 (m, 8H), 4.51 (d, J = 6.0 Hz, 2H);

3C NMR (75 MHz, (CD3);S0) & 163.90, 158.23, 143.54, 143.19, 139.20,
132.01, 128.28, 127.22, 126.89, 121.86, 119.96, 119.78, 119.39, 118.47,
117.04, 115.62:

LRMS (ESI): m/z M+H]* 379;
Andlise elementar calculada (%) para CisHisFsN.Os + 1,50 H,O: C, 53.34; H, 3.98; N, 6.91;
encontrado: C, 53.65; H, 3.64; N, 6.96.

Os_.Ph
F3CO “«-OH
N"~0

H

Composto 8 foi obtido com um rendimento de 77% como um sdlido
branco;

'H NMR (300 MHz, (CD3),S0): & 12.52 (s, 1H), 10.43 (s, 1H), 7.89 — 7.81
(m, 2H), 7.66 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 7.37 — 7.29 (m, 1H), 6.90 (d, J = 1.6 Hz, 1H).

B3C NMR (75 MHz, (CD3),S0): & 194.24, 157.94, 144.66, 143.24, 143.21,

143.18, 136.01, 132.46, 125.18, 121.79, 120.78, 119.20, 118.40, 115.01,
LRMS (ESI): m/z [M+H]": 349.6; 337.9.
Anélise elementar calculada (%), C, 58.46; H, 2.89; N, 4.01; encontrado: 59.05; H, 3.01; N, 4.63.

\~/

0.0

F,CO ‘. -OH

|‘I\| 0]
H

Composto 9 foi obtido com um rendimento de 86% como um soélido
branco;

'H NMR (400 MHz, (CD53),S0) & 12.49 (s, 1H), 10.57 (s, 1H), 7.40 (s,
2H), 7.24 (s, 1H), 1.56 (s, 9H).

B3C NMR (101 MHz, (CD3),SO) & 164.50, 158.36, 145.38, 143.70, 132.27,
121.88, 120.59, 118.54, 117.79, 117.06, 115.01, 83.28, 28.23;

LRMS (ESI): m/z ((M+H]"): 385;

Anédlise elementar calculada (%) CisH14F3sNOs: C 59.37, H 5.24, N 14.58,

encontrado: C 59.48, H 5.55, N 14.25.
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Me. _Ph Composto 10 foi obtido com um redimento de 76% como um solido puro
Y laranja;
Ox-© 'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 12.65 (s, 1H), 11.31 (s, 1H), 8.22 (s, 1H),
FsCO . -OH 7.36-7.22 (m, 6H), 7.22 (s, 1H), 6.29 (g, J = 6.3 Hz, 1H), 1.80 (d, J = 6.6
Hz, 3H).
N™ "0 BC NMR (75 MHz, CDCl3) & 168.32, 158.79, 145.20, 139.88, 130.65,
H 128.88, 128.75, 126.42, 126.42, 122.22, 120.95, 118.82, 118.08, 117.97,

117.72, 76.29, 21.99;

LRMS (ESI): m/z M+H]* 394; 337.9; 289.6; 104.7.

Anédlise elementar calculada (%) para: CisH14F3sNOs: C, 58.02; H, 3.59; N, 3.56; encontrado: C,
57.93; H, 3.86; N, 3.58.

Composto 11 foi obtido com um rendimento de 77% como um
Me solido laranja;
'H NMR (300 MHz, CDCly) & 12.74 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.46

OO0 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.31 - 6.92 (m, 6H), 5.32 (dd, J = 12.1, 6.6

F4CO _OH Hz, 1H), 2.82 — 2.59 (m, 2H), 2.16 - 2.12 (m, J = 14.6, 7.3 Hz,
1H), 2.04 — 1.90 (m, 1H), 1.44 (d, J = 6.2 Hz, 3H).

N0 ®C NMR (75 MHz, CDCls) § 168.76, 158.90, 152.97, 145.25,

H 140.88, 130.88, 128.63, 128.40, 126.25, 122.38, 120.87, 118.21,

117.55, 111.77, 74.59, 37.48, 31.86, 20.15;
LRMS (ESI): m/z [M+H]" 422; 289.6;132.7.
Anélise elementar calculada (%) para CxiHisFsNOs: C, 59.86; H, 4.31; N, 3.32; encontrado: C,
60.50; H, 4.54; N, 3.54.

Ph Composto 12 foi obtido com um rendimento de 76% como um sélido puro
f cinzento;
'H NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 9.96 (s, 1H), 9.10 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 7.53 —
OH 7.09 (m, 14H), 5.63 (s, 2H), 4.54 (d, J = 6.0 Hz, 2H);
BC NMR (75 MHz, (CD3),S0) & 173.24, 164.75, 159.03, 141.46, 139.61, 136.88,
N~ SO0  133.92, 129.14, 128.75, 127.75, 127.69, 127.55, 127.30, 127.00, 125.02, 123.34,
Bn 121.28, 119.54, 115.76, 45.95, 42.75.
HRMS EI": m/z [M + H]* Calculated for C2sH21N,03* 385.1547 ; found 385.15437.
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Ph O Composto 13 foi obtido com um rendimento de 70% como um solido puro

cinzento;
Kl)LOEt "H NMR (300 MHz, DMSO) § 12.45 (s, 1H), 9.28 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 7.39 -

O -NH 6.79 (m, 13H), 5.55 (s, 2H), 4.65 (s, 1H), 4.03 (s, 2H), 3.04 (s, 2H), 1.10 (s,
“-OH 3H);
3C NMR (75 MHz, DMSO) & 172.93, 169.75, 164.25, 162.38, 137.98, 137.65,
N0 129.91, 129.76, 128.97, 128.74, 127.28, 126.86, 124.98, 122.09, 121.71,
Bn 114.62, 60.45, 54.51, 46.23, 38.41, 14.51;

HRMS EI": m/z [M + H]" Calculado para Czs Ha7N2Os : 471,1914, encontrado 471,19091
Andlise elementar calculada (%) para CsH2sN20s + 2H,0: C, 66.39; H, 5.97; N, 5.53 encontrado:
C, 66.61; H, 5.16; N, 5.83.

K\Ph Composto 14 foi obtido com um rendimento de 90% como um sélido

O _NH puro cinzento;
'H NMR (300 MHz, (CD3),SO) & 12.42 (s, 1H), 8.71 (d, J = 6.9 Hz,
F3CO % -OH  1H), 7.42 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.37 — 7.17 (m, 6H), 7.14 (d, J = 2.6 Hz,

1H), 3.54 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.2 Hz, 2H).
N" 0 3C NMR (75 MHz, (CDs),SO) & 163.80, 158.35, 143.93, 143.13,

H 139.28, 131.85, 128.72, 128.27, 126.11, 121.87, 119.58, 119.49, 118.48,

116.88, 115.91, 35.06;

LRMS (ESI): m/z [M+H]" 393; 338.1; 142.9.

Anélise elementar calculada (%) para CisH1sF3N2O4+ H20: C, 55.61; H, 4.18; N, 6.83; encontrado:
C, 55.38; H, 3.84; N, 6.75.

Ph Composto 15 foi obtido com um rendimento de 89% como um solido puro

r cinzento;
Ox-N< 'H NMR mix of rotamers (300 MHz, (CDs),SO) & 12.45 (s, 0.61H), 12.45
FsCO 2 ~OH (s, 0.39H), 10.47 (s, 0.35H), 10.45 (s, 0.65H), 7.49 — 7.04 (m, 8H), 4.77

(dd, J = 50.2, 14.8 Hz, 1.3H), 4.43 (dd, J = 35.2, 15.6 Hz, 0.70H), 2.94 (s,
N0 1H), 2.80 (s, 2H).

H BC NMR: (75 MHz, (CDs),S0) & 170.12, 164.57, 143.17, 138.15, 128.55,
127.51, 126.84, 125.20, 124.85, 122.07, 118.69, 115.34, 111.93, 111.18, 110.92, 53.86, 49.29, 34.89,

31.80;
HRMS EI": m/z [M + Na]" Calculado para CisH1sFsN2NaO,*415,0876; encontrado 415,08725.
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Composto 16 foi obtido com um rendimento de 57% como um solido puro

0
O)-k‘ cinzento;
'H NMR (300 MHz, (CD3)2S0) 6 12.45 (s, 1H), 10.24 (s, 1H), 9.06 (t, J =

3C NMR (75 MHz, (CD3)2SO) & 169.57, 164.68, 158.15, 143.63, 143.28,

Ox-NH 591z, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.44-7.33 (m, 7H), 5.21 (s, 2H), 4.12 (d, J = 5.8
F,CO \OH Hz, 2H).
N"0 13588, 131.96, 128.44, 128.12, 128.03, 121.90, 119.92, 119.45, 116.87,
H

116.35, 66.08, 41.00;
HRMS EI" m/z : [M + Na]* Calculado para C13H:7NO3sNa 258.1101; encontrado 258.1074
Anélise elementar calculada (%) for: CxHisF3N2Os + 2H,0: C, 50.85; H, 4.05; N, 5.93; encontrado:

C, 50.40; H,3.74; N, 5.87.

o) 0
MeOWOMe
O~__NH
F4CO -OH
N0
H

Composto 17 foi obtido com um rendimento de 57% como um solido
puro cinzento;

'H NMR (300 MHz, (CD3),S0) & 12.43 (s, 1H), 10.21 (s, 1H), 9.04 (d,
J=17.0 Hz, 1H), 7.59 — 7.27 (m, 3H), 4.48 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.70 (s,
3H), 3.60 (s, 3H), 2.50 (2H, overlapped with solvent peaks), 2.18 —
1.81 (m, 2H).

¥C NMR (75 MHz, (CD3),SO) & 172.40, 171.53, 164.04, 157.90,
143.31, 142.97, 131.74, 119.75, 119.26, 119.17, 118.27, 116.67,

115.74,51.76, 51.25, 51.19, 29.32, 25.33;

LRMS (ESI): m/z [M+H]" 446.8 ; 414.8; 347.8; 338.1; 142.9

Anélise elementar calculada (%) para: CisHi7FsN2Og+ H,0: C, 44.82; H, 4.39; N, 5.81; O, 33.17,
encontrado: C, 44.44; H, 3.99; N, 6.05.

OMe

F,CO OH

Composto 18 foi obtido com um rendimento de 70% como um sélido
cinzento;

'"H NMR (300 MHz, (CD53),S0) & 12.40 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.98 (s,
1H), 7.38 (s, 3H), 4.47 (s, 1H), 3.69 (s, 3H), 1.83 — 1.44 (m, 3H), 0.91
(s, 6H).

BC NMR: (75 MHz, (CD3),SO) & 174.05, 169.40, 164.33, 163.13,
143.10, 127.95, 124.94, 122.12, 115.95, 115.18, 113.39, 103.91, 51.59,
50.13, 24.54;

LRMS (ESI): m/z [M+ Na]" 439; 416.9; 338.1; 142.9.

Analise elementar calculada (%) para: CisHigFsN2Os + 0.5H,0: C, 50.83; H, 4.74; N, 6.59;
encontrado: C, 49.46; H, 4.10; N, 6.25.
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Composto 19 foi obtido com um rendimento de 80% como um sdlido
cinzento;
'H NMR (300 MHz, DMSO) 8 10.32 (s, 1H), 9.25 (s, 1H), 7.48 (d, |

i
]I OEt =93 Hyz, 1H), 7.38 — 7.07 (m, 12H), 5.63 (q, ] = 16.2 Hz, 2H), 4.67
O~_-NH
(dd, ] = 14.7, 7.5 Hz, 1H), 4.12 (q, ] = 7.1 Hz, 2H), 3.06 (ddd, ] =
F3CO “«-OH
23.1,13.9, 7.5 Hz, 2H), 1.17 (t, ] = 7.1 Hz, 3H).
N"T0

¥C NMR: (75 MHz, (CDs);S0) & 174.05, 169.40, 164.33, 163.13,

143.10, 127.95, 124.94, 122.12, 115.95, 115.18, 113.39, 103.91, 51.59,

50.13, 24.54;

HRMS EI" m/z [M + Na]*: Calculado para CyHzsF3N2NaOg"
555,1737; encontrado 555,17270.

Composto 20 foi obtido com um rendimento de 90% como um s6lido cinzento;
'H NMR (300 MHz (CD3);SO) & 12.03 (s, 1H), 9.71 (s, 1H), 7.60 — 6.82 (m,
O 33H), 4.86 — 4.50 (m, 3H), 4.09 (q J = 6.9 Hz, 2H), 3.04 (ddd, J = 22.8, 13.9,
oEt 7.6 Hz, 1H), 1.15 (t, = 7.0 Hz, 11H).
O- NH 3C NMR: (75 MHz, (CD3),SO) & 174.05, 169.40, 164.33, 163.13, 143.10,
127.95, 124,94, 122.12, 115.95, 115.18, 113.39, 103.91, 51.59, 50.13, 24.54;
%P1 LRMS (ESI): m/z [M+ Na]* 403.1
Anélise elementar calculada (%) para: C21H2oN20s + 0.5H,0: C, 61.10; H,
E 0 5.76; N, 6.79; encontrado: C, 60.87; H, 5.56; N, 6.65.

J\_\A Composto 21 foi obtido com um rendimento de 97% como um sdlido

O~ >N~ O cinzento;
o O IH NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 7.93 (s, 1H), 7.54 (d, J = 9.3 Hz, 1H),
7.44 (dd, J = 9.3, 1.8 Hz, 1H), 7.38 — 7.30 (m, 2H), 7.26 (t, J = 5.8 Hz,
F2CO OH  3H), 5564 (s, 2H), 2.93 (s, 4H).

BC NMR (75 MHz, (CD3):SO) § 173.37, 161.56, 158.92, 146.88, 143.72,
N" 7O 136,69, 133.07, 129.23, 127.74, 126.90, 123.10, 121.01120.81 (d, J
© =255.6 Hz, 119.95, 118.99, 117.08, 112.17, 46.13, 25.65.
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Composto 22 foi obtido com um rendimento de 84% como um so6lido
cinzento;

0 'H NMR (300 MHz, (CD3);SO) & 12.09 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 7.67 — 7.16
(m, 36H), 7.08 (t, J = 7.0 Hz, 4H), 4.65 (dd, J = 14.1, 7.7 Hz, 2H), 4.10 (q, J

Ot = 70 Hz, 2H), 3.04 (ddd, J = 22.8, 13.8, 7.5 Hz, 1H), 1.21 (t, J = 7.0 Hz,
Os_NH 3H)
F . -OH BC NMR: (75 MHz, (CD3),SO) 13C NMR (75 MHz, DMSO) & 172.00,
169.59, 164.21 (d, J = 248 Hz), 159.61, 156.42, 137.69, 130.03, 129.69,
N"~o 128.69, 127.65, 127.01, 120.31, 119.43, 108.29, 106.24, 61.03, 54.43,
H 37.17, 14.57.

LRMS (ESI): m/z [M+ H]" 399.3
Andlise elementar calculada (%) para: CaHioFN.Os + 0.7H.O: C, 61.37; H, 5.00; N, 6.82;
encontrado: C, 61.06; H, 5.09; N, 7.21.
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