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CELULAS FALCIFORMES. EM ESPECIAL, A INVENCAO ROPORCIONA AGENTES
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RESUMO

"Agentes contra a falciformagao"

A invencdo presente ©proporciona compostos para o
tratamento da doenca das células falciformes. Em especial, a
invencdo proporciona agentes heterociclicos de cinco membros
contra a falciformacédo, que sdo muito eficazes e nédo toédxicos,
bem como os métodos para a sua utilizacdo. Os compostos
incluem anadlogos e derivados de 5-hidroximetil-2-
furfuraldeido, b5-etil-2-furfuraldeido, 5-metil-2-furfuraldeido
e 2-furfuraldeido de ocorréncia natural e formas de préd-

fadrmaco do composto.
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DESCRICAO

"Agentes contra a falciformagao”

ANTECEDENTES DA INVENCAO
Campo da invencdo

A invencdo refere-se de um modo geral a agentes para o
tratamento da doenca das células falciformes. Em especial, a
invencdo proporciona a utilizacdo de agentes heterociclicos de
cinco membros contra a falciformacdo, que sdo muito eficazes e

ndo téxicos, para o fabrico de um medicamento.
Antecedentes da invencdo

A doenca das células falciformes é um dos disturbios
genéticos hematoldgicos de maior prevaléncia mundial (Ingram,
1956; Pauling, et al. 1949), que ocorre como resultado de uma
mutacdo pontual da Glu6é na Hb para a Valé na hemoglobina
falciforme (HbS). S&o conhecidas duas estruturas quaternarias
da Hb, a conformacdo desoxi (tensa) e a conformacdo oxigenada
(relaxada). Quando o equilibrio alostérico ¢é deslocado no
sentido do estado relaxado, obtém-se uma Hb de alta afinidade,
que rapidamente se liga e retém o oxigénio, engquanto o inverso
é verdadeiro para o estado de tensdo. Perutz (1970) e Baldwin
e Chothia (1979) elucidaram com resolucdo atdémica as
estruturas tetraméricas das formas tensa (T) e relaxada (R) da
Hb. O tetrémero é composto por dois dimeros of, que estéo
dispostos em torno de um eixo duplo de simetria. Este arranjo
produz uma cavidade central de &gua, com duas aberturas: as
fendas o e B. A tensdo do estado T é devida a pontes salinas
cruzadas com pontes de hidrogénio entre as subunidades, bem
como a ligacédo preferencial de um efector alostérico nativo da
Hb, o 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), que estabiliza o estado
T formando pontes salinas entre as duas subunidades [ (Arnone,
1992). A transicdo de T para R ocorre como resultado da

incorporacdo de oxigénio, que leva a dquebra de muitas das
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interaccdes entre as subunidades do estado T, bem como a
expulsdo do 2,3-DPG. A transicdo alostérica resulta numa
rotacdo de 12-15° do dimero «lPRl relativamente ao dimero o2B2
(Baldwin e Chothia, 1979). A estrutura do estado R tem uma
menor cavidade central de agua, bem como menos pontes salinas
e pontes de hidrogénio entre as subunidades. Durante muito
tempo acreditou-se que o equilibrio alostérico da Hb inerente
ao modelo MWC de dois estados (Monod, et al., 1965) envolvia
apenas a transicdo de T para R e que a estrutura quaternéaria
do estado T era a unica conformacdo relaxada. No entanto,
estudos cristalogrédficos recentes e outros revelaram a
existéncia de multiplos estados relaxados da Hb, incluindo o
R2 e outros que existem em solucdo com o estado R (Silva, et
al. 1992; Smith, et al., 1991. Mueser, et al., 2000). Existe
ainda uma controvérsia sobre a importancia fisioldgica de
todos estes estados relaxados e como estes se relacionam entre
si na alosteria da Hb. Silva et al., (1992) e Smith et al.,
(1991) sugeriram que a estrutura quaterndria R2 & um
intermedidrio entre as estruturas T e R. Uma nova anélise
mostrou gque o estado R2 ndo é um intermedidrio na transicédo de
T para R, mas sim outra estrutura relaxada de estado final
(Janin e Wodak, 1993; Doyle, et al., 1992). Srinivasan e Rosa
(1994) sugeriram ainda que o estado R2 pode ser o estado final
fisiologicamente relevante e que a estrutura R é uma estrutura
intermediaria presa entre os estados R2 e T devido a condicgdes
de cristalizacdo de sal elevado. Por outro lado, cré-se dque a
formacdo da estrutura R2 é favorecida por condicdes de sal
baixo, que reproduzem as condigcdes in vivo (Silva et al.,

1992; Srinivasan e Rose, 1994).

A Hb e a HbS tém posicdes quase idénticas em todos os
aminoadcidos, mesmo na hélice A das cadeias onde ocorre a
mutacao. A presenca da Valé resulta numa interaccéo
hidrofébica entre a regido de mutacdo de uma molécula de Hb e
uma regido definida pela Phe85 e pela Leu88 no grupo heme da
outra molécula de Hb. Esta interaccdo ocorre apenas na HDbS
desoxigenada (desoxiHbS) e induz a polimerizacdo das moléculas
desoxiHbS para a forma de fibras. A formacdo de polimeros de

HbS faz com que os normalmente flexiveis eritrécitos adoptem
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as formas rigidas do tipo foice que blogqueiam o0s pequenos
vasos capillares e causam danos ao tecido local e muita dor. A
doenca caracteriza-se também por outros sintomas, incluindo
hembélise, gque d& origem a anemia e ictericia, a elevacdo do
nivel de bilirrubina, dque conduz a incidéncia alta de pedras
na vesicula, e ao comprometimento da funcdo excretora
hepadtica. Outras caracteristicas clinicas incluem ulceracdao
nas pernas, pneumonia, aumento do figado e do baco. Estudos
sobre a gelificacdo da desoxiHbS e diversas variantes da Hb
também forneceram informacdes essenciais sobre outros pontos
de contacto na Hb que sdo importantes para estabilizar as
fibras da HbS (Adachi e Asakura, 1980; Bunn, et al., 1980).
Existem véarias estratégias terapéuticas para tratar a doenca
das células falciformes (DCF), incluindo as seguintes: (1)
Modulacdo farmacoldégica da hemoglobina fetal (HbF). Foi
demonstrado gque a HbF diminui a polimerizacdo da HbS e
conhecem-se varios agentes gque induzem a formacdo de HDbF
possivelmente pela reactivacdo do interruptor genético da HbF
(Olivieri e Weatherall, 1998). Entre os exemplos de tais
agentes constam a b5-azacitidina, hidroxiureia e <citosina
arabinosido (Mehanna, 2001). Infelizmente, esta terapia a
doses e frequéncias de administracdo elevadas resulta em
graves efeitos colaterais toéxicos (Edelstein, 1985). (2)
Transplante de medula éssea. O transplante de medula déssea tem
também sido utilizado como terapia de substituicdo total de
genes da HbS em casos extremos (Hillery, 1998, Johnson, 1985).
Esta abordagem é muito cara e tem as suas proprias toxicidades
e riscos inerentes (Hillery, 1998). (3) Transfusdo de sangue.
Esta é uma das mais comuns terapias da DCF, no entanto,
transfusdes de sangue repetidas estdo associadas ao risco de
doencas infecciosas, sobrecarga em ferro e reaccdes alérgicas
(Ballas, 1999). (4) Opidides analgésicos. Esta terapia &
necesséaria para tratar crises de dor, no entanto, a terapia
opidide resulta frequentemente em dependéncia e/ou convulsdes
e/ou depressdo, (Ballas, 1999). (5) Agentes que actuam na
membrana eritrocitica. Uma vez que o processo de falciformacédo
depende parcialmente da concentracdo intracelular de Hb
falciforme, os agentes que induzem o aumento do volume celular

(Asakura, 1980) ou inibem a desidratacdo celular (Orringer e
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Berkwitz, 1986) poderdo diminuir a concentracdo de HbS e
ajudar a retardar o processo de polimerizacdo. (6) Agentes
anti-gelificacdo ou modificadores da HbS. Estes compostos
interferem com o mecanismo de polimerizacdo através da ligacéo
directa ao(s) local(is) de contacto da desoxiHbS ou préximo
deste(s), 1inibindo o processo de polimerizacdo, ou actuam
directamente na Hbs, deslocando o equilibrio alostérico no

sentido da mais soltvel HbS de alta afinidade.

No sangue, a Hb estd em equilibrio entre os estados T e
R. A Hb fornece oxigénio através de um mecanismo alostérico e
a capacidade da Hb para libertar ou incorporar o oxigénio pode
ser regulada por efectores alostéricos. 0 equilibrio
alostérico entre os estados T e R (Figura 1) mostra uma curva
do equilibrio oxigénio-hemoglobina (OEC) tipica da Hb, ou
seja, um grafico da percentagem de oxigénio ligado a Hb em
funcdo da pressdo parcial de oxigénio. Quando o equilibrio
alostérico é desviado no sentido do estado relaxado (desvio da
curva para a esquerda), obtém-se uma Hb de alta afinidade, que
mais rapidamente se liga e retém o oxigénio, ao passo gue um
desvio no sentido do estado T (desvio da curva para a direita)
resulta numa Hb de baixa afinidade, gque mais facilmente
liberta o oxigénio. Um aumento no efector alostérico de
ocorréncia natural, o 2,3 DPG, nos eritrdéocitos desloca a OEC
para a direita, tal como sucede com um aumento de temperatura
e uma diminuicdo de pH (Reeves, 1980). Um aumento de pH e uma
diminuicdo de temperatura e dos niveis de DPG desviam a OEC
para a esquerda. O grau de desvio da OEC é expresso como um
aumento ou diminuicdo da Psg (pressdo parcial de oxigénio em
50% de saturacdo de Hb). O controlo do equilibrio alostérico
no sentido da conformacdo relaxada tem sido de interesse na
medicina. Em especial, compostos ndo tdéxicos que se ligam
eficientemente a HbS e produzem HbS de alta afinidade gque né&o
polimeriza foram avaliados clinicamente como agentes contra a
falciformacdo para tratar a DCF. Verifica-se actualmente uma
necessidade de identificar compostos destes, para serem
utilizados como agentes contra a falciformacdo no tratamento
da doenca das células falciformes (anemia falciforme). Ver,

por exemplo, o uso de vanilina (Abraham, 1991), 12C79
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(Fitzharris, 1985), furfural (Zaugg, et al., 1997) e

isotiocianatos substituidos (Park, et al. 2003).

Entre as varias outras técnicas anteriores, Lee et al.,
Kor. J. Herbology, Vol. 2-17, pp. 145-149 (2002) revelam a
determinacdo quantitativa de 5-hidroxi-2-furaldeido (5-HMF) de
"Rehmanniae Radix Preparata" (extracto da raiz da dedaleira

chinesa) de acordo com varios métodos de processamento.

De igual modo, Hwang et al., Kor. J. Pharmacogn., vol.
32(2), pp. 116-120 (2001) divulgam que o 5-HMF de "Rehmanniae
Radix Preparata" foi isolado da fraccéao de EtOAc e
identificado em varias fases de processamento, revelando due
as amostras processadas menos do dJue uma a nove vezes de

cozedura mostram tendéncia de aumento do teor de 5-HMF.

Entre outras técnicas da arte prévia, JP 92-16821 A
divulga um agente para melhoria do fluxo sanguineo com um
efeito farmacéutico estével, wutilizando um derivado de 5-
hidroximetilfurano especifico para curar doencas causadas por

deficiéncias na circulacdo periférica.

Entre outras técnicas da arte anterior, em US 6 521 927
Bl s&o revelados métodos para o tratamento da anemia
falciforme por meio de um aldeido orgdnico protegido, onde é
melhorada a biodisponibilidade do aldeido terapéutico

administrado por via oral.

Entre outras técnicas da arte prévia, CN 1302657 A

divulga um medicamento chinés contendo "Radix Rehmanniae
Preparata” para o) tratamento de tumores do sistema
hemopoiético, como leucemia, beta-talassemia e anemia
falciforme.

RESUMO DA INVENGAO

A presente invencédo proporciona a utilizacdo de compostos
que sao agentes contra a falciformacdo extremamente eficazes,

especificos e nado téxicos, entre os quais consta o 5-
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hidroximetil-2-furfuraldeido de ocorréncia natural (5HMF ou

AMS-13) e um seu pré-farmaco.

De acordo com a invencdo, o composto é seleccionado de

e 0 seu prbod-farmaco de

0,CH,CH;3

A invencdo prevé a utilizacdo dos compostos atrés
referidos no fabrico de um medicamento para tratamento dos
sintomas de pacientes que sofrem de anemia falciforme, tais

como ictericia e niveis elevados de bilirrubina.
BREVE DESCRI(;AO DOS DESENHOS

Figura 1. Os efeitos da temperatura, pH e niveis de DPG
na curva de equilibrio oxigénio-Hb.

Figura 2. Estruturas de alguns compostos furénicos, bem
como de outros avaliados no presente pedido.

Figura 3. Curvas de saturacdo de oxigénio em suspensdes
de células SS na auséncia (1) e na presenca de vanilina 5 mM
(2), FUF (3) e LHHMF (4). Note-se o desvio significativo para a
esquerda causado pela adicdo de LHMF.

Figura 4. Estudos por HPLC de permuta catidénica do
hemolisado de células SS apds reaccdo com 5HHMF. O pico 1
corresponde a HbS normal, enquanto o pico 3 corresponde a HDbS
modificada. O pico 2 representa HbS1, um componente menor que

se separa e é eluido antes do pico maior da HbS.
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Figura 5. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier do
controlo e na presenca de bLHMF (AMS-13) - ratos transgénicos
portadores de doenca das células falciformes tratados.

Figura 6. Tempo de sobrevivéncia médio do controlo e com
5HMF (AMS-13) - ratos transgénicos portadores de doenca das
células falciformes tratados.

Figura 7. O efeito de 5HMF (AMS-13) na percentagem de
células falciformes no sangue arterial de ratos transgénicos
portadores de DCF tratados que foram expostos a severa hipoxia
(5% de oxigénio). Sem tratamento (controlo), a percentagem de
células falciformes aumentou consideravelmente e o animal
morreu num espaco de 15 min. O tratamento prévio dos ratos com
S5HMF prolongou o tempo de sobrevivéncia significativamente. O
farmaco reduziu igualmente a percentagem de células

falciformes.

DESCRICAO PORMENORIZADA DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS DA
INVENGAO

A presente invencéo proporciona agentes contra a
falciformacdo. Os agentes sdo compostos heterociclicos de

cinco membros a base da substédncia de ocorréncia natural 5HMF.

Os compostos da 1invencdo presente exibem uma actividade
anti-falciformacdo elevada, especificidade e toxicidade muito

baixa.

A 1invencdo proporciona ainda a wutilizacdo de um proéd-
farmaco de B5HMF, de acordo com a reivindicacdo 1 e conforme
especificado na pagina 6, no fabrico de um medicamento para o
tratamento da doenca das células falciformes. Um "pré-farmaco”
geralmente significa uma forma de um composto que contém pelo
menos um grupo dquimico "protector", cuja presenca protege o
grupo, por exemplo, a porcdo aldeido de um composto contra o
metabolismo/degradacdo, até o prdé-farmaco se encontrar num
ambiente adequado para remocdo do(s) grupo(s) protector(es) e
"libertar" a forma activa do composto. O efeito geral do grupo

de proteccao é aumentar a biodisponibilidade de, por exemplo,
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o composto activo aldeidico, uma vez dque o composto é

revertido ao aldeido.

A presente invencdo proporciona a utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1 para o tratamento da doenca das células

falciformes.

Os compostos da invencdo presente sdo potentes agentes
contra a falciformacéo. Os peritos na especialidade
reconhecerdo gque a quantidade de um tal agente que pode ser
administrada a um ©paciente dependerd varios factores,
incluindo mas ndo lhes estando limitados, o volume de sangue,
hematécrito, idade do paciente, sexo, peso, saude fisica
geral, presenca de outros estados c¢linicos, o especifico
composto administrado e afins. No entanto, de uma maneira
geral, a quantidade varia no intervalo de cerca de 50 a cerca
de 1000 mg/kg e mais preferivelmente no intervalo de cerca de
100 a cerca de 750 mg/kg. Por exemplo, um doente adulto
portador da doenca das células falciformes, com um volume de
sangue de 4 L e um hematdcrito de 25%, necessitard de cerca de
378 a 630 mg/kg do composto mais potente, o B5HMF, e mais

preferivelmente a dose situa-se no intervalo 200 a 630 mg/kg.

Os compostos da invencdo presente podem ser administrados
por qualquer via adequada para a entrega de uma quantidade
activa do composto ao paciente a ser tratado. A titulo de
exemplo, o composto pode ser administrado na forma de cépsulas
ou comprimidos sélidos, 1liquidos para administracdo oral,
formulacdes injectéaveis, etc. Os compostos podem ser
fornecidos isoladamente ou em combinacéao com outros
constituintes, na forma pura ou de sal (por exemplo, sails
inorgadnicos ou orgénicos, etc.). Além disso, o0s compostos
podem ser formulados com transportadores, tais Como
transportadores aquosos ou a base de ©6leo, e podem ser

acompanhados de conservantes (por exemplo, metilparabeno ou

cloreto de Dbenzilalcénio), tensiocactivos, (por exemplo, o©
4dcido oleico), solventes, elixires, agentes para dar sabor (no
caso de administracdo oral), amido e outros materiais (de

preferéncia, os materiais geralmente reconhecidos como seguros
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(G.R.A.S.)). Numa concretizacdo preferida, o composto é
administrado como uma preparacdo para administracdo oral, num

transportador agquoso ou a base de &lcool.

De igual modo, o método de administracdo pode ser
qualquer um entre uma grande diversidade de métodos bem
conhecidos ©pelos ©peritos na especialidade, nomeadamente
injeccdo pelas vias intravenosa, intradérmica, subcuténea,
intramuscular e intraperitoneal; administracdo oral, rectal e
bucal; administracdo transdérmica; inalacdo; etc. O método de
administracdo pode ser por via oral. Além disso, os compostos
da invencédo presente podem ser administrados em conjunto com
outros tratamentos conhecidos da doenca das células
falciformes, ou tratamentos de estados clinicos relacionados
ou 1ndependentes (por exemplo, tratamento de anemia) e com
outros regimes auxiliares benéficos, tais como suplementos

dietéticos, regimes de exercicio e afins.

Embora uma das utilizacdes principais dos agentes contra
a falciformacdo da invencdo presente seja tratar a doenca das
células falciformes, estes também podem ser usados noutras
aplicacdes que beneficiem da desestabilizacdo dos estados
tensos (T) da hemoglobina e do desvio do equilibrio alostérico
a favor da Hb de alta afinidade, sob a forma de Hb no estado
R2. Este aspecto da invencdo sera melhor ilustrado no Exemplo
5 adiante. Um ou mais compostos sdo administrados a um
paciente em quantidade suficiente para alterar a capacidade de
incorporacdo de oxigénio do sangue para um estado benéfico a
erradicacdo do cancro. Além disso, tal como nos métodos
descritos na Patente U.S. 5 705 521 de Abraham, os compostos
desta invencdo podem ser administrados a um paciente que esté
a ser ou serd submetido a radioterapia, para aumentar a

eficédcia da radiacdo na destruicdo do cancro.

Os compostos podem igualmente ser utilizados para fins de
investigacdo. Em especial, os compostos genéricos podem servir
como estruturas de partida para a concepcdo racional de
derivados e analogos. Entre os exemplos constam, mas ndo lhes

estando limitados, outras formas de compostos mais ou menos
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activas, ou mais ou menos estdveis, com propriedades de
solubilidade modificadas, ou dque tenham porcdes Tuteis para
direccionar os compostos para um local desejado, por exemplo,
através da membrana celular. Como alternativa, os compostos
aqul proporcionados podem servir como estruturas iniciais para

a concepcédo de outras formas de pré-farmacos.

Um dos compostos utilizados na pratica da invencéo
presente é o 5-hidroximetil-2-furfuraldeido de ocorréncia
natural (5HMF ou AMS-13). O bLHMF estd presente em mnuitos
alimentos, tais como batata-doce, frutas, mel, leite, cerveja,
produtos de tomate, fumo de cigarro e café, onde a
concentracdo é por vezes superior a 6 g/kg. Comercialmente, o

5HMF é preparado a partir da porcdo de frutose do acucar.

Os métodos para sintetizar o composto pré-farmaco da
invencdo presente também se encontram aqui descritos, sendo
esquemas sintéticos tipicos dados no Exemplo 4 adiante. Estes
métodos de sintese orgdnica que envolvem a proteccdo de

aldeidos sdo bem conhecidos pelos peritos na especialidade.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1 - Base estrutural para o potente efeito anti-
falciformaciao de uma nova classe de compostos aldeidicos
heterociclicos de cinco membros: testes in vitro e estudos por
cristalografia de raios X de compostos furdnicos, 5HMF, 5MF,
5EF e FUF.

As estruturas qguimicas de O5LHMF, ©OMF, ObLEF e FUF estéo

apresentadas na Figura 2.

O controlo do equilibrio alostérico da Hb no sentido da
conformacdo relaxada tem sido de interesse na &rea da
medicina, porque os compostos que se ligam a HbS, produzindo
HbS de alta afinidade e que nédo polimerizam foram avaliados
clinicamente como agentes contra a falciformacdo para tratar a
anemia falciforme. Dois desses compostos sdo a vanilina
(Abraham, et al., 1991) e o 12C79 (Beddell, et al., 1984;
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Fitzharris, et al., 1985; Orringer, et al., 1986). Ambos o0s
compostos sdo aldeidos e formam aductos de base de Schiff com
a Hb. Estudos clinicos com 12C79 (Figura 2) mostraram gque a
perfusdo intravenosa deste composto (40 mg/kg) em pacientes
com DCF resultou na formacdo de aductos composto-Hb a niveis
superiores a 30%, sem quaisquer efeitos adversos (Orringer, et
al., 1988). A vanilina (Figura 2) é um composto para dar sabor
aos alimentos e, uma vez dgque ¢é relativamente ndo téxico,
torna-se um agente terapéutico muito atraente para a DCF. Uma
estrutura de baixa resolucdo da Hb do estado T complexada com
vanilina mostrou gque o composto se 1liga em dois locais
diferentes: um local principal perto de Hisl03, Cysl04 e
Glnl31 e um local secundario entre Hisll6é e 117His (Abraham,
et al., 1991) . Com base em resultados de analises
cristalograficas por raios X e estudos funcionais, Abraham, et
al., (1991) sugeriu gue a vanilina actua com vista a diminuir
a polimerizacdo da HbS, através do desvio do equilibrio
alostérico no sentido da molécula de HbS de alta afinidade na
forma do estado R, bem como através da inibicéo
estereoespecifica da polimerizacdo da HbS no estado T. Outros
estudos com varios andlogos da vanilina por Abraham, et al.,
(1995) e Boyiri, et al., (1995) mostraram que estes compostos,
ao contrério da vanilina, ligam-se a Vall N-terminal da Hb no
estado T e, inesperadamente, desviam a curva de equilibrio no
sentido oposto. Agentes como o acido b-formilsalicilico (FSA,
Figura 2), que criam interaccdes de bases de Schiff com o
azoto da Vall N-terminal e gue proporcionam gJgrupos para as
pontes de sal e de hidrogénio com o dimero oposto
(transversalmente ao eixo duplo da Hb), deslocam a curva de
equilibrio para a direita. Em contraste, agentes como o 3,5-
dimetil-4-hidroxibenzaldeido (DMHRB, Figura 2), que também se
ligam ao residuo Val N-terminal da Hb no estado T, de maneira
semelhante ao FSA sem quaisquer interaccgdes de pontes salinas
com o dimero oposto, deslocam a curva de equilibrio para a

esquerda.

Nos estudos presentes, combinamos a utilizacdo de
modificadores covalentes aldeidicos da Hb com o nosso

conhecimento sobre o controlo molecular do equilibrio
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alostérico, para produzir compostos contra a falciformacéo
potentes que deverao ser clinicamente seguros. Mais
concretamente, avaliou-se o 5-hidroximetil-2-furfural (5HMF)
e, para fins comparativos, varios dos seus anédlogos, incluindo
o furfural (FUF), o 5-metil-2-furfural (5MF) e o b-etil-2-
furfural (5EF) (apresentados na Figura 2) gquanto as suas
propriedades anti-falciformacéo. Verificou-se que estes
compostos deslocam significativamente o equilibrio alostérico

no sentido da Hb de alta afinidade e actuam também como

potentes inibidores da falciformacéo de eritréocitos
falciformes homozigdticos (SS). O LHHMF modifica a HbS em 70%,

em comparacdo com 15% para a vanilina. O S5HMF também inibe in
vitro a falciformacdo de células SS em 90%, ou seja, gquatro
vezes mais do que a vanilina. Além disso, estudos anti-
falciformacdo in vivo com ratos transgénicos portadores da DCF
mostraram que o HHMF prolonga a vida dos ratos hipdxicos cerca
de quatro vezes mais do que o controlo. O 5HMF é encontrado
nos alimentos diarios e possui uma DLsg de 2,5-5,0 g/kg (US
EPA, 1992), em comparacdo com 1,58 g/kg para a vanilina. Por
conseguinte, temos agora um composto dque ¢é seguro, mais
potente do que qualquer agente aldeidico contra a
falciformacdo conhecido, capaz de atravessar os eritrdcitos
para reagir com a HbS e modificd-la. Além disso, o 5SHMF
constitui um ponto de partida ideal para o desenvolvimento de

compostos mais potentes e seguros.

Estudos de cristalografia de raios X da Hb complexada com
estes compostos indicam a presenca de aductos de bases de
Schiff de forma simétrica aos azotos da oVall N-terminal da
Hb. Notavelmente, dois tipos de co-cristais foram isolados
durante estes testes: um tipo de cristal era composto pela
estrutura quaterndria da Hb no estado tenso ou de baixa
afinidade em complexo com os compostos, e o outro tipo de
cristal era composto de Hb de alta afinidade ou no estado
relaxado (com uma estrutura quaternadria R2) em complexo com 0sS
compostos. Além disso, constatou-se que oS aldeidos
heterociclicos avaliados ligavam-se fortemente ao estado R2,
mas fracamente ao estado T. A cristalizacdo dos mesmos

compostos com Hb ligada resultou apenas em cristais do estado
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relaxado, o que é um indicio da ligacdo fraca dos compostos.
Estes resultados sugerem que o0s aldeidos Theterociclicos
avaliados impedem a polimerizacdo da hemoglobina falciforme
(HbS) e inibem a falciformacdo dos eritrdécitos SS através da
estabilizacdo da HbS no estado R2 de alta afinidade.
Comparando as estruturas cristalinas de alta resolucdo do 5S5HMF
e da vanilina ligados a Hb, pode ver-se gque o 5HMF liga-se
mais fortemente, uma indicacdo de que o 5HMF permanecerd mais
tempo do local de ligacdo. Isso explica por que motivo o 5HMF
é muito mais potente do que a vanilina. Mais importante ainda
é o facto de a ligacdo mais forte do 5HMF a Hb se poder
traduzir numa semi-vida ainda mals prolongada e numa maior
biodisponibilidade do 5HMF relativamente a vanilina, com uma
diminuicdo concomitante na dose terapéutica necesséaria. Os
estudos bioldbgicos e cristalograficos dos compostos furdnicos
revelarem pela primeira vez o0 mecanismo molecular exacto que
explica 0s efeitos anti-falciformacéo dos aldeidos
covalentemente modificados que se ligam aos azotos da oVall N-
terminal da Hb. Os compostos avaliados também representam uma
nova classe de agentes potencialmente terapéuticos para o

tratamento da doenca das células falciformes.

Procedimento experimental

Materiais e procedimentos gerais. Os compostos vanilina,
FUF, ©OMF, ObLEF e 5HMF foram obtidos de Aldrich Chemical
Company. Eritrécitos normais (AA) foram recolhidas de doadores
adultos. Células SS foram obtidas de pacientes com DCF. Hb
purificada de ser humano adulto em tampdo Bis Tris 50 mM, pH
6,8, foi preparada a partir de sangue humano descartado

conforme descrito anteriormente (Safo e Abraham, 2003).

Estudos de saturacdo de oxigénio com sangue total normal.
Amostras de sangue normal (hematdcrito de 40%) na presenca de
FUF, O5MF, b5EF, 5HMF e vanilina 5 mM, (solubilizados em DMSO)
foram equilibradas a 37 °C durante 1 hora. As amostras foram,
em seguida, incubadas em tondémetros IL 237 (Instrumentation
Laboratories, Inc. Lexington, MA) durante cerca de 10 min a

37 °C e deixadas a equilibrar a tensdes de oxigénio de 7, 20 e
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60 mmHg. As amostras foram aspiradas para um analisador
automatico de gases no sangue IL 1420 e para um CO-oximetro IL
482 ou IL 682 (Instrumentation Laboratories) para determinar o
PH, pCO,, pO, e o0s valores de saturacdo em oxigénio da Hb
(sOz). Os valores de pO; e s0; em cada nivel de saturacdo de
oxigénio foram entdo submetidos a uma andlise de regressdo nao
linear com o programa Scientist (Micromath, Salt Lake City,
UT) para determinacdo dos valores do coeficiente de Hill (nso)
e de Psg. Psg € a pressdo de oxigénio em mmHg a qual a Hb esté
50% saturada com oxigénio. Um estudo de dose-resposta com 5HMF
foi levado a cabo em concentracdes de composto finais de 1 e 2
mM.

Estudos de saturacdo de oxigénio com eritrdcitos
falciformes homozigodticos. Células SS foram suspensas em PBS
obtendo-se um hematédcrito final de 10%. Vanilina, FUF, 5HMF
(solubilizados em DMSO) foram adicionados a esta suspensdo em
concentracdes finais de 5 mM e incubou-se a 37 °C durante 1
hora. Uma aliquota de 40 ul da suspensdo foli acrescentada a 4
mL de tampdo Hemox e analisada quanto a saturacdo em oxigénio
(37 °C) com um analisador Hemox (TCS Scientific Corp.,
Southampton, PA) (Asakura, 1979).

Transporte através da membrana de eritrdécitos falciformes
homozigdticos e a reac¢do com HbS. As células SS tratadas com
o composto obtidas na experiéncia anterior (estudos de
saturacdo de oxigénio com células SS) foram hemolisadas pela
adicdo de 5 volumes de tampdo de fosfato de potassio 5 mM, pH
7,4, contendo EDTA 0,5 mM. Apds centrifugacdo, o hemolisado
foi submetido a estudos de saturacdo de oxigénio com um
analisador Hemox e a andlise por HPLC de permuta catidénica com
equipamento Hitachi (modelo: série D-7000) e uma coluna Swift
WCX (PEEK WCX-SwiftTm: 50 mm x 4,6 mm, Isco, Inc., Lincoln,
NE). A coluna foi operada com um gradiente linear da fase B
desde 25% até 90% a 410 nm (fase mével A: Bis-Tris 40 mM, EDTA
5 mM, pH 6,5. Fase B: Bis-Tris 40 mm, EDTA 5 mm, cloreto de
sbdio 0,2 M, pH 6,5). Os valores de formacdo do aducto de HbS
(modificacdo da HbS) foram expressos em percentagens, usando a

seguinte férmula:
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. , Avea pive da Hb medificada ,

HuS modif.(88) = < — — < — — v 188
Areq Moo Hb mpdificada + Area pico Hb ndo modifirnda

Estudos de anti-falciformacdo com eritrécitos

homozigdticos falciformes. Os efeitos da wvanilina e do FUF
(testes comparativos) e do DLHHMF (presente invencao) na
inibicdo da falciformacdo de células SS foram avaliados como
descrito anteriormente (Asakura e Mayberry, 1984) .
Resumidamente, células SS suspensas em solucdo salina
tamponada, pH 7,4 (hematdécrito de 10%) foram incubadas a
37 °C, com 4% de oxigénio e na presenca de composto 5 mM.
Aliquotas (10 ul) das suspensdes foram obtidas volvidas 5
horas e fixadas com solucdo de glutaraldeido a 2% sem
exposicdo ao ar. Anadlises de morfologia e da percentagem de
células SS ndo falciformadas foram levadas a cabo por meio de
um sistema de anédlise de 1imagens assistido por computador
conforme descrito na literatura (Hijiya, 1991). Estudos de
dose-resposta com FUF e bHMEF em concentracdes de 1 e 2 mM

foram também realizados.

O efeito de compostos no tamanho dos eritrdcitos
homozigoticos falciformes. Para estudar o efeito dos compostos
no grau de hidratacdo/desidratacdo das células SS, as células
5SS tratadas com compostos obtidas na experiéncia anterior
(estudos de anti-falciformacdo com células SS) foram avaliadas
com um analisador de células Hemavet para determinar o volume

corpuscular médio (VCM).

Testes de cristalizacdo. Testes de cristalizacdo para
obter cristais nos estados T e R foram conduzidos com FUF e
5HMF. Os testes envolveram um excesso de 4-25 molar dos
compostos em relacdo a Hb (tetrémero). Para o teste de
cristalizacdo do estado T, os compostos solubilizados em DMSO
foram incubados com desoxiHb (proteina de 60 mg/mL) durante
pelo menos 1 hora para formar o aducto de base de Schiff.
Cianoboro-hidreto de sb6dio, num excesso de 4-25 molar em
relacdo a Hb, foil adicionado para reduzir o reversivel aducto

de Dbase de Schiff a correspondente ligacdo covalente de
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alquilamina. A cristalizacdo subsequente de solucbdes do
complexo composto-desoxiHb em tubos de ensaio de 10 mL, usando
precipitante de sulfato/fosfato 3,2-3,6 M (pH 6,5) foi
executada numa caixa de luvas sob atmosfera de azoto como
descrito anteriormente (Safo, et al., 2003; Perutz, 1968) para
obtencdo de cristais do estado T em condicdes de sal elevado.
E necessdrio reduzir o aducto de base de Schiff para se poder
observar por cristalografia o composto ligado (Boyiri, et al.,
1995). Inesperadamente, o teste resultou em dois cristais
diferentes - um cristal rectangular (grupo espacial P2;), gque
¢ 1isomdébrfico ao cristal nativo do estado T, e num cristal
trigonal (grupo espacial P3,21), dgue posteriormente veio a
revelar uma conformacdo de estado relaxado sob a forma da
estrutura quaternéria R2. 0Os cristais do estado T cresceram
entre 2 a 10 dias, enquanto os cristais do estado R2 cresceram

entre 7 a 30 dias.

Foi  desenvolvido outro teste para cristalizar os
complexos composto-Hb no estado R utilizando monoxi-
hemoglobina (COHDb) , segundo um procedimento descrito
anteriormente (Safo, et al., 2003; Perutz, 1968). Solucdo de
Hb oxigenada foi submetida a vacuo durante cerca de 10
minutos, e a resultante solucdo de desoxiHb foi totalmente
saturada com CO para gerar COHb. Os compostos solubilizados em
DMSO foram feitos reagir com a COHb, seguido por adicdo de
cianoboro-hidreto de sédio para reduzir o aducto da base de
Schiff. A cristalizacdo foi realizada com uma solucdo de
proteina de 30-50 mg/mL, fosfato de Na'/K' 3,4-3,4 M, pH 6,4 e
duas gotas de tolueno em tubos de ensaio de 10 ml. Os
procedimentos experimentais foram levados a cabo em condicgdes
aerbbicas e obtiveram-se co-cristais (4-30 dias) isombrficos

aos cristais nativos no estado R (grupo espacial P4:2:2).

Recolha e processamento de dados, e refinamento de
estrutura. Conjuntos de dados de difraccdo de raios X para os
co-cristais nos estados R, R2 e T foram recolhidos a 100 K
utilizando um sistema de refrigeracdo criogénica X-STREAM da
Molecular Structure Corporation (MSC, The Woodlands, TX), um

detector de placas de imagem R-Axis II equipado com espelhos
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OSMIC e um gerador Rigaku RU-200 operando a 50 kV e a 100 mA.
Antes da difraccdo, os cristais foram primeiro lavados numa
solucédo crioprotectora contendo 50 pL de &dguas-mées e 10-12 uL
de glicerol. Os conjuntos de dados foram processados através
do programa de software MSC BIOTEX. Todos os refinamentos de
estrutura e mapas OMIT foram realizados com o programa CNS
(Brunger, et. al., 1998). 0O desenvolvimento e correccdo de
modelos foram realizados utilizando o programa grafico TOM
(Cambillau e Horjales, 1987).

Determinacdes e refinamentos de estrutura das estruturas
dos complexos no estado RZ2. A estrutura do complexo FUF-Hb no
cristal do estado R2 foli a primeira a ser determinada pelo
método de substituicdo molecular (Navaza, 1994) usando a
estrutura nativa da HB no estado R2 «olfl-o2p2 (cdbdigo PDB:
1BBB) como modelo. A funcdo de translacdo utilizando o grupo
espacial P3221 deu uma solucdo de um tetrdmero na unidade
assimétrica com um coeficiente de correlacdo final de 69,2 e
um Rfactor de 35,5% para valores entre 8,0-4,0 A. Antes de
utilizar a estrutura R2 como modelo, foi assumido para o
cristal uma Hb no estado T sob outra forma de cristal. No
entanto, o uso de uma estrutura no estado T (cbdbdigo PDB:
D2HHB) como modelo ndo resultou numa solucdo clara. Uma
pesquisa semelhante com uma estrutura no estado R (cddigo PDB:
1AJ9) também ndo originou uma solucdo clara. O modelo de
substituicdo molecular foi submetido a um refinamento de corpo
rigido, seguido de minimizacdo pelo método do gradiente
conjugado e simulated annealing. Foram identificadas
densidades fortes e claras para as duas moléculas de FUF
ligadas aos residuos oVall N-terminais. O sitio de ligacédo da
oVall N-terminal localiza-se na cavidade de agua central da Hb
proxima da saida do dominio «o. A densidade electrdédnica do
composto ligado sobrepunha-se a do azoto da oVall, sugerindo
uma 1interaccdo covalente entre FUF e o azoto. O mapa de
densidade electrdénica revelou igualmente ligacdo dos quatro
dtomos de Fe do grupo heme e ligantes de &agua foram ajustados
a densidade. O ajuste alternativo de ligantes de 0, resultou
numa geometria distorcida das ligacdes e do angulo em Fe-0-0.

Varios ciclos alternados de minimizacdo pelo método do
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gradiente conjugado, simulated annealing, refinamentos
individuais do factor B e a adicdo de 7 anides sulfato e 297
moléculas de &agua, com correccdes manuais ao modelo, resultou
num Rfactor final de 21,7% e um Rfree de 27,4% a uma resolucdo
de 2,25 A. 0Os dados cristalograficos da estrutura estdo

resumidos na Tabela 1.

O modelo inicial para o refinamento da estrutura do
complexo LHMF-Hb foi a estrutura FUF-Hb - apds eliminacdo do
FUF, moléculas de &agua e anides sulfato. Um ciclo de corpo
rigido, minimizacdo por gradiente conjugado e refinamentos com
simulated annealing também revelaram dois B5HMEF ligados aos
dois azotos da oVall N-terminal relacionados por simetria. Em
contraste com a estrutura FUF-Hb, moléculas de 0, estavam
ligadas aos atomos de Fe. Varios ciclos alternados de
minimizacdo pelo método do gradiente conjugado, simulated
annealing, refinamentos individuais do factor B e a adicdo de
7 anides sulfato e 538 moléculas de &gua, com correccdes
manualils intermitentes ao modelo, resultou num Rfactor final de
18,3% e num Rfree de 22,3% a uma resolucdo de 1,85 A. 0Os dados
cristalograficos da estrutura O5HMF-Hb estdo resumidos na
Tabela 1. As coordenadas atdmicas e os factores estruturais
foram depositados no banco de dados de proteinas RCSB com o0s
cbdigos de acesso 10XD e 1 QXE para as estruturas de FUF-Hb e
5HMF-Hb, respectivamente.

Determinacdes e refinamentos de estrutura das estruturas
dos complexo no estado T. O modelo inicial para o refinamento
da estrutura de O5HMF-Hb no estado T foi a estrutura nativa
isomérfica do estado T wlRl-o2B2 (cdbdigo PDB: 2HHB). Apds
refinamento de corpo rigido e subsequente minimizacdo por
gradiente conjugado e simulated annealing os mapas de
densidade electrdénica, ao contrario das estruturas do complexo
no estado R2, revelaram apenas densidades fracas e indefinidas
nos locais de ligacédo da oVall N-terminal. Repetidos ciclos de
refinamentos, adicdo de moléculas de &gua e desenvolvimento de
modelos nédo apresentaram maior densidade no local de ligacéao
de forma a modelar com sucesso o bHMF. N&ao eram aparentes

outros locais de ligacdo. O Rfactor e o Rfree finais para as
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estruturas 5HMF-Hb eram 16,3% e 20,7% respectivamente, a uma
resolucdo de 1,86 A. Outros dados estatisticos do cristal

estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Dados cristalogréaficos, recolha de dados e parémetros do

refinamento das estruturas dos complexos com Hb

FUF 5HMF S5HMF FUF (estado
(estado R2) (estado R2) (estado T) R)

Recolha de dados
Grupo espacial P3,21 P3,21 P2, P4,2,2
Dimensdes da 91, 40 91, 86 62,61 53,46
célula (A)

91,40 91,86 82,47 53,46

142,00 143,53 53,46 192,88

99,52

Mol/unidade 1 tetrémero| 1 tetrdmero |1 tetramero 1 dimero
assimétrica
Resolucdo (A) 69,1-2,25 69,6-1,85 82,5-1,86 84,0-2,0
N° refl. medidas 124853 286747 108495 105005
Reflex&es uUnicas 32647 56802 41917 18357
I/sigma T 7,0 12,5 15,8 13,2
Completado (%) 97,0 93,1 90,7 92,0
Rmerge (%)Y 7,5 6,9 6,5 6,9
Refinamento
Resolucdo (A) 69,1-2,25 69,6-1,85 52,7-1,86 51,5-2,0
Sigma limite (F) 0,0 0,0 0,0 0,0
N° refl. medidas 32645 56780 41895 18316
RFactor (%) 21,7 18,4 16,3 21,3
Rfree (%)° 27,4 22,3 20,7 26,3
DRQOM geometria
Comprimentos de 0,011 0,013 0,015 0,012
ligacdo (A)
Angulos de 1,87 1,89 1,72 1,90
ligacdo (°)
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Tabela 1: Dados cristalogréaficos, recolha de dados e parémetros do

refinamento das estruturas dos complexos com Hb

FUF 5HMF 5HMF FUF (estado
(estado R2) (estado R2) (estado T) R)

Angulos diedros
Regides mais 91,4 92,8 93,6 92,8
favorecidas
Regides 8,6 7,2 6,4 7,2
adicionais
" Rmerge = %( I)-I)/3I. °5% da reflexdo utilizada no calculo de

Rfree foli excluida do refinamento.

A estrutura de 5HMF-Hb, sem &gua ou ligantes, foi
utilizada como modelo inicial para o refinamento da estrutura
FUF-Hb. Tal como com a estrutura 5HMF-Hb, os refinamentos da
estrutura FUF-Hb nao originaram qualquer densidade
interpretdvel na cavidade de 1ligacdo. A estrutura ndo foi
refinada totalmente e por isso a Tabela 1 ndo apresenta dados

estatisticos pormenorizados do cristal.

Determinacdes e refinamentos de estrutura das estruturas
dos complexos no estado R. A estrutura no estado R do dimero
a1l isomébrfico (1LJIW) apds a eliminacdo de moléculas de &agua
e anides de fosfato foi utilizada como modelo inicial para
refinar a estrutura FUF-Hb. Tal como com o0s complexos no
estado T, repetidos refinamentos da estrutura FUF-Hb com
desenvolvimento de modelos revelaram apenas densidades fracas
e nao interpretédveis na cavidade de ligacdo da oVall N-
terminal. O Rfactor e o Rfree finais eram 21,3 e 26,3
respectivamente, a uma resolucdo de 2,0 A, e na Tabela 1 esté&o

apresentados pormenores estatisticos do cristal.

A estrutura de FUF-HDb, sem Agua ou ligantes, foi

utilizada como modelo inicial para o refinamento da estrutura
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5HMF-Hb. Tal como com o cristal de FUF, os refinamentos também
revelaram uma densidade ndo interpretavel na cavidade de
ligacdo e o refinamento foi anulado. Como tal, a Tabela 1 néo

apresenta estatisticas pormenorizadas relativas ao cristal.

Resultados

A vanilina foil testada clinicamente como terapia para a
DCF e fol estudada com os aldeidos heterociclicos avaliados,
também conhecidos como compostos furdnicos. As propriedades
funcionais e de anti-falciformacéo da vanilina foram
publicadas por ndés, no passado (Abraham, et al., 1991). Além
disso, utilizaram-se concentracdes de compostos relativamente
altas (5-10 mM) para garantir, nos presentes estudos, uma
reaccdo completa com a Hb. Tal é necessario, porque a
concentracdo de Hb nos eritrécitos é cerca de 5 mmol/L e, a um
hematdcrito de 25% e um volume de sangue de 4 L, é necessario
10 mmol/L de composto para produzir um aducto composto-Hb 2:1.
Existem dois locais de ligacdo 1dénticos na Hb porgque esta

possuili um eixo de simetria duplo.

Estudos de saturacdo de oxigénio com sangue normal. Na
Tabela 2 estdo resumidos os efeitos de quatro compostos
furdnicos e da vanilina (em concentracdes de 5 mM) em células
AA. Efectores alostéricos que aumentam a afinidade da Hb pelo
oxigénio diminuem a Psy (desvio para a esquerda da OEC)

relativamente ao controlo. 1Isso resulta num valor de APsg

negativo. O composto mais potente é o O5HMF (APsq = -17,52
mmHg), seguido por 5MF (APsy = -16,16 mmHg), 5EF (AP, = -15,71
mmHg) e FUF (APsg = -11,35 mmHg). O composto que provoca O
menor desvio para a esquerda é a vanilina (APsyo = -6,78 mmHg).

A Tabela 2 também mostra que o bLHMF desvia a OEC para a
esquerda de uma maneira dose-dependente. Os coeficientes de
Hill das Hbs modificadas, com excepcdo das modificadas com

FUF, sdo inferiores aos das células AA isoladamente.
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Tabela 2: Estudos de saturacdo com oxigénio e sangue total normal™

Compostos® Pso (mmHg) © APsq (mmHg) @ Nso°

Controlo 25,84 + 0,01 - 2,27 £ 0,20
Vanilina® 5 mM *) 19,06 + 1,98 -6,78 1,98 + 0,23
FUF 5 mM*) 14,49 £ 0,06 -11,35 2,30 = 0,01
5MF 5 mM*) 9,68 + 0,24 -16,16 1,70 + 0,06
5EF 5 mM*) 10,13 + 0,75 -15,71 1,77 + 0,14
5HMEF 1 M 19,19 + 1,51 -6, 65 2,08 + 0,14
5HMF 2 mM 15,04 + 0,51 -10, 80 1,98 + 0,08
S5HME 5 mM 8,32 £ 0,40 - 17,52 1,88 £ 0,06

"™ O0s resultados sdo a média + erro padrdo de duas medicdes. "0 réacio
de composto para Hb a concentracdées de compostos de 1 mM, 2mM e 5
mM sdo 0,8, 1,6 e 4, respectivamente. “Psy; é a pressdo de oxigénio a
qual as células AA (hematdécrito de 40%), na auséncia ou presenca de
composto, estdo 50% saturadas em oxigénio. 9APs, é a Ps, de células
AA tratadas com os compostos - Pgy é a pressdo de controlo. “nsy é o

coeficiente de Hill a uma saturacdo de 50% de oxigénio.

*) Para fins comparativos apenas

Estudos de saturagdo de oxigénio com eritrdécitos falciformes
homozigdéticos. Na Tabela 3 (colunas 2 e 3) constam as
alteracdes na Psgp e na APsy para células SS tratadas com
vanilina, FUF e B5HMF, a uma concentracdo de 5 mM. Todos os
compostos desviam a OEC para a esquerda, e tal como observado

em estudos de saturacdo de oxigénio com células AA, o bLHMF é

alostericamente o composto mais potente (APsq = -25,2 mmHg)
seguido por FUF (APsg = -15,8 mmHg) e por ultimo vanilina (APsg
= -13,5 mmHg). A Figura 3 mostra a curva OEC para os trés

compostos a uma concentracdo de 5 mM e pode-se ver que a OEC
do LHMF é a mais significativamente desviada para a esquerda
em comparacdo com a OEC da FUF e da vanilina. Como observado
anteriormente para a vanilina tanto com células AA como SS
(Abraham, et al., 1991), concentracdes elevadas dos compostos
avaliados deram origem a uma curva OEC de forma mais

hiperb6lica do que a curva normal em forma sigmoidal.
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Tabela 3: Estudos de saturacdo de oxigénio e da formacdo de aductos

com eritrdécitos falciformes homozigdticos®

Composto | Células SS | Células SS | Hemolisado | Hemolisado Aducto

Pso (mmHg)® | APsy (mmHg)© | Pso (mmHg) APsy (mmHg)® | HbS (%)¢

Controlo*)| 31,2 + 1,0 - 11,2 + 0,2 - -

Vanilina*)| 17,7 + 2,2 -13,5 8,1 + 1,1 -3,1 15 + 3,6
FUF*) 15,4 + 1,7 -15,8 5,3+ 0,6 -5,9 24 £ 5,7
5HMF 6,0 + 1,2 -25,2 1,8 + 0,3 -9,4 70 £10,0

" O0s resultados sdo a média t+ erro padrdo de duas medicdes. *p., & a
pressdo de oxigénio a qual as células SS (hematdécrito de 10%) ou o
hemolisado (na auséncia ou presenca de composto solubilizado em
DMSO) estdo 50% saturados em oxigénio. ©APsy, é a Psy, de células SS
tratadas com os compostos ou a Ps; de controlo do hemolisado.
dValores de Ps, obtidos com hemolisado apds a incubacdo de compostos
com células SS. “Valores do aducto com HbS obtidos de padrdes de
eluicdo por HPLC de hemolisado apds incubacdo de compostos com

células SS.

*) Para fins comparativos apenas

Transporte através da membrana de eritrécitos falciformes
homozigdéticos e reacg¢do com HbS. Estes testes foram realizados
para determinar se o desvio para a esquerda observado no caso
de células SS tratadas com composto é o resultado de uma
interaccdo directa do composto com HbS. Pretendeu-se também
determinar se as alteracdes na Psy observadas em células SS
tratadas com os compostos de teste podiam ser atribuidas a
formacdo de diferentes niveis de aducto composto-HbS. Os
resultados estdo resumidos na Tabela 3 (colunas 4-6). Cada um
dos compostos avaliados produz um novo pico de HbS modificada
que elui antes do pico da HbS original, indicando a formacéao
de aductos de HbS covalentemente modificada. O 5HMF modificou
a HbS em maior grau (70%), seguido pelo FUF (24%) e, por
Ultimo, a vanilina (15%). A Figura 4 ilustra estudos por HPLC
de permuta catidnica do hemolisado de células SS apds reaccédo
com bLHMF, a uma concentracdo de 5 mM. Os compostos também
desviaram a OEC do hemolisado para a esquerda. Estes desvios

seguem a mesma tendéncia observada durante os estudos com
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sangue total normal. O bLHMF provoca o maior desvio para a
esquerda da Hb (APsy = -9,4 mmHg), seguido por FUF (APsy = -5,9

mmHg) e por ultimo a vanilina (APsy = 3,1 mmHg).

Estudos de anti-falciformacdo dos compostos com eritrdécitos
falciformes homozigdticos. Apds exposicdo de suspensdes de
células SS a 4% de oxigénio e na auséncia dos compostos de
teste, todas as células sofreram falciformacdo. Na presenca de
vanilina, FUF e 5HMF (em concentracdes de 5 mM) a percentagem
de células SS diminuiu 20, 30 e 90%, respectivamente (Tabela
4, colunas 2 e 3). O bBHMF inibiu a falciformacdo em maior
grau, seguido pelo FUF e a vanilina. Estes resultados seguem a
tendéncia observada no desvio para a esquerda da OEC, assim
como a formacdo de aductos composto-HbS. A Tabela 4 mostra
também os resultados do efeito anti-falciformacdo dose-
dependente de FUF e OHMF. Diferentes concentracdes destes
compostos diminuiram a formacdo de células SS de forma dose-
dependente. No entanto, ao contrario do 5HMF, o FUF nd&o inibiu
a falciformacdo celular a concentracdes mais Dbaixas de

composto (1 e 2 mM).
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Tabela 4: Estudos de anti-falciformacdo com eritrdcitos falciformes
homozigéticos®
Composto Falciformacdo de Inibicdo da falciformacdo de| VCM®
células SS (%) células SS (£1)
Controlo 100 0 61,5
Vani 5 mM*) 80 20 £ 6,5 61,0
FUF 1 mM*) 100 0 60,3
FUF 2 mM*) 100 0 60,0
FUF 5 mM*) 70 30 £ 7,0 62,8
S5HME 1 mM 87 13 62,5
5HMF 2 mM 58 42 + 1,0 61,0
SHMF 5 mM 10 90 + 5,0 61,4
" O0s resultados s&o a média + erro padrdo de duas medicgdes. °Estudos
de anti-falciformacdo com células SS (hematdécrito de 10%) e

oxigénio inferior a 4%.

“VCM é o volume corpuscular médio.

*) Apenas para fins comparativos

O efeito de eritrécitos

falciformes homozigdéticos -

compostos  no tamanho de
Conforme se pode ver na Tabela 4
2 e b5

(coluna 4), a incubacdo de células SS com FUF ou 5HMF 1,

mM nao provocou alteracdes nos volumes celulares.
Estudos de cristalizagcdo. Hb desoxigenada complexada com FUF
T e

R2. O estado T co-cristalizado com FUF e b5HMF revela apenas

ou bHHMF cristalizados em ambas conformacdes de estados,
uma fraca ligacdo destes compostos, enquanto o estado R2 co-

cristalizado com estes compostos mostra uma ligacdo muito
4:1,

nos mesmos
5HMF,
observados mais cristais no estado R2 do que no estado T; para
o FUF,

um grande

observamos
tubos de

sempre

forte. Com razdes de composto para Hb de

cristais de ambos os estados, T e R2,

cristalizacédo. Curiosamente, para o foram
0 oposto era geralmente verdadeiro.
utilizado (2 10
quase todos os testes de co-cristalizacdo com FUF e

R2.

No entanto, gquando

excesso de composto é excesso

molar),

5HMF deram origem apenas a cristais no estado Estes
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resultados sugerem que o 5S5HMF é alostericamente mais potente
do que o FUF, o dque é consistente com os resultados

bioldbgicos.

Cristais nativos no estado R2 estado foram previamente
cristalizados em condicdes de sal baixo (Silva, et al., 1992),
mas ndo em condicdes de sal elevado. As estruturas dque
resultaram dos co-cristais no estado R2, como j& referido,
possuem moléculas de &agua ou de 0, (complexos de Hb com FUF e
com bHMF, respectivamente) coordenadas aos &atomos de Fe. Na
realidade, pensa-se que os ligantes sdo uma mistura de 0, CO
e A&gua, uma vez dgque a anhadlise dos complexos no estado R2
revelou a presenca de COHb, metHb e oxiHb (60-85%), em
comparacdo com cerca de 16% de co-cristais no estado T. A
presenca de ligantes nos co-cristais do estado R2 pode ser
devida ao facto de a cémara anaerdbica utilizada nestas
experiéncias ndo ter sido talvez completamente desprovida de
oxigénio durante a preparacdo da cristalizacdo. Curiosamente,
0s co-cristais no estado T que ocorreram nas mesmas solugdes
que o0s co-cristais no estado R2 ndo apresentavam qualquer
densidade residual para a ligacdo de ligantes ao Fe. Estas
constatacdes demonstram a natureza de alta afinidade do estado
relaxado da Hb em relacdo ao seu estado tenso. Estes
resultados também mostram claramente que a estrutura
quaternaria do estado R2 é fisiologicamente importante como

anteriormente indicado (Srinivasan e Rose, 1994).

Ao contrario dos resultados de cristalizacdo dos estados
T e R2, e de forma bastante significativa, testes repetidos de
cristalizacdo do estado R ndo resultaram em guaisquer co-
cristais, especialmente a concentracdes elevadas dos compostos
(25 molar de excesso em relacdo ao tetrdmero de Hb). No
entanto, na presenca de baixas concentracdes dos compostos (4
molar de excesso em relacdo ao tetrdmero de Hb), foram
observados muito poucos co-cristais no estado R, tanto para o
FUF como para o 5HMF, com a maioria dos complexos ficando em
solucdo. E necessario salientar que foi facil obter cristais
nativos no estado R (teste controlo, sem adicdo de qualquer

composto) nestas mesmas condicdes de cristalizacéo.
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Descricdes das estruturas dos complexos no estado R2. As
estruturas dos complexos FUF-Hb e 5HMF-Hb contém um tetrémero
olBl-c02B2 na unidade assimétrica. Os complexos no estado R2 e

o estado nativo R2 tém essencialmente as mesmas estruturas

quaternédrias da Hb (desvio da raiz quadrada média (drgm) ~ 0,4
A). No entanto, a comparacao das estruturas dos complexos no
estado R2 com Hb nativa nos estados R (cdbdigo PDB: 1AJ9) e T

(coédigo PDB: 2HHB) , mostram diferencas estruturais
quaternarias muito significativas, com desvios drgqm ~1,8 A e

~3,3 A, respectivamente. Como anteriormente analisado e
divulgado por Silva et al., (1992) para as estruturas de Hb
nativa nos estados R, T e R2, as transicdes alostéricas entre
as estruturas complexas de R2 e as estruturas de R e T mostram
extensa reorganizacdo das interfaces olR2, olo2 e B1R2 dos
trés estados da Hb. As estruturas foram sobrepostas utilizando
o0 dimero «olfl invariante (residuos Ca) no sistema BGH (BGH

frame), conforme definido por Baldwin e Chothia (1979).

Seguem-se descricdes pormenorizadas das interaccdes entre
o estado R2 da Hb e os dois compostos, FUF e 5HMF. Estes dois
compostos furédnicos sdo bem ordenados, com ocupacdes de
aproximadamente 100%. Os compostos ligam-se de acordo com a
simetria na fenda o as duas oVall N-terminais, com o grupo
funcional aldeido formando uma ligacdo covalente com o azoto
livre da valina. As interaccdes especificas entre os compostos
e a proteina serdao analisadas apenas em relacdo ao local de
ligacdo de olVall, uma vez que a outra molécula relacionada
com a simetria ©participa de forma semelhante, mas em
interacdes opostas, no local de ligacdo de «o2Vall. Uma
interaccdo covalente entre o aldeido e o azoto de «olVall
dirige o anel de furano dos compostos em direccdo a cavidade
central de agua. Na estrutura FUF-Hb, o composto ligado parece
ter duas conformacdes alternativas, dque diferem em guase
180 °. O oxigénio aromético participa numa ponte de hidrogénio
muito fraca entre as subunidades com o2Serl138 OG (3,6 A), que
serve para unir as duas subunidades «. Curiosamente, gquando o

composto é girado para a sua conformacdo alternativa, o
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oxigénio fica frente-a-frente a cavidade de &gua e participa
numa ponte de hidrogénio intra-subunidades fraca com «lSerl31
0OG (3,5 A). H& muito poucas interaccdes hidrofébicas (< 3,8 A)

entre o anel furano e os residuos Lysl27 e Alal30.

Ao contradrio do FUF, ndo se comprova a rotacdo do
composto no caso da molécula de 5HMF ligada, e é assumida uma
conformacdo com o oxigénio do anel que fica frente-a-frente a
cavidade de &gua. A interaccdo observada entre FUF e oSerl38
OG estéd, portanto, ausente na estrutura do complexo 5HMF-Hb.
Tal como com o FUF, o oxigénio do anel do 5HMF participa numa
ponte de hidrogénio intra-subunidades mais forte com olSerl31l
0OG (3,1 A), do que o FUF. Além disso, o substituinte 5-
hidroximetilo do 5HMF também estabelece uma forte interaccéao
de pontes de hidrogénio intra-subunidades com a «lThrl134 OGI
(2,6 A); esta interaccdo estd ausente na estrutura do complexo
FUF-Hb. Enquanto ¢) FUF  une as duas subunidades o,
estabelecendo uma ponte de hidrogénio fraca entre as
subunidades com «2Serl38 O0OG, as duas moléculas de bHHMF séo
unidas por uma forte rede de seis pontes de hidrogénio
mediadas por agua, através do hidroxilo e do oxigénio do anel
que unem as duas subunidades «o. Algumas destas moléculas de
dgua s&do conservadas na cavidade de ligacdo do FUF, mas séao
méveis e ndo estabelecem contacto através de pontes de
hidrogénio com as moléculas FUF. Tal como a estrutura de FUF-
Hb, existem muito poucas interaccdes hidrofébicas (< 3,8 A)
entre o S5HMF e a Hb. O aumento do numero de interaccdes entre
o LHHMF e os residuos de proteinas (em comparacdo com o FUF),
bem como as pontes de hidrogénio fortes mediadas por agua
lacos que unem as duas subunidades o na estrutura do complexo
com bHMF, podem explicar em parte por gque razdo o 5SHMF ¢é

alostericamente mais potente do que o FUF.

Descricdes das estruturas dos complexos do estado T. As
estruturas dos complexos FUF-Hb e LHMF-Hb contém um tetrémero
de «olPl-o2B2 na unidade assimétrica. Ao contrario das
estruturas dos complexos do estado R2, os complexos do estado
T ndo mostram claramente uma ligacdo ao composto. Alguns co-

cristalis examinados apresentavam uma maior densidade em
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composto do que outros; no entanto varias tentativas de
desenvolvimento de modelos para melhorar a densidade em
composto ndo foram suficientemente bem-sucedidas para permitir
um ajuste fidvel do composto. Os complexos do estado T e o

estado T nativo possuem essencialmente as mesmas estruturas

quaternarias da Hb (drgm ~ 0,4 A). A sobreposicdo dos locais
de ligacdo de oVall também revela muito poucas diferencas
estruturais. Além disso, devemos salientar dgque no nosso
laboratério conseguimos isolar facilmente estruturas do estado
T com compostos ligados covalentemente, com uma densidade
electrdénica claramente definidas na oVall N-terminal, usando
as mesmas condicdes de cristalizacdo do estado T, conforme
descrito atréds (Abraham, et al. 1995; Boyiri, et al., 1995).

Descricdes das estruturas dos complexos no estado R:
Ambas as estruturas dos complexos FUF-Hb e bLHMF-Hb contém um
dimero olBl na unidade assimétrica. Surpreendentemente, alguns
cristais do estado R obtidos nestes testes apresentam apenas
uma densidade esparsa nos locais de ligacdo da oVall N-
terminal. Embora os complexos do estado R e as estruturas
quaternarias nativas sejam indistinguiveis (drgm ~ 0,4 A), o
terminal C (os residuos Trpld0 e Argy4dl) exibem diferencas
posicionais significativas. Nas estruturas complexas, estes

residuos giraram na olLysl39, deslocando a oArgldl gquase 180
da sua posicdo na estrutura nativa, enquanto a oTyrl4o0
afastou-se ~2 A. O OH da aTyrl40 participa agora em pontes de
hidrogénio com o N da oVal93 e da oPro95 nas estruturas do
complexo, em vez das pontes de hidrogénio do estado R nativo
com o N e o O da oVal93. A reorientacdo do terminal C levou a
uma fenda de ligacdo muito maior nas estruturas dos complexos
do estado R de forma a permitir a ligacdo do composto, embora
fraca. Isto contrasta com a estrutura nativa, onde os residuos

C-terminais impedem estericamente este sitio de ligacéo.
Discussao

Estes estudos identificaram derivados baseados em furano,

que ocorrem naturalmente em alguns alimentos, como potenciais
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novas terapias para tratar a DCF. Os resultados destes estudos
indicam claramente que estes compostos possuem a capacidade
de: (1) atravessar membranas de eritrdocitos falciformes
homozigdticos; (2) reagir com a HbS; e (3) alostericamente
desviar a OEC da Hb para o estado de alta afinidade, que néo
forma polimeros de HbS. Além disso, determindmos gque a mudanca
na afinidade pelo oxigénio das suspensdes de células SS
causada por estes compostos depende do grau de ligacdo a HbS;
o LSHMF revelou a quantidade mais elevada de aducto composto-
HbS e, como esperado, fol o mais potente em termos de desvio
para a esquerda da OEC. Além disso, os resultados apontam
claramente que a substituicéo, assim como © tipo de
substituicdo na posicdo 5 do anel central de furano séao
importantes para as actividades biolégicas. O 5HMF, gque possui
um alcool alquilo na posicdo 5 do anel furano, é mais potente
do que o LOMF ou o bLEF (Figura 2), o0s dguals possuem porcdes
hidrofébicas nesta posicdo. O FUF sem uma substituicdo é o
menos potente. Isto é consistente com 0s resultados
cristalogrédficas, que indicam que o grupo hidroxilo do G5HMF
estd intimamente envolvido em interaccdes que estabilizam o
estado relaxado. Os coeficientes de Hill da Hbs modificada séo
relativamente inferiores aos da Hb n&do modificada, sugerindo
uma diminuicdo na cooperatividade. Isso era esperado devido ao
aparente enfraquecimento das interacdes entre dimeros pela
ligacdo dos compostos ao estado T, conduzindo a uma maior
afinidade pelo oxigénio, cooperatividade reduzida e um desvio

para a Hb alta afinidade.

Actividade anti-falciformacdo dos compostos furdnicos. Os
resultados da avaliacdo do FUF (teste comparativo) e do 5HMF
(presente invencédo) com células SS mostram que estes compostos
tém fortes propriedades de anti-falciformacdo, mais fortes do
que outros aldeidos com conhecidas propriedades de anti-
falciformacdo. A uma concentracdo de 5 mM, o B5HMF inibiu a
falciformacdo de células aproximadamente 4 e 2,5 vezes mails do
que a vanilina e o FUF, respectivamente. Notavelmente, mesmo a
concentracdo de 2 mM, o 5HMF reduz a falciformacdo de células
em 42%, o dobro da wvanilina a uma concentracdo de 5 mM. O

5HMF, que modifica a HbS em maior grau, é o mais potente
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composto em termos de desvio para a esquerda da OEC, bem como
o mais potente agente contra a falciformacdo; o 1inverso é
verdadeiro para a vanilina. Assim, a accdo de anti-
falciformacdo destes compostos  parece resultar da sua
capacidade para se ligarem a HbS e desviar a OEC para a
esquerda, em direccdo ao estado de alta afinidade. E embora as
actividades de anti-falciformacdo do 5MF e do 5EF (Figura 2)
ndo tenham sido determinadas, com base na relacdo estrutura-
actividade, prevemos que ambos compostos apresentem uma
actividade anti-falciformacdo entre as actividades do FUF e do
S5HMEF.

E também significativo o facto de que os compostos nédo
desidratam as células SS. A polimerizacdo da HbS e a
falciformacao das células SS estédo relacionadas com
concentracdo intracelular de HbS, portanto, qualquer agente
que cause desidratacéo dos eritrécitos aumentaré a
concentracdo molar de HbS e presumivelmente aumentara a
formacdo de polimero. Além disso, embora ndo tenha sido
referido, os compostos ndo promoveram a formacdo de metHb ou

da Hb desnaturada associada a membrana.

Mecanismo da actividade de anti-falciformacdo dos
compostos furdnicos. Os resultados destes estudos mostram
claramente que os compostos furédnicos ligam-se covalentemente
ao estado T da HbS desestabilizando-o e/ou ao estado R
estabilizando-o. Como resultado, o equilibrio alostérico é
desviado para a esquerda em direccdo a HbS mais soluvel e de
alta afinidade, sob a forma da conformacdo R2. Tanto gquanto
sabemos, esta é a primeira constatacdo deste tipo na
literatura, que mostra que um composto induziu uma alteracéo
conformacional da Hb do estado T para a Hb do estado R2,
conduzindo a formacdo de co-cristais do estado R2, em solucéo
de desoxiHb. Foi sugerido que esta seria a causa subjacente
para as actividades de anti-falciformacdo observadas. Para
entender a nivel atémico o mecanismo subjacente as actividades
biolbgicas dos compostos, referimos duas publicacdes
fundamentais pelo grupo de Abraham (Abraham, et al., 1995;

Boyiri, et al., 1995), nas qguais os autores sugerem gue
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agentes como a FSA (Figura 2), que formam aductos de base de
Schiff com o azoto da oVall N-terminal do estado T e fornecem
grupos para as pontes salinas e de hidrogénio com o dimero
oposto (transversalmente ao eixo duplo), aumentam as
restricdes ao estado T. Estas restricdes adicionais desviam o
equilibrio alostérico em direccdo ao estado T de Dbaixa
afinidade. Por outro lado, agentes como DMHB (Figura 2), due
se ligam ao estado T de modo semelhante mas que nédo participam
em quaisquer interaccdes de pontes salinas ou de hidrogénio
com o dimero oposto, desviam a OEC para a esquerda. Sugere-se
que estes agentes rompem a ligacdo mediada por &agua entre a
oVall N-terminal e a oArgldl C-terminal do dimero oposto, o
que leva a desestabilizacdo do estado T, e como resultado o
equilibrio alostérico é deslocado em direccdo ao estado R de
alta afinidade. Ao contrario do FSA, os compostos furdnicos
ndo tém um substituinte de carboxilato que participe em
interaccdes estabilizadoras entre as subunidades guando estéo
ligados ao estado T. O que ndo é claro é a forma como estes
compostos se ligam ao estado T, uma vez gque os estudos
cristalogrdficas mostram apenas uma densidade em composto
fraca e indefinida. No entanto, se supusermos que os compostos
se ligam com a mesma orientacdo observada nas estruturas dos
complexos do estado R2, um ajuste hipotético do 5HMF ao local
de ligacdo da oVall N-terminal no estado T (com a ajuda da
fraca densidade de composto) mostra este composto a participar
apenas em 1interaccdes intra-subunidades com oThrl34 O0Gl e
aSerl3la OG. Assim, parece que os compostos furénicos se ligam
ao sitio da oVall N-terminal do estado T, rompem a ponte de
hidrogénio nativa mediada por &gua entre oVall e aArgldl e
desestabilizam o estado T. O resultado desta desestabilizacédo
¢ uma mudanca alostérica para a Hb de alta afinidade e
relaxada, sob a forma do estado R2. Este mecanismo &
consistente com os seguintes factos: (1) os cristais do estado
R2 foram formados a partir de uma solucdo de desoxiHb/composto
furdnico e (2) a cristalizacdo do estado T na auséncia de
composto furdnico ndo resultou em cristais no estado R2. Na
verdade, todos os cristais do estado T que foram isolados em
conjunto com os cristals do estado R2 tinham apenas de fraca

densidade de composto - claramente estes cristais do estado T
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ndo tinham suficiente composto ligado para efectuar a mudanca
alostérica. Coerente com esta observacdo é o facto de que a
adicdo de um grande excesso de compostos furédnicos resultou na
formacdo de 100% de co-cristais no estado R2 a partir da
solucdo de desoxiHb complexada - devido a saturacdo do sitio

de ligacdo das moléculas de desoxiHb.

Os resultados funcionais e cristalograficas observados,
bem como o mecanismo proposto, suscitam a questdo interessante
sobre a razdo por que se formam cristais no estado R2 e néao
cristais no estado R durante o teste de cristalizacdo do
estado T. Anélises visuais e estudos de docking molecular das
cavidades de ligacdo da oVall N-terminal de conhecidas
estruturas nativas de Hb nos estados T, R e R2 podem lancar
luz sobre esta dquestdo. Sobrepuseram-se estruturas nativas
utilizando o dimero «lfl invariante (residuos Cx) no sistema
BGH (Baldwin e Chothia, 1979). Em ambos os estados T e R2, as
cavidades de ligacdo da Hb sdo surpreendentemente maiores do
que no estado R. Estudos de docking mostram que o B5HMF pode
ser facilmente ajustado as cavidades de ligacdo dos estados T
e R2 sem interferéncia estérica; por outro lado, a cavidade de
ligacdo da oVall N-terminal da Hb nativa no estado R esté
estericamente preenchida devido & presenca dos residuos C-
terminais Tyrl40 e Argldl. Assim, para o 5HMF poder ligar-se
ao estado R terd de haver reorganizacdo dos residuos nas
cavidades de ligacdo. Isto é exactamente o que ocorre nas
estruturas dos complexos no estado R, que exibem cavidades de
ligacdo maiores do que a estrutura nativa. Parece razoavel que
a reorganizacdo dos residuos nas cavidades de ligacdo no
estado R retarde consideravelmente a incorporacdo do composto
no local de ligacdo (em comparacdo com o0s estados T e R2).
Estas observacdes podem explicar em parte por que razdo a
ligacdo dos compostos furdnicos a desoxiHb desestabiliza esta
proteina para o estado R2 e ndo para o estado R. Além disso,
podemos razoavelmente supor gque estes compostos se ligam
directamente e com maior afinidade ao estado R2 em comparacéio
com o estado R, e os aductos composto-HbS observados durante
as analises por HPLC das células SS sdo principalmente devido

a 1incorporacdo dos compostos no estado R2. Devemos salientar
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que ndo hé nenhuma explicacdo o6bvia para o facto de nédo se
observarem cristais do estado R2 na cristalizacdo aerdbica da
solucdo de composto-COHb. No entanto, é bem possivel que o
complexo no estado R2 exista em solucdo mas ndo consiga
cristalizar. 1Isso é consistente com o facto de que duase
nenhum dos testes de cristalizacdo aerdbica deu origem a
cristais e os poucos que o fizeram, produziram apenas alguns
cristais do estado R, com a maioria das espécies complexadas

permanecendo em solucao.

Com base nos resultados, sugere-se que as diferencas
observadas nas actividades bioldégicas dos compostos furédnicos
avaliados sdo devidas aos seus modos de ligacdo ao estado T e
ao estado R2. Nas estruturas dos complexos no estado R2, o
5HMF possul a capacidade de estabilizar a conformacdo relaxada
em maior grau do que o FUF (como referido atrés). A modelacéo
dos dois compostos ao estado T indica também gque o O5HMFE se
ligaria mais firmemente ao estado T do que FUF. Portanto, na
auséncia de interaccdes de pontes salinas entre as subunidades
por estes compostos no estado T, espera-se dque o bHMF

desestabilize o estado T, mais do que o FUF.

Estudos por Abraham et al. com vanilina (1991), Johnson
et al. com piridoxal (1985) e Park et al. com isotiocianatos
substituidos, (2003) sugerem qgue 0OS efeitos de anti-
falciformacdo destes compostos sdo devidos a inibicdo directa
da formacdo de polimeros no estado T e/ou a maior formacado de
moléculas no estado R. Estes estudos pressupdem a formacdo de
Hb no estado R com base na capacidade dos compostos para
desviarem a OEC para a esquerda. Claramente, 0s nossos estudos
mostram inequivocamente que é& o estado R2, e ndo estado R, que
se forma quando a OEC é desviada para a Hb de alta afinidade.
Assim, o modo de accdo dos compostos furédnicos parece ser
diferente dos outros compostos com propriedades de anti-

falciformacéo.

Conclusdes. Uma HbS na forma homozigdbtica, com um volume
de sangue de 4 L e um hematdédcrito de 25%, tem aproximadamente

5 mmol de HbS. Para a completa modificacdo de HbS com S5HMFE (pm
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= 126), 10 mmole serdo necessarias, uma vez que duas moléculas
ligam-se a Hb, traduzindo-se em 1,26 g de composto. Uma vez
que uma modificacdo de 30% da HbS seréd suficiente, em
principio, para se obterem beneficios clinicos, seria
necessario administrar apenas 378 mg deste composto (assumindo
que o farmaco tem apenas HbS como alvo). Para um composto como
o 5HMF, gque € ndo toéxico, uma dose larga pode ser aceitéavel,
uma vez que certos alimentos consumidos diariamente, tais como
o café e produtos de caramelo possuem concentracdes de 5LHMF
que, por vezes, excedem 6 g/kg (Janzowski, 2000). Em ratos, a
DLso aguda oral de 5HMF é 2,5 g/kg para os machos e 2,5-5,0
g/kg para as fémeas (US EPA, 1992). Em comparacdo, a vanilina,
que é considerada ndo téxica, tem uma DLsg aguda oral de 1,58
g/kg. Os outros compostos furdnicos também ocorrem na natureza
e, com excepcdo da FUF, ndo hé& nenhum relatdédrio sobre
eventuais efeitos adversos do MF e do EF. Os agentes contra a
falciformacéo, a vanilina e o 12C79, também se ligam
covalentemente a Hb e ambos demonstraram ser clinicamente néao
téxicos (Fitzharris, et al., 1985; Orringer, et al., 1988).
Notavelmente, o OHMF ¢é dquatro vezes mais eficaz do que a
vanilina, que se encontra actualmente em estudos clinicos para
o tratamento da DCF. Assim, os compostos furdnicos também
podem ser moléculas de féarmacos viaveis. 0Os resultados deste
estudo também apresentam uma visdo coerente das poténcias de
anti-falciformacdo e 0s mecanismos a nivel atdédmico de novos
agentes contra a falciformacdo. Com esses dados, serd possivel
a realizacdo de estudos de estrutura-actividade que 1iréo

resultar no desenvolvimento de andlogos com maior poténcia.

Exemplo 2. O efeito anti-falciformacao in vivo do 5-HMF

O efeito anti-falciformacdo in vivo do 5-HMF foi
investigado com ratos transgénicos (Tg) que produzem HbS
humana. Uma vez que o sangue de rato do tipo selvagem tem uma
OEC extremamente deslocada para a direita (Psg do sangue de
rato: 40-44 mm Hg) em comparacao com a OEC do sangue humano
(Pso das células AA: 26,5 mm Hg; P59 das células SS: 32 mm Hg),
neste estudo utilizaram-se ratos transgénicos portadores de

DCF que produzem aproximadamente a mesma dquantidade de pB-
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globina humana e de rato e 100% de B°.globina humana. A Psg
desses ratos situa-se entre 26 e 34 mm Hg, dependendo da
percentagem da B-globina de rato. Foi utilizado 5% de oxigénio
(5% 0y, 95% N,), porque os ratos desenvolvem sequestro
broncopulmonar quase 1mediatamente apds exposicdo a 5% de 0;.
Embora alteracdes semelhantes ocorram sob pressdes de oxigénio
entre 6 e 10 mm Hg, nem todos os ratos desenvolvem sequestro
broncopulmonar induzido por hipoxia, indicando que é
necessario um numero elevado de ratos transgénicos portadores
de DCF para se obter resultados estatisticamente
significativos. Apds a exposicdo a hipoxia, pode-se determinar
a percentagem de células falciformes no sangue, bem como o
tempo de sobrevivéncia. O5HMF (100 mg/kg de peso corporal)
dissolvido num pequeno volume de DMSO foi diluido com solucéo
salina antes de injeccdo i.p. Nos testes de hipoxia, os ratos
transgénicos portadores de DCF foram expostos a hipoxia
durante um periodo de até 1 hora; dquaisquer ratos que
sobreviviam ao fim de 1 hora foram sacrificados por deslocacéao
cervical sob anestesia. Em todos os casos, os ratos foram
imediatamente dissecados apdés a morte. O coracdo, pulmdes,
cérebro, figado, baco e rins foram fixados em formol tamponado
com fosfatos a 10%. Amostras de tecido foram incorporadas em
parafina de acordo com métodos padrdo. Seccdes foram cortadas
e coradas com uma solucdo de hematoxilina-eosina para anélise

por microscopia de luz.

Resul tados

A Figura 5 mostra o grafico de sobrevivéncia de Kaplan-
Meir para ratos controlo e ratos transgénicos portadores de
DCF pré-tratados com SHMF. Sem  tratamento, 0s ratos
transgénicos portadores de DCF expostos a 5% de oxigénio
morrem num espaco de 15 min devido a sequestro pulmonar. Apds
tratamento prévio dos ratos transgénicos portadores de DCF com
5HMF, mais de metade dos ratos sobreviveu durante mais de 25
min. Como se mostra na Figura 6, o tempo de sobrevivéncia
médio dos ratos de controlo foi de 9,6 min (N = 13), enqgquanto
o tempo de sobrevivéncia médio dos ratos pré-tratados com 5HMF

foi de 38,4 min (n = 8). Foli investigada a morfologia das
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células SS no sangue arterial aos tempos 0, 10, 20, 30, 40, 55
e 60 min. A percentagem de células falciformes na artéria da
cauda dos ratos de controlo e dos ratos tratados com 5HMFE ao
longo do tempo estd apresentada na Figura 7. As alteracdes na
percentagem de células falciformes no sangue arterial de um
dos ratos transgénicos portadores de DCF que foram expostos a
hipoxia (5% de oxigénio) foram investigadas. A percentagem num
rato ndo tratado aumentou de quase zero para mais de 30% e o
animal morreu em 15 min. Estudos histopatolégicos revelaram
que os capllares e o0s pequenos vasos sanguineos dos pulmdes
desses ratos estavam cheios de células falciformes. A
percentagem de células falciformes num dos ratos tratados com
SHMF (100 mg/kg de peso corporal) mostrou que embora a
percentagem de células falciformes tenha aumentado, as células
falciformes s&@o as chamadas células falciformes parcialmente
oxigenadas (P0OSCs) com extremidades rombas (Asakura, 1994).
Estas células sédo flexiveis e podem passar em capilares. Apds
conversdo das POSCs em células falciformes parcialmente
desoxigenadas (PDSCs), aquelas ficam rigidas e presas nos
capilares encontrados. O O5HMF ndo s6 reduziu a formacdo de
POSCs, mas também impediu a conversdo de POSCs flexiveis a

PDSCs rigidas.

Conclusdo Como se pode ver, testes in vivo com ratos
transgénicos portadores de DCF que produzem Hb humano
falciforme mostraram que o pré-tratamento dos ratos com 5HMF
(administracédo intraperitoneal) prolonga significativamente o
tempo de sobrevivéncia em condicdes hipdxicas severas (5% de
oxigénio). Estes resultados indicam gque o OLHMF é um novo
agente contra a falciformacdo, gque atravessa a membrana
eritrocitica, forma aductos com a Hb e inibe a falciformacéo

induzida por hipoxia das células SS.
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EXEMPLO 4: Forma de pré-farmaco de um agente contra a
falciformacdo heterociclico de 5 membros para tratar a doenca

das células falciformes

Sintese do éster etilico do &acido 5-hidroximetil-2-furfural-

tiazolidina-4-carboxilico (MSDD1l), um pré-farmaco de 5-HMF

Foi sintetizada uma forma de pré-farmaco do S5HMF, o éster
etilico do acido 5-hidroximetil-2-furfural-tiazolidina-4-
carboxilico (MSDDl). O MSDD1l tem a fraccdo nativa de aldeido
protegida contra a metabolizacdo no intestino para a forma do
derivado inactivo de éacido. Essa proteccdo conduz a um aumento
na biodisponibilidade e na semi-vida do 5HMF in vivo. Para a
sintese, uma solucdo agitada de O5HMF (1,51 g, 12 mmole) em
etanol absoluto (30 mL) foi adicionada a uma solucdo de
cloridrato de éster etilico de L-cisteina (2,23 g, 12 mmol) e
de N-etildiisopropilamina (2,55 g, 12 mmole) em etanol
absoluto (30 mL). A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante a noite. A mistura foi diluida
com agua (100 mL) e o produto foi extraido com acetato de
etilo (3 x 50 mL). A fase orgénica foil seca, evaporada e o
produto foi purificado por cromatografia flash em silica gel

para dar 2,77 g do produto.

CHO s CO,CH,CH,

Ester etilico de L-cisteina / \ H
/@\ _— HOH,C o N
HOH,C . EDA, EtOH \>\

C. Estudos da curva de saturacdo de oxigénio com MSDD1 em

sangue total normal:

MSDD1 foi testado em sangue normal total de adulto em
condicbes 1in vitro para determinar se o bLHMF, com o seu
aldeido activo protegido por éster etilico de L-cisteina,
teria um efeito sobre a OEC em sangue total, utilizando
tonometria de multiplos pontos. O teste fol realizado como
descrito para OLHMF no Exemplo 1, subtitulo "Estudos de

saturacdo de oxigénio com sangue total normal". Os estudos de
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saturacdo de oxigénio com sangue total demonstraram dque
enquanto o 5HMF (com o seu aldeido activo livre desprotegido)
desvia a OEC para a esquerda, o prdé-fadrmaco de 5HMF (com o
aldeido protegido) claramente ndo exerce qualgquer efeito sobre
a OEC. Isto sugere que o aldeido, que é o grupo funcional
activo, ainda estd protegido pelo grupo tiazolidina-4-éster e
ndo hidrolisa durante o teste in vitro. Isto era de esperar,
uma vez dque as condicdes em que os estudos in vitro foram
realizados né&o deveriam conduzir a hidrdélise do grupo

tiazolidina-4-éster para libertar o composto activo de 5HMF.

EXEMPLO 5. Métodos para aumentar a hipoxia dos tecidos para

tratamento do cancro

Os compostos da invencdo presente também sdo uteis para o
tratamento do cancro. 0Os compostos aldeidicos heterociclicos
de 5 membros e os seus derivados aldeidicos protegidos ligam-
se e desestabilizam a hemoglobina no estado tenso (T),
resultando no desvio do equilibrio alostérico para a Hb de
alta afinidade, sob a forma de Hb no estado R2. A ligacdo a
Hb, desloca a «curva de saturacdo de oxigénio para a
hemoglobina de alta afinidade do estado R2. Desta forma os
compostos induzem tecido normal e hipoxia do tumor ao ligarem-
se a hemoglobina, aumentando a sua afinidade pelo oxigénio e
reduzindo assim a disponibilidade do oxigénio aos tecidos.
Assim, estes compostos sdo de interesse como possiveils
potenciadores de agentes bioreductores e/ou de hipertermia no

tratamento do cancro.

A reducdo do oxigénio disponivel aos tecidos também
conduz a proteccdo contra danos por radiacdo durante a terapia

de radiacdo de raios-X.

Os compostos utilizados de acordo com a presente invencéao
sdo mais potentes do que o 12C792 na estabilizacdo da Hb de
alta afinidade. Além disso, a Dbase de alosterismo destes
compostos é compreendida a nivel molecular, tornando mais

facil criar efectores mails potentes. Assim, estes compostos
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representam uma melhoria dos agentes hipdxicos aldeidicos

conhecidos em termos de poténcia e eficéacia.

Exemplo 6. Estudos de saturacido de oxigénio in vitro com
anidlogos de tiofeno dos agentes heterociclicos de 5 membros

contra a falciformagio em sangue normal total¥*)

Os compostos seguintes: 5-bromo-2-tiofenocarboxialdeido,
4-bromo-2-tiofenocarboxialdeido e 3-metil-2-
tiofenocarboxialdeido foram obtidos de Aldrich Chemical
Company. Amostras de sangue normal (hematdédcrito de 40%) na
presenca de 5-bromo-2-tiofenocarboxialdeido, 4-bromo-2-
tiofenocarboxialdeido e 3-metil-2-tiofenocarboxialdeido 5 mM e
solubilizados em DMSO, foram equilibradas a 37 °C durante 1
hora. As amostras foram, em seguida, 1ncubadas em tondmetros
IL 237 (Instrumentation Laboratories, 1Inc. Lexington, MA)
durante cerca de 10 min a 37 °C e deixadas a equilibrar a
tensdes de oxigénio de 7, 20 e 60 mmHg. As amostras foram
aspiradas para um analisador automético de gases no sangue IL
1420 e para um CO-oximetro IL 482 ou IL 682 (Instrumentation
Laboratories) para determinar o pH, pCO,, pO; e os valores de
saturacdo em oxigénio da Hb (s02). Os valores de pO; e s0O; em
cada nivel de saturacdo de oxigénio foram entdo submetidos a
uma anadlise de regressdo ndo linear com o programa Scientist
(Micromath, Salt Lake City, UT) para determinacdo dos valores
do coeficiente de Hill (nsg) e de Psy. Psy &€ a pressido de

oxigénio em mmHg a qual a Hb estd 50% saturada em oxigénio.

Resultados: Conforme se mostra na Tabela 5, todos os trés
compostos de tiofeno desviam para a esquerda a curva OEC, de
forma semelhante aos compostos furédnicos estudados atrés.
Estes estudos também indicam que os compostos de tiofeno (tal
como os compostos furédnicos) possuem a capacidade de: (1)
atravessar membranas eritrociticas; (2) reagir com a HbS; e
(3) alostericamente desviar a OEC da Hb para o estado de alta
afinidade, dque né&do forma polimeros de HbS. Além disso, os
resultados sugerem que a substituicdo, assim como o tipo de
substituicdo no anel central do tiofeno é importante para as

actividades bioldgicas. Estes estudos mostram que os anadlogos
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de tiofeno também sao potenciais agentes contra a
falciformacéo.

*) apenas para fins comparativos

Tabela 5: Resultados de estudos 1in vitro com compostos

aldeidicos de tiofeno em sangue total

Composto PsoC 2P50d APso Ngo
27,73 | 21,96 | -6,63 | 2,35
/7 \. o
Br S
20,24

5-Bromo-2-tiofenocarboxialdeido

27,73 | 16,85 | -10,56 | 2,41

7 N\ o
s
4-Bromo-2-tiofenocarboxialdeido 17,49
28,10 | 21,55 | -7,01 | 2,35
/ \_ 0
s
3-Metil-2-tiofenocarboxialdeido 20,63

As anélises foram realizadas a uma concentracdo final de composto
de 5 mM. Valor da Psc de controlo, em mmHg, na auséncia de
composto. Valor de Psyd, em mmHg, na presenca de composto. APgy =
(Psod = Psgc) em mmHg. O coeficiente de Hill a uma saturacdo de 50%
(ns,) na presenga de composto. Todas as medig¢des foram repetidas

pelo menos duas vezes.
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REIVINDICACAO

1. Utilizacdo de um composto da férmula seleccionada de:

H H

w. A\

0] CHO

HO / \ 8

N
|

H CQ;CH;CH) .

no fabrico de um medicamento para tratar a doenca das células

falciformes num paciente com sua necessidade.
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