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Sumario

Durante décadas o rastreio e caracterizagdo de novas moléculas fez-se essencialmnete
por recurso a modelos vivos numa perspetiva semi-empirica. A evolucdo dos
conhecimentos em fisiologia e farmacologia, a descoberta e caracterizagao de inUmeros
recetores onde atuam as substancias ativas e a evolucdo da ciéncia em geral e em
particular da biologia e bioquimica levaram, entre outras coisas, ao desenvolvimento
dos modelos baseados no conceito QSAR — Quantitative Structure-Activity
Relationship. Para o desenvolvimento destes modelos contribui a caracterizagdo fisico-
quimica dos intervenientes, sendo a calorimetria umas das ferramentas utilizadas nessa
caracterizacdo. A titulacdo calorimétrica e a microcalorimetria sdo duas das técnicas
calorimétricas que permitem estudar a termodinamica das ligacbes molécula—recetor e
determinar parametros caracteristicos como por exemplo a constante de afinidade.

Neste trabalho, propGe-se a recolha de informacdo sobre as diferentes aplicacbes em
ciéncias farmacéuticas destas técnicas e o estabelecimento de relacbes de relevancia
com o desenvolvimento de novas moléculas e sua caracterizacdo farmacodinamica.
Adicionalmente, faz-se uma revisao sobre a utilizagdo das mesmas na caracterizacgao de

biomoléculas como anticorpos, proteinas e enzimas.

Palavras-Chave: Calorimetria; Calorimetria de Titulacdo Isotérmica; Calorimetria
Diferencial de Varrimento; Calorimetria de Solucdo; Substancia Ativa; Termodinamica.
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Abstract

For decades the screening and characterization of new molecules was achieved mainly
by the use of live models on a semi-empirical perspective. The development of
knowledge in physiology and pharmacology, the discovery and characterization of
numerous receptors which play a major role in the pharmaceutical active ingredients
action, as well as the evolution of science in general and in particular of biology and
biochemistry led, among other things, to the development of the so-called QSAR
models - Quantitative Structure-Activity relationship. For the development of these
models contributed the physical and chemical characterization of the intervinients,
being calorimetry one of the tools used in this characterization. The calorimetric
titration and the microcalorimetry are two of the calorimetric techniques that allow to
study the thermodynamics of molecule-receptor bonds and the determation of
characteristic parameters such as the affinity constant.

In this work, it is proposed the information gathering on the different applications in
pharmaceutical sciences of these techniques and the establishment of important
relationships related to the development of new molecules and their pharmacodynamic
characterization. Adicionally, a review on its use in the characterization of antibodies,

proteins and enzymes is to be made.

Key words: Calorimetry; Isothermal Titration Calorimetry; Differential Scanning

Microcalorimetry; Solution Calorimetry; drug; Thermodynamics.
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I- Introducéo

Os efeitos do calor beneficiam e fascinam a humanidade desde a sua descoberta. Esses
efeitos percebem-se quer na sua utilizacdo doméstica, como arma de defesa, ou no
estudo quimico e fisico das diferentes substancias e materiais. Através das suas
propriedades e da forma como interagem, tornou-se possivel caracterizar a composicao
quimica dos materias, bem como perceber melhor a sua formacéao e degradacéo (Haines,
1995).

O estudo das interacBes intermoleculares é indispensavel quando se pretende
compreender a quimica da vida. Essas interacBes biologicas sdo dependentes da
concentracdo das moléculas presentes, das propriedades do meio onde estdo inseridas,
como a temperatura e a pressao de vapor, e do consequente perfil cinético e
termodinamico da interacdo. E a termodindmica destas interagdes que ¢ medida e que
traduz as trocas e variagOes de calor, e de outras formas de energia associadas. A
termodinamica é determinada pelo tipo e nimero de ligacdes entre as espécies
intervenientes na ligacdo. Do estado em que uma molécula se encontra livre, até se
apresentar num estado complexo, inimeros processos ocorrem. Quando esta se encontra
no estado livre, interage apenas com as moléculas do solvente. Se este for aquoso,
formar-se-do pontes de hidrogénio entre a agua e a superficie polar da molécula. Se por
outro lado a superficie do soluto for apolar, a 4gua organiza-se dando origem a uma

rede de ligacdes de hidrogénio a qual difere da rede inicial (D.Giron, 2002).

No passado, os parametros termodinamicos associados as intera¢fes bioldgicas eram
quantificados utilizando métodos espetroscdpicos. Com o desenvolvimento tecnoldgico
e com o consequente aumento da sensibilidade e a descoberta de outros métodos mais
fidveis, este método caiu em desuso (Ladbury & Chowdhry, 1996), dando lugar aos
métodos calorimétricos para andlise térmica, 0s quais surgiram no século dezoito, em
particular com Lavoisier e Laplace que revolucionaram o pensamento e a pratica
relacionada com os estudos do calor/energia (Haines, 1995).

Os métodos de analise térmica sdo hoje em dia usados em larga escala na investigacao

cientifica em diversas areas. Entre elas destacam-se a quimica, os polimeros, a
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eletronica, a construcdo civil, a geologia, e as ciéncias farmacéuticas; quer no

desenvolvimento quer no controlo de qualidade (Haines, 1995).

Com o exponencial desenvolvimento de técnicas de caracterizagdo como sendo a
calorimetria, e a constante producdo de novos materiais, surgiu a necessidade de
modelar as suas propriedades fisicas e bioldgicas , e com essa finalidade surgiu 0 QSAR
(Cherkasov et al., 2014) - um programa computacional desenvolvido com base no
estudo da estrutura quimica, ou alguma propriedade fisico-quimica, e a respetiva
atividade bioldgica. Esta abordagem tem-se revelado muito Gtil na previsdo da acéo de
novas moléculas através do desenvolvimento de relacGes matematicas baseadas nas suas

propriedades estruturais, fisico-quimicas e conformacionais (Martins & Ferreira, 2013).
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I1- Desenvolvimento

1. Analise Térmica

A Analise Térmica ¢ definida como “um grupo de técnicas em que cada propriedade da
amostra € monitorizada em funcdo do tempo ou da temperatura enquanto a temperatura
da amostra é programada numa atmosfera especifica “ (Haines, 1995). Dito de outra
forma, ‘“caracteriza-se por um conjunto de técnicas em que € uma propriedade da
amostra (fisica ou quimica) é medida, numa atmosfera especifica, em fungdo do tempo
ou temperatura”. A amostra é aquecida ou arrefecida, a uma taxa fixa ou mantida a
temperatura constante. As aplicacfes destas técnicas podem ser resumidas e inseridas
em duas categorias principais: a) medicdo de alteraces fisicas relacionadas com
transicbes de fase, pontos de fusdo, mudancas nos estados cristalinos liquidos,
diagramas de fases, estudo de polimeros, transi¢cdes vitreas e capacidade calorifica; b)
medicdo de variacGes quimicas em reacdes como oxidagdes e decomposicdes (D.Giron,
2002).

Desde 1970 que os métodos de andlise térmica sdo rotineiramente usados em
investigacdo nas universidades e na industria aplicados a area farmacéutica (Ladbury &
Chowdhry, 1996). Com a introducdo da automagéo e o desenvolvimento de software, a
par das necessidades industriais, na ultima década aumentaram muito as areas em que
estes métodos podem ser bastante Gteis. Como exemplo temos o estudo do
comportamento de substancias medicamentosas em diferentes sistemas ou o
desenvolvimento de um sistema de libertagdo ideal. Durante o processamento e
armazenamento de medicamentos, uma vez que estes estdo sujeitos a possiveis
alteracbes de temperatura e humidade, poderdo ocorrer alteragbes do estado soélido,
interferindo com a atividade, toxicidade e estabilidade dos compostos. Dada a exigéncia
e rigor impostos pelo tipo de utilizagdo deste tipo de compostos, o recurso as técnicas de
analise térmica torna-se critico para assegurar a qualidade dos medicamentos (D.Giron,
2002).

A produgdo de medicamentos contempla duas etapas: o fabrico da substéncia ativa e o

fabrico da formulacdo que € administrada ao paciente. Esta Gltima desempenha um
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papel fundamental na acdo do medicamento no organismo, e pode apresentar-se em
diferentes formas farmacéuticas, diferentes sistemas de distribuicdo, alguns deles
especiais, e diferentes vias de administracdo. Estas formulacGes, além da substancia/s
ativa/s, incluem na sua constituicdo excipientes e a tecnologiaa de fabrico propria de
cada medicamento. O objectivo é que o produto final permaneca idéntico de lote para
lote e ao longo da sua vida util, exerca o seu efeito desejado no tempo desejado, e sem
efeitos laterais ou adversos indesejados. Isto s6 é conseguido através da escolha
adequada da forma fisica da substancia ativa e dos excipientes (sal, polimorfo, cocristal,
amorfo, entre outros), do seu controlo de qualidade, e do processamento e
armazenamento corretos do medicamento. Cada composto pode ser caracterizado
individualmente através do seu estudo térmico, determinacdo do calor especifico,
transicbes vitreas, ponto de fusdo, ebulicdo, sublimacdo, decomposicdo ou
isomerizacdo, calor/entalpia de solucdo, agua de adsorcdo-dessor¢éo, etc. As técnicas de
analise térmica sdo portanto a base para o estudo termodindmico dos polimorfos,
solvatos, e formas amorfas que podem estar na origem de constrangimentos em todas as
etapas de producdo, armazenamento e transporte de matérias-primas e medicamentos
(D.Giron, 2002).
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2. Introducédo a Termodinamica

A afinidade de uma ligacdo é dada pelo calculo da Energia livre de Gibbs segundo a

AG
equacéo de Arrhenius: K,=c¢rT (Leavitt & Freire, 2001).

Todos os processos fisicos, quimicos e bioldgicos sdo acompanhados de trocas de
calor/energia. A entalpia de uma reacio, AH,°,é um pardmetro termodindmico
indispensavel para quantificar o calor libertado ou absorvido durante o processo. Pode

ser calculado de duas formas: diretamente usando uma técnica calorimétrica, ou

indiretamente através do método de van’t Hoff, descrito por: AH'=-R (ﬁ) onde R é a

T

constante dos gases perfeitos, T a temperatura absoluta (a pressdo constante) e K a

constante de equilibrio (L. Selva et al., 2010).

A entalpia de ligacdo diz respeito a forca das interacdes do ligando com a estrutura alvo
(tipicamente uma proteina) considerando também as ligacGes entre ambos e as
moléculas do solvente (forcas de van der Waals, pontes de hidrogénio, entre outras). Por
outro lado, a variagdo da entropia engloba duas contribui¢fes: a) mudancas da entropia
decorrentes de alteracBes conformacionais e b) mudancas de entropia decorrentes da
solvatacao/dessolvatacdo. Apds ocorrer ligacdo, ha dessolvatacdo, e a dgua € libertada
observando-se um ganho de entropia por parte do solvente ao mesmo tempo que 0
ligando e certos grupos na estrutura alvo perdem a liberdade conformacional, refletindo-
se numa mudanca negativa na entropia. E importante enfatizar que estruturas quimicas
diferentes traduzem comportamentos termodindmicos diferentes (Leavitt & Freire,
2001).

As moléculas livres de agua encontram-se numa forma mais organizada. Estas
associacgOes ndo covalentes relativas ao solvente, quando na presenca de moléculas do
soluto, sdo quebradas para incluir o soluto e depois juntam-se novamente aquando da
sua libertacdo decorrente da ligacdo do soluto a estrutura alvo. Por consequéncia, as
moléculas do soluto formam pontes de hidrogénio e ficam com a sua mobilidade
limitada. Esta passagem das moléculas do estado livre ao estado ligado, pode resultar

numa infinidade de arranjos possiveis que originam uma mudanca na energia de Gibbs
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do sistema, AgG’. Este valor é o resultado da contribuicdo da entalpia (AgH®) e da
entropia ( AgS®), parametros indispensaveis no que toca & caracterizacdo de qualquer
interacdo. Como exemplo, aquando da remoc¢do das moléculas de &gua da superficie
apolar, ha destrui¢do das pontes de hidrogénio entre as moléculas do solvente, embora
esta remocao requeira uma entalpia desfavoravel, tem um efeito entropico favoravel,
porque resulta da libertacdo de &gua de forma restrita para o solvente. A avaliacao
destes parametros difere da interagdo de um sistema com o outro, e cada interacdo
biomolecular tem a sua assinatura propria (Ladbury & Chowdhry, 1996).

Os parametros termodinamicos como sendo a T, (temperatura de desnaturacdo, melting
temperature) e a Tonet (0 inicio da desnaturacdo-desenrolamento- unfolding) que
caraterizam uma proteina podem ser determinados por técnicas calorimétricas. E uma
medida usada para avaliar a estabilidade de uma proteina: quanto maior for a Ty, , mais
estavel sera a proteina. A combinacdo destes valores permite avaliar a estabilidade da
molécula de uma forma mais completa, uma vez que proteinas com a mesma T, podem
comecar a desdobrar a temperaturas diferentes, apresentando por isso estabilidades
termodinamicas diferentes (Morar-Mitrica et al., 2013). Ty revela a amplitude da
transicdo térmica. Ou seja, relaciona-se com um maior empacotamento por parte da
proteina, e por isso maior resisténcia ao desenrolamento. A avaliacdo qualitativa deste
parametro (uma vez que quantitativamente ndo pode ser determinado por normalmente
haver sobreposicdo das transicdes aquando do desenrolamento), fornece informacdes
acerca da integridade da estrutura global da proteina. O AH representa a entalpia do
desenrolamento e resulta da variacdo da entalpia total a qual engloba as interagOes
intramoleculares dentro dos dominios individuais da proteina e da formacdo das
interacOes desta com a agua. Se a proteina se desdobrar, 0 processo é endotérmico, logo
os valores de AH sdo positivos. A area total, area sob a curva de fusdo, diz respeito a
extensdo/tamanho da molécula em estudo. Quanto maior for a area maior a estabilidade

termodindmica (Morar-Mitrica et al., 2013).

O estudo e quantificacdo dos pardmetros termodindmicos anteriormente referidos, é
indispensavel quando queremos referir-nos a interagdes biologicas, pois eles revelam os
efeitos estruturais da interacdo, permitem o conhecimento dos detalhes da estrutura e da

termodindmica da ligacdo. De uma forma préatica, sdo aplicados em ciéncias
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farmacéuticas, estudando e testando as afinidades de um composto candidato a
substancia ativa para determinado local de acdo, tendo como maior vantagem o ganho
de tempo e dinheiro com a sintese de novos compostos que de outra forma teriam de ser
estudados e testados em modelos bioldgicos (Ladbury & Chowdhry, 1996). Nos dias de
hoje, a maioria das estratégias de concecdo de substancias ativas passa pela otimizacao
da afinidade de ligacdo. Mesmo quando esta € a mesma, poderdo existir diferencas de
molécula para molécula relativamente a entalpia e entropia quando existe resposta de

um ligando a altera¢es na envolvente ou na proteina alvo (Leavitt & Freire, 2001).

Quando hé associacdo de uma proteina a um ligando ocorrem mudancas nas interacoes
intra e intermoleculares havendo naturalmente mudancgas em todo o sistema, inluindo a
propria proteina e o ligando, a agua e outros componentes que estejam presentes nesse
mesmo sistema. Estas mudancas refletem-se na entalpia e entropia da ligacdo que por
sua vez vao ditar a energia livre compreendida na associa¢do do ligando (Weber &
Salemme, 2003).

No entanto, por vezes é dificil prever o comportamento termodinamico da ligacdo do
composto ou até mesmo prever as mudancas na afinidade de ligacdo quando existem
modifica¢fes quimicas que sdo feitas nas proteinas e nos ligandos. Uma consequéncia
direta deste facto, reflete-se na producdo de medicamentos baseados na sua estrutura.
Este problema tem aumentado exponencialmente o uso de técnicas calorimétricas para
quantificar com base na experiéncia, as contribuicGes entélpicas e entropicas para a
estabilizacdo de proteinas e da afinadade de ligagcdo do ligando (Weber & Salemme,
2003).
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Table 1

ic binding

System AH (kcal/M)  TAS (kcalM) AT, (°C)
Protein-small molecule interactions

Z in + ic acid -52 9.7 ~2
HIV-1 protease + Amprenavir -69 63

HIV-1 protease + Nelfinavir 286 15.7

HIV-1 protease -+ Indinavir 21 148

HIV-1 protease + Saquinavir 19 147

HIV-1 protease -+ Ritonavir 3.7 10.7

HIV-1 protease (150V) + Amprenavir -42 6.1

HIV-1 protease (VB82F/184V) + Amprenavir 39 6.6

HIV-1 protease subtype A + Ritonavir -29 103

HIV-1 protease subtype B + Ritonavir -3.7 10.7

HIV-1 protease subtype C + Ritonavir 3.1 10.3

Farnesyl protein transferase -+ inhibitor ~7.1 3

Acyl-CoA dehydrogenase + octenoyl-CoA 217 -129

Carbonic anhydrase Il + CBS -119 3.5

Carbonic anhydrase Il + DNSA 48 40

E. cristagall lectin + galactose -53 -13

E. cristagalli lectin + lactose 71 24

E. cristagalli lectin + fucosyllactose -47 0.0

Glucose transporter GLUT 1 + ATP (pH 4.3) -12
Glucose transporter GLUT 1 + ATP (pH 7.4) 05
Human H-chain ferritin + Fe?" 20 9.0

Protein-protein interactions

Fungal xylanase + xylanase-inhibiting protein -11.6 -15
Ubiquitin-fused complement-type repeat domains -115 -39
5 and 6 + receptor-associated protein domain 1
Ubiquitin-fused complement-type repeat domains -49 41
5 and 6 + receptor-associated protein domain 3
Ferri c + fe c 26 55
(Ferri ¢ + ferri ¢ in ides (site 1) -28 85
(Fe ¢ + ferri c in ides (site 2) -0.3 8.4
ipl bunit-binding domain of dit i -84 45 48
+ pyruvate
ipt bunit-binding domain of 22 148 6
Ras-binding domain of Raf + Ras -52 45
Ras-binding domain of RalGDS + Ras ~145 -62
Ras-binding domain of Raf + Rap -3.7 48
Ras-binding domain of RalGDS + Rap -145 -a7

Tabela 1 - Compilagdo parcial de estudos termodindmicos de proteina-proteina e interagdes de ligagdo

proteina-ligando, associacdes intermoleculares e suas entalpias e entropias (Weber & Salemme, 2003).

Estudos recentes (Tabela 1) demonstram exemplos de vérios ligandos, alguns deles
estruturalmente semelhantes, com parametros termodindmicos diferentes e que atuam
nos mesmos locais de ligacdo da proteina. A anidrase carbénica Il e as arilsulfonamidas:
4-carboxybenzenesulfonamide (CBS) e 1-amino-naftaleno-sulfonamida 5-dimetil-
(DNSA) sdo exemplos de derivacGes de um farmacoforo a partir de uma substancia
ativa comum. A interacdo da anidrase carbénica Il com o CBS e DNSA, tem energias
livres semelhantes (AGcgs=-8.4 kcal/mol e AGpnsa=-8.8 kcal/mol) porém, as entalpias
de ligacdo diferem em cerca de 2,5 vezes e a ligacdo do CBS (-3.5) é entropicamente
mais favoravel do que a do DNSA (4.0). Este € um bom exemplo que demonstra a
dificuldade na previsdo dos parametros termodinamicos de ligacdo e defende a
necessidade das reacOes serem experimentalmente estudadas por técnicas de

calorimetria (Weber & Salemme, 2003).

Estudar a termodinamica das ligagcdes € uma ferramenta indispensavel para medic6es do
controlo de qualidade, para medir a integridade de macromoléculas biologicas depois de

terem sido armazenadas em diferentes condigdes, para realizacdo de testes de



A calorimetria como ferramenta de investigacdo, desenvolvimento e controlo de qualidade em Ciéncias
Farmacéuticas
congelamento/descongelamento ou ainda para analisar a funcionalidade de anticorpos
(Doyle, 1997).

A afinidade de uma ligacdo é determinada pela energia livre de Gibbs AG,

correspondente a soma das variaces de entalpia e entropia (AG=AH-AS) a afinidade
extremamente elevada requer que ambos 0s termos contribuam favoravelmente para a
ligagdo. De modo a aumentar a afinidade, a energia de Gibbs tem de ser mais negativa,
isto € conseguido ou tornando a entalpia mais negativa também, ou tornando a entropia
mais positiva ou melhor ainda por uma combinacdo ajustada de ambas. A entalpia de
ligagdo, é mais dificil de otimizar do que a entropia, um facto que resultou em
moléculas termodinamicamente desequilibradas que ndo chegam a atingir elevada
afinidade . No entanto, com as tecnologias atuais, essa otimizacdo de entalpia pode
levar anos e s6 aparecem em produtos de segunda geracdo. Nesse contexto, € notdria a
evolugédo de medicamentos que cada vez apresentassem melhores afinidades de ligacao
a medida que se foram ajustando os pardmetros termodindmicos por forma a
contribuirem ambos favoravelmente para a ligagdo. Como demonstrado na figura 1, as
estatinas (medicamento usado na reducéo do colesterol) mais recentes sdo mais potentes
porque séo entalpicamente melhor otimizadas que as mais velhas. (Freire, 2008) (Krell,
2008).

90l 97 BSR4 B3R [-05 S4B R

1
: {

Fluvastatin = pravastatin

Cerivastatin Alorvastatin P

Figura 1 - Evolugdo da assinatura termodinadmica das estatinas (Freire, 2008).
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3. Definicéo de calorimetria

Devido a constante descoberta de novos materiais, surge a necessidade de investigar as
suas propriedades, nomeadamente as fisicas. A calorimetria permite medir as trocas de
calor desses materiais de modo a obter informac6es sobre as transicdes de fase e a sua
cinética (Shoifet et al., 2015).

A utilizacdo de métodos calorimétricos em entidadades bioldgicas/bioguimicas remonta
aos anos 1960 e 1970, pois ja nessa altura eram estudados 0s processos energeticos
associados a processos bioquimicos, utilizando instrumentos cientificos de laboratério
(Johnson, 2013). Estes métodos foram primariamente desenvolvidos com fim a avaliar a
termodinamica associada a ionizacdo de protdes de acidos e bases fracas e para estudar
ligandos envolvidos nas reacbes de ligacdo a metais (L. Selva et al., 2010). A
descoberta e o desenvolvimento destes processos calorimétricos foi motivada pela
necessidade fundamental de medir forcas termodinamicas envolvidas nos processos
relacionados com a estabilidade das proteinas,bem como a sua duplicacdo e ligacéo,
uma vez que estas se relacionam com os principais processos da vida humana (Johnson,
2013).

A medicdo calorimétrica destaca-se por ser 0 Gnico método capaz de medir e determinar
diretamente pardmetros termodindmicos como a varia¢do da entalpia de uma reacédo,
que fornece indicacdes a cerca da extensdo dessa mesma reacdo. Apesar de a constante
de ligacdo também poder ser determinada a partir de outras técnicas, a entalpia sO
poderd ser obtida indiretamente através da relagdo das forgas de van’t Hoff. Outros
métodos sdo utilizados para a separagdo de dois componentes moleculares, no entanto,
sdo métodos mais caros em termos de tempo e de materiais uma vez que requerem uma
determinada percentagem de material livre e ligado para ser passivel de ser
determinado, e uma gama especifica de concentracdes dos componentes envolvidos na
reagdo, 0s quais nem sempre se conseguem disponibilizar (Ladbury & Chowdhry,
1996).

Outra vantagem dos métodos calorimétricos relativamente aos convencionais pode ser

constatada experimentalmente através da obtengdo dos valores de entalpia para a mesma
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reagdo, quer pelo método de van’t Hoff quer por calorimetria, onde existe uma clara
diferenca significativa entre ambos. Ndo desprezando o facto de o mecanismo de
ligacdo e a capacidade calorifica das moléculas envolvidas na reacdo poder variar com a
temperatura, demonstra a complexidade inerente a uma reagdo quimica. Chaines, Horn
et. al. comprovaram experimentalmente a reduzida precisdo da andlise de van’t Hoff ao
notarem que a entalpia ¢ consideravelmente mais baixa medida pelo método van’t Hoff

do que a medida calorimetricamente (L. Selva et al., 2010).

Em calorimetros adiabaticos ideais, a quantidade de calor libertada ou absorvida num
processo € proporcional a variacdo de temperatura do calorimetro. Ou seja, corresponde
ao produto da diferenca de temperatura e a capacidade calorifica do instrumento (L.
Selva et al., 2010).

Uma enorme quantidade de calorimetros estdo hoje disponiveis no mercado para

diferentes usos.

11



A calorimetria como ferramenta de investigacdo, desenvolvimento e controlo de qualidade em Ciéncias
Farmacéuticas

4. Tipos de técnicas calorimétricas

4.1. Calorimetria de Titulacao Isotérmica

4.1.1. Introducéo

A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) é uma técnica biofisica de medicdo da
formacéo e dissociacdo de complexos moleculares. Em todos os processos bioldgicos e
quimicos ocorrem interacdes moleculares, pelo que se tornou uma ferramenta
indispensavel em areas que véo da biologia celular a engenharia alimentar (Ghai et al.,
2012).

Muitos métodos diferentes tém vindo a ser desenvolvidos para analise molecular, mas a
ITC é a Gnica com capacidade de fornecer informacdo termodindmica quantitativa numa
Unica experiéncia (Ghai et al., 2012) e a Unica capaz de medir tanto a forca de uma
ligacdo, como quantificar as mudancas de entalpia e entropia de uma ligacéo,
estabelecendo uma relacdo entre a analise computacional e a andlise experimental
(Leavitt & Freire, 2001). No entanto, a sua maior vantagem, relativamente a outras
técnicas disponiveis para a mesma medicdo, prende-se com o fato de ser a mais precisa
(Doyle, 1997).

O calorimetro € composto por duas células idénticas (a célula de referéncia e a célula da
amostra), com material de elevada eficiéncia em relacdo a condugdo térmica, inseridas
num sistema adiabatico, ou seja, um sistema isolado de quaisquer trocas de calor ou
matéria com 0 meio externo. Esse sistema é termostatizado por uma banho de agua
circundante (Pierce et al., 1999). A célula de referéncia esta preenchida com tampéo ou
agua, e a célula da amostra contem a macromolécula em estudo (titulado) (L. Selva et
al., 2010). Os circuitos termdfilos sdo sensiveis as diferencas de temperatura entre as
duas celulas e entre estas e o aparelho, funcionando este segundo o principio de
compensacdo de calor. Assim, quando é necessario manter a mesma temperatura entre

todos os componentes, os elementos de aquecimento localizados nas duas células sdo
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ativados bem como os do sistema (Pierce et al., 1999). ConcentracGes conhecidas de
amostra devidamente desgaseificada (titulante) sdo introduzidas no injetor e depois na
célula da amostra. Antes da injecdo do titulante, é aplicada uma pequena e continua
quantidade de energia ao elemento de aquecimento da célula de referéncia, da qual se
vai gerar um sinal que diz ao outro elemento de aquecimento, localizado na célula da
amostra, para ser ativado. Durante a experiéncia, o titulante é adicionado a célula da
amostra em aliquotas precisas, fazendo com que o calor seja absorvido ou libertado
dependendo se a associacdo macromolecular é endotérmica ou exotérmica (L. Selva et
al., 2010). Para uma reacdo exotérmica, vai ser necessario menos calor por unidade de
tempo, ou seja, a temperatura na célula da amostra vai aumentar, e por consequéncia 0s
elementos de aquecimento vao ser desativados para manterem a mesma temperatura
entre as duas células. Numa reacdo endotérmica acontece 0 processo inverso, o circuito
vai receber a mensagem de aumento de energia por parte da célula da amostra por forma
a manter a temperatura em ambas as células, o calor serd maior por unidade de tempo
(Pierce et al., 1999). A resposta do instrumento ao aumento de calor quando a mistura
de espécies que interagem por agitacdo ou por difusdo sdo injetadas, € inferior a 10
segundos (Ladbury & Chowdhry, 1996).

cell feedback

reference
calibration

Reference Cell Sample Cell

Adiabatic Jacket

Figura 2 - Diagrama esquematico de um aparelho de ITC (Pierce et al., 1999).

Os equipamentos de ITC, como qualquer outro equipamento, precisam de ser calibrados
com regularidade, sendo que esta calibragdo é feita atraves da aplicacdo de pulsos

elétricos especificos. O desempenho do calorimetro também devera ser testado medindo

13



A calorimetria como ferramenta de investigacdo, desenvolvimento e controlo de qualidade em Ciéncias
Farmacéuticas
o calor envolvido numa reacdo quimica bem conhecida. Ambos os procedimentos
utilizados em conjunto garantem um bom desempenho por parte do calorimetro (L.
Selva et al., 2010).

A ITC mede diretamente a energia associada a uma reacdo quimica envolvida na
mistura de dois componentes (Leavitt & Freire, 2001), sendo o calor por unidade de
tempo fornecido pela célula da amostra, o sinal observavel numa experiéncia de ITC
(Pierce et al., 1999). Essa reacdo quimica que decorre a cada injecdo de amostra, vai
libertar ou absorver calor, o qual é proporcional a fracdo de ligandos que se ligam,
sendo a entalpia da ligagdo definida segundo a reagdo: q.=vxAHxAL; , onde q; é a
quantidade de calor, v € o volume da célula de reacdo, AH a entalpia de ligacdo e AL;
a variacdo do aumento da concentracdo do ligando apos a primeira injecdo (Leavitt &
Freire, 2001).
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Figura 3 - Experiéncia de ITC (Leavitt & Freire, 2001).

Com base numa analise de ITC, a interacdo molecular entre dois ligantes pode ser
definida pela equacdo termodindmica: AG=-RTInK, = AH-TAS. A primeira parte da
equacdo relaciona a mudanca da energia de Gibbs (AG) com a constante de associacao
Ka, uma vez que a constante dos gases (R) e a temperatura absoluta (T) s&o constantes.
A segunda parte da equacdo demonstra que e possivel definir a energia livre (AG)

através da soma das variacdes de entalpia (AH) e entropia (AS). A constante de
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dissociacdo - Kp bem como o seu inverso - Ka, sdo medidas numa Unica experiéncia e
permitem apos conhecimento do seu valor, derivar AG e AS. A Kp é bastante utilizada

para quantificar a afinidade entre dois ligandos (Krell, 2008).

Numa analise de ITC, a medicdo de calor a uma dada temperatura, permite assim
determinar diretamente a constante de ligacdo (Ka), a estequiometria da reacdo (n), a
variacdo de entalpia (AH), a energia livre (AG) e a variag¢ao de entropia (AS). Para além
destes pardmetros, variando a temperatura da experiéncia, € também possivel
determinar a capacidade calorifica (ACp) para a reacdo, obtendo-se assim um completo

perfil termodindmico a cerca da interacdo entre moléculas (L. Selva et al., 2010).

A anélise inicia-se colocando a macromolécula na célula da amostra do calorimetro,
posteriormente ocorre uma titulacdo entre a amostra e o ligando de modo a que ocorra a
saturacdo da célula da amostra, a temperatura constante. Durante toda a experiéncia, as
trocas de calor vdo sendo monitorizadas como se pode ver na parte A da figura 4 (Krell,
2008).
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Figura 4 - Andlise ITC da subunidade ThpA do recetor de transferrina de Neisseria meningitidis com

ferro (A-alotransferrina) e sem ferro (B-apotransferrina) (Krell, 2008).
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Cada pico representa as mudancas de calor causadas pela injecdo de uma aliquota de
Ferro na subunidade TbpA da tranferrina (Krell, 2008).

Posteriormente os dados sdo processados e analisados, normaliza-se a concentracdo de
ambos os ligandos, corrigindo as diluicdes efetuadas e ajustando a curva recorrendo a
modelos de interacdo, como se pode ver na parte B a figura 4. Obtém-se dois
pardmetros diretamente, a constante de ligacdo Ka (declive no ponto médio da
saturacdo) e a variacdo de entalpia -AH, que para uma ligagdo de elevada afinidade
corresponde ao valor onde a curva interceta o eixo das ordenadas. Os restantes valores
sdo calculados segundo a equacdo termodinamica descrita acima fornecendo

informacdes relacionadas com as forcas que impulsionam a interagdo (Krell, 2008).

A maior vantagem desta técnica é a elevada reprodutibilidade obtida entre analises. O
erro associado a uma constante de ligacdo determinada por ITC é de 5% o que coloca
esta técnica num lugar de destaque para procedimentos de controlo de qualidade de
produtos farmacéuticos. Porém, quando a amostra tem de ser carregada manualmente,

ndo é indicada para utilizacao de alto rendimento como em biotecnologia (Krell, 2008).

Com o aparecimento da ITC automatica é possivel utilizar a microcalorimetria de forma
mais eficiente permitindo a realizacdo de cem analises de ITC por semana de forma

automatica e em quase todos os tipos solventes (Krell, 2008).

A principal desvantagem desta técnica € o facto de precisar de quantidades grandes de
amostra, a qual na investigacdo biotecnolégica ndo representa uma ameaga pois as

producdes sdo em grande escala. (Krell, 2008).

No passado, uma das maiores limitacdes da calorimetria de titulagcédo isotérmica prendia-
se com o facto de ndo existirem protocolos relativos a caracterizagdo da termodindmica
das reacdes envolvidas nas ligagOes que tinham elevadas constantes de associagdo. Esta
limitacdo era essencialmente notada na concepcdo de novas substancias ativas que
continham chumbo na sua constitui¢cdo, uma vez que as afinidades eram na ordem dos

micromolar, ou ainda mais elevadas. Muitas vezes o0 processo de otimizacdo acabava
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por exceder o limite superior de afinidade detetado pela analise calorimétrica (Leavitt &
Freire, 2001).

Em 1989, Wiseman et al. provou que o produto da concentracdo proteica na célula do
calorimetro pela constante de ligacdo, deveria ser mais baixo que 1000 para que a
reacdo pudesse ser medida diretamente pelo ITC. Em termos praticos a partir de um
certo calor as titulagbes perdiam a sua curvatura caracteristica e tornavam-se
indistinguiveis entre si ndo sendo possivel determinar a constante de ligacao.
Recentemente a solucdo para este problema foi encontrada utilizando um ligando de alta
afinidade que é titulado na proteina que é pré-ligado a um inibidor mais fraco. Esta
solucdo requer trés titulacBes: A primeira é feita com um inibidor fraco por forma a
caracterizar a ligagdo termodinamica; a segunda com o inibidor de afinidade elevada em
estudo, com a finalidade de medir diretamente a ligacdo entalpica; a terceira € uma
titulacdo de substituicdo do inibidor fraco pelo inibidor forte em estudo (Leavitt &
Freire, 2001).

Velazquez-Campoy et. al. analisou os inibidores da protease HIV-1. Usaram um
inibidor de baixa afinidade com um sinal oposto ao de alta afinidade com o propoésito de
amplificar o sinal do calorimetro na titulacdo de substituicdo. O resultado esta
representado na figura 5 (Leavitt & Freire, 2001).
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Figura 5 - Ensaio de titulagdo de competicdo para o HIV-1 protease (Leavitt & Freire, 2001).
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A afinidade de ligacdo (Ka) do inibidor KNI-764 ultrapassa o limite de derminagéo
calorimétrica direta, pelo que a titulagdo de substituicdo € realizada na presenca de
acetil-pepstatina, um inibidor fraco com uma entapia e ligacdo de sinal oposto em
relacdo ao inibidor em estudo. Este produz um sinal maior na titulacdo de substituicéo
devido a substituicdo de um inibidor endotérmico por um exotérmico. Na presenca do
inibidor fraco, a constante de ligacdo aparente para KNI-764, Kapp, cai dentro do
intervalo necessério para a determinacdo de ITC, e pode ser reduzido para o nivel
desejado, aumentando a concentracdo do inibidor fraco. A partir destas experiéncias,
determinou-se uma constante de ligacdo para KNI-764 de 3,1 x 1010 M-1 a pH 5,0
(Leavitt & Freire, 2001).

4.1.2 Aplicacbes da calorimetria de titulacéo isotérmica

4.1.2.i Constante de ligacdo/dissociagao

Um dos principais usos da ITC relaciona-se com as afinidades de ligacao (Doyle, 1997).
A ITC tem sido utilizada no desenvolvimento de substancias ativas pois as afinidades
de ligacdo do substancia ativa ao alvo sdo caracterizadas a partir dos parametros
termodinamicos determinados numa experiéncia de ITC (L. Selva et al., 2010). Este
método mede diretamente afinidades na ordem do nanomolar. As limitacdes nesta area
relacionam-se com o limite de detecdo do aparelho de ITC que ndo permite medir
afinidades subnanomolares a concentragbes micromolares pois ndo consegue detetar
calores de ligacdo tdo baixos. Fracas afinidades podem ser medidas por esta técnica mas
requerem concentracGes mais altas do reagentes. As afinidades de macromoléculas

bioldgicas mais pequenas medidas por ITC sao na ordem dos milimolar (Doyle, 1997).

Para haver ligagéo entre o substancia ativa e o alvo, o AG ¢ negativo. Nesse sentido, o
AS ¢ tendencialmente positivo (maior estabilidade do complexo) e AH pode ser positivo
ou negativo relacionando-se o AG diretamente com a afinidade da ligagdo. A afinidade
é elevada se a entalpia e/ou entropia contribuirem favoravelmente. A entalpia favoravel
estd relacionada com interacbes de Van der Waals e a formacdo de ligacdes de

hidrogénio e a entalpia desfavoravel com a dessolvatacdo de grupos polares. Para uma
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entalpia favoravel o substancia ativa tem de interagir com o alvo, e superar a entalpia
desfavoravel que resultou da dessolvatacdo, como tal, o valor de AH representa a
intensidade relativa da interacdo substancia ativa-alvo num determinado solvente (L.
Selva et al., 2010).

Ruben el al. demonstraram que a ITC é uma ferramenta imprescindivel na validacdo dos
modelo QSAR. Identificaram a posi¢cdo mais adequada para os dadores de ligagdes de
hidrogénio ou recetores do substancia ativa com o seu alvo. Eles estudaram o inibidor
plasmepsin Il usado no tratamento da malaria. Foi colocado um dador de ligacdo de
hidrogénio em diferentes posices de um anel de fenilo, e a variagdo de entalpia
resultante dessa mudanca foi medida por ITC. Através das diferentes mudancas de
posicdo obtiveram-se entalpias favoraveis e desfavoraveis, concluindo assim qual o

melhor grupo funcional e em que posicéo (L. Selva et al., 2010).

Embora para uma afinidade extremamente elevada as interagdes entalpicas contribuam
imenso, a otimizacdo da entalpia de ligacdo tem sido mais dificil que a otimizacdo da
entropia pois a entalpia de dessolvatacdo de grupos polares é muito grande e
desfavoravel (L. Selva et al., 2010).

A termodinamica de ligag8o de sete inibidores clinicos da protease foi estudada. Quatro
desses inibidores apresentaram uma forte variacdo da entropia favoravel (positiva)
indicando que as interagcdes inibidor/proteina ndo sdo suficientemente fortes para
superar a entalpia desfavoravel relacionada com a dessolvatacdo do grupo proteico e
inibidor e com a alteragdo da conformacdo da protease apds a ligacdo. A entropia
favoravel contribuiu para a energia de Gibbs em todos os casos. Dois fatores
contribuem para a variagdo da entropia extremamente favoravel: a) a geracdo da
entropia conformacional desfavoravel e b) uma grande alteracdo da entropia favoravel
apos a libertacdo de moléculas de agua associadas a superficie hidrofobica depois de
estabelecida a ligagdo. Conclui-se com este estudo que a otimizacdo entropica €
conseguida através do aumento da hidrofobicidade do substancia ativa e através da

introducdo de restricdes de conformacao (L. Selva et al., 2010).
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4.1.2.ii Ligacao protonacdo/ desprotonacao

Muitas reacdes de ligacao séo precedidas de absorcéo ou libertacdo de protbes por parte
da proteina ou do ligando, nestes casos a reacdo é dependente do pH e a entalpia de
ligacdo € dependente da entalpia de ionizacdo do tampdo. Para determinacdo dos
parametros energéticos associados a esta reacdo, teria de se individualizar as
contribuicdes relacionadas com o tampao, sendo a técnica de ITC o melhor método para
esta avaliagdo. O primeiro passo nesta analise é a determinacdo da presenca de
protonacao/desprotonacdo, através de titulacdes de ITC em tampdes com diferentes
entalpias de ioniza¢do, AHjon A entalpia medida, AHs, € @ soma de dois termos: a
entalpia da rea¢do, AHping, independente do tampdo usado (mas dependente do pH) e o
outro termo representa a contribuicdo da ionizagdo do protdo do tampao, AHjon que €
multiplicado pelo nH que representa 0 nimero de protbes que sdo absorvidos (ou

libertados se for um valor negativo) pelo complexo proteina-inibidor na ligacdo. Esta
relacdo traduz-se pela equacdo: AH,, =AHyjoq+ny AH, Se nH for diferente de zero, conclui-

se que houve protonacao/desprotonacdo (Leavitt & Freire, 2001).

Sempre que numa ligacdo ha protonagdo, o AH obtido numa unica experiéncia de ITC
inclui o calor que advém da ionizacdo pelo que é necessario que se efetuem medicdes
separadas a pH constante mas em diferentes tamp&es com entalpias de ionizagdo a fim
de se determinar o AH da ligacdo intrinseca. Com esta analise, também se determina o
namero de protdes intervenientes na ligacdo. Tudo isto é vantajoso pois através da
caracterizacdo das reacdes de protonacdo medem-se as afinidades de ligagdes fortes e
também é possivel compreender-se com detalhe molecular o mecanismoo de ligagéo
(Doyle, 1997).

4.1.2.iii. Ligacao a proteinas
Os processos fisioldgicos que ocorrem dentro da célula séo regulados por proteinas e 0s

seus conjuntos macromoleculares, cujas interagdes se relacionam diretamente com a

manutenco da homeostase funcional celular. E neste campo que se torna tdo importante
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0 uso da ITC no estudo das afinidades e dos mecanismos de interaces biomoleculares
(Ghai et al., 2012).

Como referido anteriormente, a ITC tem a capacidade para determinar as contribuices
termodinamicas numa ligacdo, podendo estas estar relacionadas diretamente com o0s
dominios proteicos ndo expostos a ligacdo. As proteinas utilizam biomembranas como
auxiliares na formacdo de complexos de sinalizagdo, com recurso a recetores
transmembranares/ citosélicos e como veiculos de transporte para o transporte de
moléculas carregadas. A natureza hidrofébica das membranas e a propensdo dos seus
lipidios constituintes para a hidrolisar, tornam-as dificeis de manipular em ambiente in
vitro. Até ha pouco tempo o método utilizado para estudar as interacfes proteina-
membrana era usando moléculas marcadas com fluor6foros (Ghai et al., 2012).

As inumeras funcgdes biologicas que vao desde o desenvolvimento e crescimento da
células, até a sinalizacdo de doencas; levam ao desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas de combate a virus ou bactérias, que sdo hoje possiveis de estudar melhor

gracas as experiéncias realizadas com ITC (Leavitt & Freire, 2001).

4.1.2.iv Estequiometria de ligacdo

Gracas a automatizacdo dos calorimetros, a qual se traduz na injeccdo de quantidades
exactas e reprodutiveis de tiulado, é hoje possivel determinar a estequeometria de uma
reacao com elevado rigor. Este também é assegurado pelo facto de ndo havere processos
paralelos de modificacdo ou imobilizacdo quimica uma vez que os reagentes em estudo

apresentam-se nas suas formas nativas (Doyle, 1997).

Para além da enorme vantagem inerente a caracterizagdo dos mecanismos de ligacao
das macromoléculas bioldgicas possiveis atraves da determinacdo da estequeometria de
ligagdo, a ITC desempenha ainda uma papel fulcral no controlo de qualidade. Este
refere-se a analise da atividade de ligacdo para diferentes lotes de proteinas produzidas
através de diferentes linhas celulares, ou nos casos em que a sua estabilidade foi

comprometida pelo congelamento/descongelamento de sensaio (Doyle, 1997).
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Através de uma experiéncia de ITC pode obter-se a percentagem de macromolécula
ativa numa determinada amostra de maneira a verificar se uma proteina, ao ser

purificada, ficou inativa ou desnaturada (Krell, 2008).

Uma aplicacdo demonstrativa da utilidade desta técnica foi estudada no
desenvolvimento de uma vacina contra a meningite causada por N. meningitidis. As
sub-unidades do recetor da transferrina TbpA e ThpB séo os candidatos a vacina, e a
sua purificacdo envolve a extracdo da membrana com recurso a detergentes. A titulacdo
da subunidade ThpA purificada com holo e apo-transferrina humana é demonstrado na
figura 6. A estequeometria que representa a razdo de transferrina-TbpA esta
representada no grafico pelo ponto de inflexdo de ambas as curvas sigmdides que pode
ser lida a partir do eixo das abcissas inferior. Nos dois casos o ponto de inflexdo € uma
razdo molar de perto de 0,5. Como a molécula de transferrina se liga a um dimero de
ThpA, a amostra analisada de TbpA corresponde a uma preparagdo contendo apenas
ThpA ativa tal como medido pela sua capacidade de se ligar a transferrina. Se a
saturacdo tive-se ocorrido em menor porporcdo como 0,3, a quantidade de proteina ativa
teria sido apenas 60%. Podemos também concluir da analise da figura 6 que o declive
acentuado observado para a apo-transferrina indica uma maior afinidade de ligacgéo,
enquanto que o declive menos ingreme para a ligacdo da holo-transferrina, indica uma
ligacdo de baixa afinidade (Krell, 2008).

Concluimos assim que através da medicdo da fracdo de proteina ativa presente numa
amostra, podemos identificar individualmente parametros imprescindiveis ao controlo
de produtos farmacéuticos, como sendo pardmetros de ligacdo e a fracdo de produto

ativo caracterizando assim de forma muito clara o produto analisado (Krell, 2008).
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Figura 6 - Analise ITC da subunidade ThpA do recetor de transferrina de Neisseria meningitidis com

ferro (A-alotransferrina) e sem ferro (B-apotransferrina) (Krell, 2008)

4.1.2.v. InteracOes entre proteinas

A ITC tem sido exaustivamente utilizada aquando do estudo de ligacGes envolvendo
proteinas, no entanto, também se torna bastante Gtil no estudo de interacdes proteina-
proteina (Leavitt & Freire, 2001).A interacdo de proteinas com o DNA, anticorpo-
antigénio, hormona-recetor, etc., ilustram a diversidade e complexidade da importancia
deste estudo em processos biol6gicos como sejam a resposta imunitaria, a expressao

genética, entre outras (Pierce et al., 1999).

Esta técnica quantifica diretamente o equilibrio da ligacdo através da determinacao do
calor envolvido na ligagdo das duas proteinas (Pierce et al., 1999). Estas interacGes em
alguns casos sdo representadas por péptidos de sequéncias pequenas e polipeptideos. No
entanto, serd errado afirmar que as propriedades termodindmicas dos péptidos sdo

equivalentes as da proteina no seu todo (Ladbury & Chowdhry, 1996).
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4.1.2.vi. Micelas

O processo de micelizacdo é hoje em dia um fendmeno amplamente estudado, e
dependente da temperatura , da estrutura da molécula do tensioativo, da concentracao, e
do dispersante. A ITC tornou-se num método de extrema importancia na determinacao
da concentracdo micelar critica (CMC) e dos parametros termodindmicos envolvidos na
formagdo micelar ( AHmicelle, AGmicelle € ACPmicelte)- AS €Xperiéncias envolvem a diluigédo
de tensioativos a partir de uma concentragdo superior & da CMC, em &gua, tampdes

especificos ou co-solventes medindo-se o calor libertado (Ghai et al., 2012).

Obtem-se uma curva semelhante a curva sigmoidal tipica de uma experiéncia de ITC,
que pode ser dividida em varias fases. A primeira € derivada a partir do calor de
diluicdo do mondmero a partir de uma seringa que injeta os tensioativos para dentro da
célula, a segunda fase fornece a entalpia de formacdo de micelas, e a terceira fase e
final da-nos o calor de diluicdo das proprias micelas. Por fim traca-se a primeira
derivada do calor libertado no que diz respeito a concentracdo do agente tensioativo e a

CMC é determinada a partir do maximo da curva (Ghai et al., 2012).

4.1.2.vii. Quimica bio-inorganica

Esta é outra area ondea ITC ja é considerada uma técnica de rotina, usada para medir a
ligagdo de ibes metéalicos de proteinas e outras biomoléculas. E medida a contribuigéo
para a entalpia de ligacdo observando equilibrios concorrentes como precipitacao,
mudancas nas reagdes de solvatacdo, redox, etc A afinidade de ligacdo/dissociacdo Kqy e
a entalpia de ligacdo AH sdo medidos por ITC, ndo esquecendo de referir que sao
valores dependentes das condicOes especificas utilizadas na experiéncia, como o tampéo
ou as concentragcOes iniciais. Significa isto que, quando os resulados obtidos séo
comparados com os obtidos por outros métodos, as mesmas condi¢des da experiéncia

tém de ser asseguradas (Ghai et al., 2012).
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4.1.2.viii. Cinética Enzimatica

A ITC tem sido bastante utilizada na caracterizacdo de varias reacGes enzimaticas,
apresentando vantagens relativamente a outros métodos como sendo a falta de
necessidade de uso de cromoforos, fluoréforos, ou ligandos com radioisotopos usados
na grande maioria dos outros métodos para caracterizacdo enzimatica. A ITC pode
detetar uma conversdo enzimatica sem a interferéncia de terceiros, o que seria

impossivel através dos ensaios calorimétricos habituais (Ghai et al., 2012).

Num estudo recente realizou-se a transesterificacdo do 6leo de colza com metanol e
com etanol e a reacdo foi catalisada por uma lipase imobilizada. Num analise sem
recorrer ao uso de ITC, o material, por ser heterogéneo (6leo de origem natural), seria
mais dificil de estudar de forma tradicional, pois teria de se realizar uma cromatografia
liquida de alto desempenho, para obtencdo de uma amostra mais simples (apenas um
tipo de acido gordo). Com uma andlise de ITC a reacdo pode estudar-se no conjunto.
(Ghai et al., 2012).

Outro exemplo de aplicacdo diz respeito a sacarificacdo enzimatica da biomassa. Um
dos maiores avangos nesta area relaciona-se com a baixa entalpia molar da hidrélise por
ter uma cinética de reagdo lenta. Utilizando a ITC conseguiu-se amplificar o sinal do
calor por mais de 130 vezes na atividade da celobio-hidrolase usando enzimas bastante
rapidas como a oxidase de glicose e catalisadores que catalisam reacGes utilizando o
produto da hidrdlise da celobiohidrolase (Ghai et al., 2012).

Seré entdo de referir a sua utilidade ao nivel da enzimologia industrial como referido

acima, para além de uma grande diversidade de enzimas que tém sido estudadas através
desta tecnica (Ghai et al., 2012).
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4.1.2.ix. ldentificacédo e otimizacdo de compostos de chumbo no desenvolvimento

de substancias ativas

O que determina a estrutura de um inibidor tem impacto sobre a entropia e entalpia de
ligacdo a uma macromolécula. Ou seja, alteracdes estruturais poderdo ser feitas num

inibidor por forma a otimizar determinados parametros da ligacdo (Krell, 2008).

Quando falamos em entropia, referimo-nos maoritariamente a entropia de solvatagéo,
ou seja, a acomodacdo de grupos nao polares a partir do solvente, e a entropia
conformacional, perda dos graus de liberdade ap6s uma ligacdo. Alterando a estrutura
de um inibidor, tornando-o mais hidrofobico, aumenta-se a entropia de solvatagdo. Esta
alteracdo € importante quando queremos, por exemplo, tornar uma substancia ativa

soltvel em condicoes fisiologicas (Krell, 2008).

As contribuicbes da entalpia refletem a forca das interacGes inibitdrias em relagdo ao
solvente da proteina. A otimizcao desta contribuicdo envolve o ajuste das distancias de
ligacho e angulos de ligacdo inibidor-proteina para conseguir melhor
complementaridade “chave-fechadura”. Sendo as variagdes da energia livre de Gibbs a
soma da entalpia e entropia, uma infinidade de combinagdes de diferentes valores de
cada uma contribuem para um determinado valor de AG. No caso dos inibidores de
protéases de HIV e de Plasmodium falciparum demonstrou-se que a baixa afinidade de
ligacdo do inibidor pode ser conseguida com uma grande variedade de combinagdes de
entaplia/entropia incluindo entalpias de valor positivo e entropias de valor negativo.
Quando a afinidade aumenta, a entalpia/entropia diminuem. Contudo, demonstrou-se
que as ligacoes de elevada afinidade s&o na sua maioria conseguidas quando entalpia e

entropia sao favoraveis (Krell, 2008).

O uso da técnica de ITC na caracterizacdo de inibidores é demonstrada através do
sistema regulador de dois componentes (TCS) que se relaciona com a viruléncia de um
agente patogénico e que é, portanto, relevante no desenvolvimento de inibidores. Os
compostos identificados demonstraram ter efeitos secundarios devido ao facto de

grande parte deles interferir com o dominio de ligacdo ao nucleotido, resultando num
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aumento do risco de interacdo destes com outras proteinas que também utilizam ATP
(Krell, 2008).

Estudos realizados a expressdo génica in vivo, identificaram pequenas moléculas de
sinalizacdo que ativam o TCS. Estas moléculas através da andlise ITC demonstraram
que quando ligadas com afinidade sub-micromolar para o sensor da quinase -TodS
estimulam a atividade da prépria quinase. Ao contrério do esperado, estudos de ITC
revelaram que um determinado nimero destas moléculas que ndo ativam o sistema in
vivo, sdo igualmente ligadas com elevada afinidade para o TodS no mesmo local de
ligacdo das moléculas de sinalizagdo que activam o TCS. Estes compostos sdo
antagonistas e, estudos adicionais revelaram que eles inibem a sobre-regulagdo da
atividade da quinase. Conclui-se assim, que a avaliacdo da actividade inibitoria de
antagonistas, pode ser uma excelente alternativa ao desenvolvimento de inibidores
especificos de TCS (Krell, 2008).

Para uma aplicacdo clinica de uma substancia ativa, é necessaria a otimizagdo de
compostos de chumbo com afinidades na ordem dos nanomolar ou sub-nanomolar,
revelando-se um passo dificil no seu desenvolvimento. Como explicado anteriormente,
elevadas afinidades de ligacdo s6 sdo conseguidas quando a variagdo de entropia e de
entalpia sdo favoraveis. Este facto é fulcral para a otimizacdo desses compostos, como
demonstrado num esudo realizada pela Pfizer utilizando inibidores da renina (Sarver et
al., 2007). Através do rastreio rapido, um composto de chumbo foi identificado como
tendo um Kp de 3.57uM para o alvo renina. As variacdes de entalpia foram favoraveis
(AH= -9.27 kcal mol™) mas de alguma forma anuladas por variacdes de entropia
desfavoraveis (TAS=-2.00 kcal mol™). A fim de otimizar a entropia, fez-se a concecéo
de um composto que tinha uma entropia favoravel (TAS= 0.43 kcal mol™) e a entalpia
praticamente inalterada, resultando numa afinidade do inibidor otimizado de 45 vezes
maior quando comparado com o composto de chumbo inicial. Conclui-se entdo, que a
ITC apresenta utilidade e vantagens na separacdo do AG em AH e AS combinando o
conhecimento adquirido com varios sistemas diferentes que mostraram que tanto AH
como AS tém de ser favoraveis para se obter uma elevada afinidade de ligagdo ¢ assim
fornecer bases para uma otimiza¢do mais racional dos compostos de chumbo (Krell,
2008).
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4.1.2.x. Estimativa da biodisponibilidade de substancias ativas

A eficiéncia clinica de uma substancia ativa é determinada por vérios fatores como a
afinidade para o seu alvo e a capacidade de se ligarem ndo especificamente e
reversivelmente a proteinas do soro, o que resulta numa diminuicéo da concentracdo de

substancia ativa livre, ou seja, uma diminuicao da biodisponibilidade (Krell, 2008).

Estudou-se a biodisponibilidade de inibidores de protease de HIV através de titulacdes
microcalorimétricas de proteinas de soro humano como sendo a albumina (HSA) e al1-
acido glicoproteina (AAG). Estas duas proteinas sdo conhecidas por se ligarem a
substancias ativas de forma ndo especifica, diminuindo assim as suas concentracdes
livres. Simularam-se as condigdes in vivo e testaram-se diferentes inibidores ligados a
AAG com afnidades entre 0.77 e 27 mM e a concentragdo de substancia ativa
necessario para inibir as proteases foi estudada. Para conseguir 95% de inibicao, teve de
se elevar quase doze vezes mais a concentracdo do inibidor em comparacdo com 0s
calculos efetuados na auséncia de proteinas no soro. Um outro inibidor obteve uma
melhor proporcdo que tem de ser aumentada apenas por um fator de 2, 3 vezes para se
conseguir a inibicdo de proteases. Com esta técnica concluiu-se que a afinidade do
substancia ativa pode ser facilmente medida por ITC, representando uma técnica

imprescindivel para o desenvolvimento de substancias ativas (Krell, 2008).

4.1.2 xi. Resisténcia as substancias ativas

Apesar do desenvolvimento de inibidores da protease do HIV, a resisténcia aos
medicamentos € um enorme entrave as terapias antirretrovirais. Esta resisténcia é devida
a mutacdes na protease do HIV que contribuem para a diminui¢do da afinidade dos
inibidores para o seu alvo (Krell, 2008).

O grupo de E. Freire (Ohtaka & Freire , 2005) estudou a termodinamica da ligagdo de
inibidores de maneira a compreender que propriedades permitem a alguns inibidores
lidar melhor com mutac6es que outros. Para isso procedeu a determinacdo individual da

entropia e entalpia de ligacdo através de ITC. Utilizou os inibidores amprenavir e TMC-
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126 para a protease nativa, bem como os mutantes 150V e V82F/I84V. Todas as
mutacdes se localizam no sitio ativo da protease. As mutacGes 150V e V82F / 184V
baixam a afinidade de ligacdo do amprenavir por um fator de 147vezes e 104vezes,
respetivamente. Embora ambos 0s mutantes apresentem uma diminui¢do da entalpia de
ligacdo por perda de interacdo inibidor-proteina, a entropia para a ligagdo TMC-126 foi
mais favoravel em comparacdo com a proteina de tipo selvagem, enquanto que as
alteracbes de entropia permaneceram praticamente inalteradas para a ligacdo ao
amprenavir. Isto significa que o TMC-126 tem melhor capacidade de lidar com a
mutacdo porque tem uma entalpia mais desfavoravel devido a perda de interacdo de
ligacdo, que é compensada pelo ganho na entropia devido ao aumento da flexibilidade
conformacional no complexo proteina-inibidor. O mesmo ja ndo acontece com o
amprenavir, pois ndo ha ganho de entropia o que resulta numa menor afinidade para
ambos os mutantes. Estes inibidores sdo denominados de inibidores adaptativos. Com
este estudo sublinha-se a importancia de mapear o polimorfismo de sequéncia de um
alvo da substancia ativa para a sua estrutura tridimensional, de maneira a identificar os
aminoacidos que ndo variam no sitio de ligacdo substrato/inibidor. De salientar que o
polimorfismo do aminoacido induzido pela substancia ativa na protease do HIV nao
ocorreu de forma aleatdria, tal como as proteina mutantes tem de manter a sua atividade
catalitica de maneira a assegurar a replicacdo viral mas ndo sendo sensiveis aos
inibidores. Significa isto que existem regides proprias onde a ligacdo resulta na perda da
atividade catalitica da enzima. A substancia ativa devera ser desenvolvida de forma a
estabelecer ligagdes mais fortes com essas regiGes. As regides variaveis do local de
ligacdo deverdo ter elementos flexiveis da molécula da substancia ativa de maneira a

adaptar a molécula a diferentes proteases mutantes (Krell, 2008).
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4.2. Calorimetria diferencial de VVarrimento

4.2.1. Introducéo

O calorimetro de exploracéo diferencial deteta pequenas mudangas de temperatura entre
a célula de referéncia, que estd preenchida com solvente, e a célula da amostra, que
contem a proteina ou o composto de interesse disperso no mesmo solvente da célula de

referéncia (Johnson, 2013).

A medida que a temperatura de ambas as células aumenta, a célula da amostra absorve
calor e produz uma diferenca de temperatura na célula de referéncia. Os aquecedores
localizados na célula da amostra recebem a mensagem e aquecimento e produzem
energia elétrica por forma a diferenca de temperatura voltar ao seu valor inicial. Esta
energia elétrica é proporcional ao excesso de calor induzido pelo processo (Johnson,
2013).

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) mede as trocas de calor de diferentes
fendmenos quando hd aumento ou diminuicdo de temperatura nas biomoléculas.
(Johnson, 2013). E aplicado um gradiente de temperatura & amostra e referéncia, e 0s
processos ou transi¢fes induzidos por mudancas de calor e associadas a desestruturacao
térmica sdo monitorizadas. Durante a experiéncia, o a diferenca de calor necessaria para
manter a velocidade de aguecimento da amostra em comparacdo com a ceélula de
referéncia é recolhida e é obtida a capacidade calorifica da reacdo em funcdo da

temperatura — termograma (Krell, 2008).

A DSC foi a primeira técnica calorimétrica a desenvolver-se para o estudo de amostras
biolégicas. Pode ser utilizada para determinar os equilibrios termodindmicos, a
estabilidade do mecanismo de enrolamento de proteinas (folding), para o rastreio
qualitativo da estabilidade térmica, ou como indicador para o estabelecimento de
ligagbes, no estudo de formulagdes farmacéuticas e das condi¢Bes favordveis ao
crescimento de cristais (Johnson, 2013). No entanto, apesar dos dados quantitativos que

podem ser obtidos, esta raramente € aplicada para a doseamento dos principais
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constituintes de produtos acabados. Isto deve-se ao fato de, por um lado o analito ter de
apresentar um pico calorifico bem definido e caracteristico, e por outro lado, 0s

restantes componentes ndo deverem interferir com a area do pico (Bucci et al., 2000).

Esta técnica pode ser utilizada na caracterizacdo qualitativa de proteinas nas diferentes
etapas de desenvolvimento de uma substancia ativa, nas quais sdo determinados
parametros termodinamicos associados a transi¢des estruturais induzidas termicamente ,
sdo feitas previsdes da estrutura, conformacéo termodinamica e cinética da estabilidade
(Morar-Mitrica et al., 2013). Comparativamente com a ITC, ao contrario desta técnica,
esta técnica € menos utilizada ja que a ITC permite medir as interagdes de varios

componentes numa mistura a uma temperatura fixa (Johnson, 2013).

A analise dos dados retirados de uma experiéncia de DSC, permite relacionar todos os
parametros termodinamicos, pois ha uma relacdo directamente proporcional entre a
estabilidade térmica e a estabilidade da proteina. Adicionalmente, € possivel utilizar
esses dados para, através da estabilidade térmica da proteina, prever o seu

comportamento durante a armazenagem (Morar-Mitrica et al., 2013).

Temperature (C)
Figura 7 - Monitorizacdo DSC de sete mAbs (Morar-Mitrica et al., 2013).
Como exemplo apresenta-se a figura 7, onde a anélise de dados de DSC comeca com a
avaliagdo qualitativa do termograma. Avalia-se visualmente o nimero de picos, a sua

posicao, a sua forma e a area destes. Esta primeira avaliacdo permite estimar valores de

Tm € Tonset. Os valores da temperatura de fusdo - T, estimam-se a partir do valor
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maximo do pico endotérmico evitando-se assim 0 constrangimento de processos mais

lentos ou com fendomenos associados (por ex. unfolding) . Os valores da temperatura de

agregacdo também podem ser estimados. Embora ndo proporcionem uma descri¢do

completa do comportamento termodinadmico da proteina, sdo bastante Uteis no rastreio

rapido e classificacdo das mesmas (Morar-Mitrica et al., 2013).

Para uma abordagem tipica usada para caracterizacdo e comparacao de substancias
ativas, ja se tera de considerar um conjunto completo de pardmetros termodinadmicos.
Esta complexa abordagem devera recair primariamente sobre critérios de sensibilidade,
precisdo e exatiddao do método. Devido as diferencas no sistema tampao, a qualidade do
sinal DSC, e desdobramento de proteinas, recomenda-se que a precisao e sensibilidade
do métodos sejam determinados para cada classe de proteina (Morar-Mitrica et al.,
2013). (11)

4.2.2. Microcalorimetria Diferencial de Varrimento

Quando nos referimos a investigacdo de biomoléculas, falamos preferencialmente de
microcalorimetria abrangendo todas as etapas que figuram desde a investigacdo ao

desenvolvimento de um produto farmacéutico (Krell, 2008).

As utilizagbes da microcalorimetria destinam-se a &reas tdo vastas como o
desenvolvimento de substancias ativas, contornando problemas como a resisténcia, a
otimizacdo de proteinas para aumento do seu prazo de validade, a previsdo da
biodisponibilidade de substancias ativas, o controlo de produtos farmacéuticos
complexos ou a otimizagdo da eficiéncia do transporte em terapéutica genética (Krell,
2008).

A principal limitacdo desta técnica, tal como na ITC, diz respeito as quantidades
relativamente grandes de amostra que sdo necessarias para realizar a analise (Krell,
2008).
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Esta técnica utiliza um gradiente de temperatura que é aplicado a uma amostra e sao
monitorizadas as trocas de calor associadas a desestruturacao térmica. Para proteinas,
quando se verificam os processos de desnaturacdo, aparecem picos no termograma
indicativos de um acontecimento endotérmico, representativo do desdobramento da
proteina ja que a forma desnaturada tem uma energia mais alta do que a nativa (Krell,
2008).

4.2.3. Aplicacbes da calorimetria/microcalorimetria diferencial de varrimento

4.2.3.i. Medicéo da capacidade calorifica absoluta

A capacidade calorifica absoluta é facilmente determinada numa experiencia de DSC
através da subtracdo da linha de base e da normalizacdo da concentracdo. Esta
propriedade caracteriza o estado nativo e desnaturado das proteinas dando informacdes
sobre a sua estrutura e flexibilidade. Véarios estudos demonstraram que a capacidade
calorifica absoluta de proteinas nativas e desnaturadas varia em fungdo da temperatura
tendo valores comuns quando normalizados por grama de proteina. Recorrendo a estes
valores é facil prever se um novo sistema tem valores tipicos para um proteina globular,
ou se existem regides de perturbacdo do seu estado nativo que aumentariam a sua
capacidade calorifica, ou se por outro lado, se apresentam num estado desnaturado
altamente estruturado, o que levaria a reducdo da sua capacidade calorifica a alta

temperatura (Johnson, 2013).

Para determinar este parametro tem de se considerar a capacidade calorifica e o volume
do solvente que € deslocado a partir da célula de amostra através da proteina,
conhecimento da massa de proteina utilizada, volumes especificos parciais de proteina e
solvente e ainda a capacidade de calor do solvente. As medicdes da capacidade de calor
absoluta exigem alguma técnica e preparacdo de amostras, como a desgaseificacdo, e

dialise exaustiva com o solvente é também necessario (Johnson, 2013).
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4.2 .3.ii. DSC e cinética

A DSC ¢é muito atil na caracterizacdo das cinéticas de processos irreversiveis. Os
modelos mais simples dizem respeito ao estudo de proteinas nativas e no seu estado
desnaturado irreversivelmente modificado, passando por um quase equilibrio dos dois
estados. Uma analise mais complexa considera a desnaturagdo como um equilibrio entre
a proteina nativa e a quase desnaturada. Ou seja, analisa-se a evolugdo termodinamica

da desnaturacédo proteica até a temperatura da irreversibilidade (Johnson, 2013).

O estudo da estabilidade cinética de proteinas € conseguido pela extrapolacdo dos
resultados para temperaturas baixas. Com o objectivo de prever a estabilidade cinética
sob condigdes mais agressivas a que se sujeitam conformagdes parcialmente dobradas
ou desdobradas in vivo, recorre-se ao uso de enzimas proteoliticas durante a analise de
DSC (Johnson, 2013).

4.2.3.iii. Estabilidade das proteinas e identificacdo racional das condicbes para a

sua manutengao.

A estabilidade térmica de uma proteina estd sempre relacionada com a cinética e o
equilibrio, ambos possiveis de quantificar segundo a técnica de DSC. Também a
termoestabilidade pode ser medida, e diz respeito a suscetibilidade das proteinas a
desnaturacdo térmica que se reflete na T, observada no termograma. A Ty pode
representar tanto um valor termodindmico do quilibrio como um valor aparente no caso
de uma desnaturacao irreversivel. A enorme vantagem na medi¢do da deshaturacao
proteica por DSC é o facto de medir a absor¢do de calor, de forma direta, sem

interferéncia ou sobreposicao de outros processos (Johnson, 2013).

Outra grande vantagem desta técnica é o facto de a DSC medir os processos com uma
ligeira pressdo aplicada a célula da amostra e de referéncia. Esta ligeira sobrepresséo
permite varrimentos até 140°C (ou menos em sistemas aquosos), sem atingir o ponto de
ebulicdo da amostra. Isto permite estudar proteinas isoladas a partir de organismos

termofilicos e hipertermdéfilos, muitos contém proteinas cuja temperatura de fusdo se
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situa bem acima de 100°C. A DSC é uma técnica muita utilizada uma vez que a
caracterizacdo termodindmica completa permite revelar a importancia da temperatura
para o equilibrio térmico e por conseguinte 0 mecanismo que leva a estabilidade térmica
(Johnson, 2013).

Hoje em dia, o desenvolvimento de agentes terapéuticos a base de proteinas tem tido um
crescimento exponencial, tendo a formulagdo biofarmacéutica um papel importante na
estabilidade de uma proteina. Geralmente estes agentes sdo administrados por injecdo
de pequenos volumes de solu¢Ges muito concentradas, o que leva a necessidade deo seu
armazenamento sem degradacdo da proteina ativa. A DSC pode contribuir para o
desenvolvimento dos processos que asseguram a estabilidade de uma proteina e ainda
avaliar a viabilidade da mesma ao redissolver-se numa solugdo. A DSC em associagdo
com a fluorimetria de varrimento diferencial (DSF) e outros métodos analiticos que
recorrem a variacdo de temperatura, torna a obtencdo da T, aparente mais fiavel
(Johnson, 2013).

Os excipientes usados numa formulacdo poderdo afetar a capacidade da proteina se
auto-associar através de efeitos indiretos no solvente, e noutros casos podem estabilizar
0 sistema através da ligacdo direta a proteina nativa. Os ligandos aumentam a
estabilidade da ligacdo por deslocamento da posicdo de equilibrio . Essa estabilizacdo
gera um aumento da Ty, 0 que torna possivel inferir acerca da afinidade de ligacdo do
préprio ligando. Com esta analise de dados por parte da DSC é possivel quantificar

afinidades de ligagdo extremamente ténues e proximas (Johnson, 2013).

E importante garantir a estabilidade intrinseca das proteinas terapéuticas uma vez que a
falta desta podera afetar a expressdo da proteina e levar ao enrolamento incorreto

diminuindo a fracdo de proteina ativa (Krell, 2008).

Garber e Demarest (Garber & Demarest, 2007) realizaram um estudo de DSC com
dezassete anticorpos terapéuticos humanos. Os valores de T, para os fragmentos de
ligagdo do antigénio (Fab) variaram largamente entre 57-82° C. Os anticorpos com
estabilidades térmicas menores tiveram uma expressao fraca. A analise da sequéncia de

aminoéacidos dos anticorpos analisados permitiu identificar quais os responsaveis pela
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reduzida estabilidade térmica. Com este estudo obteve-se um guia para otimizar a
estabilidade de outros anticorpos de diagnostico e terapéuticos por meio desta técnica
(Krell, 2008).

A analise por DSC é também utilizada para monitorizar com precisdo o aumento da
estabilidade térmica por mutagénese no local ativo, a qual permite quantificar o efeito
da estabilizacdo ou destabilizacdo de cada substituicdo de aminodcidos. Isto foi
demonstrado na otimizagdo da estabilidade do fragmento Fab antitetdnico toxoide
humano. A expressdo desta proteina em Escherichia coli resulta num rendimento muito
baixo da proteina funcional por falta de estabilidade intrinseca. Quarenta e cinco
aminoacidos do Fab foram submetidos a mutagénese de saturacdo, usando uma analise
automatica, rastrearam-se as estabilidades térmicas de quatro mil membros da biblioteca
de mutantes. As Fab que continham varias mutacdes e que apresentavam um aumento
da estabilidade térmica foram geradas como proteinas recombinantes purificadas. Os
mutantes identificados através do aumento da estabilidade térmica expressaram com

rendimentos mais elevados em E.coli (Krell, 2008).

Os testes de integridade de um determinado produto farmacéutico sdo de extrema
importancia no que concerne a salde de quem os utiliza. Estes testes permitem avaliar a
estabilidade através do estudo das diferentes propriedades do produto farmacéutico,
armazenado em diferentes condicBes, por um periodo de tempo significativo. De notar
que sem a obtencdo destes dados, o processo de desenvolvimento do produto fica

comprometido (Krell, 2008).

Remmele e seus colegas (Remmele et al., 1998) mostraram que DSC pode ser utilizada
para racionalizar a selecdo de condicGes de armazenagem. Investigaram as condigdes de
solucdo para estabilizar o recetor de interleucina-1. A formulagdo farmacéutica que
contém esta proteina, necessita de um conservante por se tratar de um produto para
maultiplas doses. Nesse sentido, estudou-se o comportamento da proteina por DSC na
presenca de diferentes conservantes. Em conjunto, foi realizado um teste de estabilidade
a proteina com monitorizacdo da percentagem da sua forma nativa, com a duracao de
dois meses e na presenca de varios conservantes. Verificou-se uma correlacdo direta

entre a estabilidade térmica determinada por DSC e a quantidade de proteina nativa

36



A calorimetria como ferramenta de investigacdo, desenvolvimento e controlo de qualidade em Ciéncias
Farmacéuticas

observada no teste de estabilidade. Esta correlacdo pode ser explorada para identificar

de forma rapida e racional as condi¢des mais promissoras (Krell, 2008).

Em experiéncias iniciais de DSC, determina-se o pH 6timo para a estabilidade da

proteina e depois segue-se um rastreio ao excipiente a pH 6timo.

SR, Sorbitol
250~
w_ 15M
o 1
= 200
S ]
~ 1001
L o r 05M
504
ol, 00M

/G0 L I ) LI W O R L )
290 310 330 350
Temperature (K)

Figura 8 - Andlise DSC da hexoquinase A em funcéo da quantidade de sorbitol (Krell, 2008).

A figura 8 representa a desnaturacdo térmica da hexoquinase A a pH étimo e em funcéo
da presenca de concentracdes crescentes de sorbitol. E uma proteina monomérica com
dois dominios estruturais. A analise DSC desta proteina, revelou dois picos que se
sobrepGem parcialmente e que foram atribuidos a desnaturacdo independente dos dois
dominios estruturais. A curva pode ser dividida em dois eventos separados. O primeiro
é 0 ponto médio de transi¢do da proteina desdobrada T, correspondente a temperatura
do pico. Nesta temperatura, metade da proteina apresenta-se no seu estado desnaturado,
e metade no seu estado nativo. O segundo parametro representa a variagdo da entalpia
que € traduzida pelas areas sob a curva e que correspondem a energia necessaria para
haver desnaturacdo. A adicdo de sorbitol leva a um aumento da temperatura de
desnaturacdo- Ty, 0 que se traduz numa maior estabilidade desta proteina, tornando o

sorbitol um aditivo de elei¢do (Krell, 2008).
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4.2.3.iv. DSC de amostras complexas

No campo do diagndstico clinico, a DSC tem tido um papel relevante uma vez que
permite a analise de amostras biolégicas complexas como o plasma sanguineo. A DSC é
capaz de medir e obter um termograma da mistura das proteinas plasmaticas em que o
perfil resultante representa a soma ponderada da dos componentes individuais e as
respetivas estabilidades térmicas. A maior parte do sinal prove o termograma do plasma
medido pode ser reconstruindo a partir de exames de DSC individuais das proteinas
purificadas, cuja contribuicdo é normalizada para a concentracdo relativa no plasma
(Johnson, 2013).
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Figura 9 - Termograma de DSC de plasma humano (B) e respetiva desconvolugdo para os componentes
individuais (A) (Johnson, 2013).

A vacina contra o virus da gripe é um exemplo de um produto biolégico muito
complexo, pois € constituida por trés estirpes diferentes pertencentes aos subtipos
HIN1, H3N2 e do tipo B. As etapas de producdo da vacina incluem a purificacdo do

virus, seguida da sua inativagdo (Krell, 2008).
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Figura 10 - Termogramas de DSC de trés amostras do virus purificado e ativo (Krell, 2008).

Como se pode observar na figura 10, os termogramas variam consoante as diferentes
estirpes mostrando duas a quatro transi¢fes térmicas. Curiosamente, num outro estudo
realizado por Epand e Epand (Epand & Epand, 2002) utilizando as mesmas condi¢6es
experimentais e analisando dois virus pertencentes a dois dos mesmos subtipos (HIN1 e
H3N2), provou que mesmo estirpes dle virus que pertencem ao mesmo subtipo tém
termogramas diferentes. Isto significa que virus com sequéncias muito semelhantes tém
diferentes caracteristicas de desnaturacdo, ou seja, o perfil de desnaturacdo € muito
especifico para cada estirpe de virus, caracteristica que deve ser controlada durante o
processo de fabrico (Krell, 2008).

4.2.3.v. Calorimetria Diferencial de Varrimento para avaliar a estabilidade de um

anticopro monoclonal (mAb)

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo hoje parte integrantre de produtos
biofarmacéuticos usados no tratamento de estados agudos como cancro, doengas virais
e doengcas cardiovasculares, bem como em doengas cronicas como a asma, a diabetes, o
lUpus e a artrite. S&o proteinas em forma de Y, com duas cadeias longas pesadas (H) e
duas curtas e leves (L). A cadeia leve € composta por dois dominios e a cadeia pesada
por quatro. Os dominios de ambas as cadeias sdo chamados de dominios variaveis (VH
e VL) no que diz respeito a composic¢éo da sequéncia de aminoacidos. Funcionalmente
é a regido variavel a responsavel pela ligacdo ao antigénio, e a regido constante (C)

composta por Cyl, Cy2, Cy3 e CL que define a atividade das células imunes.
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Estruturalmente, um dominio de Fe (fragmento cristalizavel, composto por pares de Cy2
e Cy3) esta ligado a dois dominios Fab idénticos (fragmento de ligacdo ao antigénio)
através de uma regido de charneira flexivel, como demonstra a figura 11 (Morar-Mitrica
etal., 2013).

Fab

Fé

Figura 11 - Representacdo esquematica da estrutura geral de um anticorpo (Higel et al., 2016).

A principal vantagem da DSC para analisar a estrutura e a estabilidade do mAb ¢
através da identificacdoo e caraterizacdo dos dominios Fab, Cy2 e Cy3. Uma analise
tipica de DSC para um mAb origina um termograma com trés transicdes de
desdobramento representadas por trés picos diferentes como demonstra a figura 12.
(Morar-Mitrica et al., 2013).
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Figura 12 - Anélise DSC a mAbs falta ref (Morar-Mitrica et al., 2013)
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A primeira transicdo de pico DSC corresponde ao desdobramento do dominio Cy2 Ci2,
a segunda ao compontente Fab e a terceira ao dominio Cy3. Demonstrou-se que Fab e
Fc desnaturam de forma independente e exibem diferentes sensibilidades ao stress. O
facto de a DSC conseguir avaliar individualmenbte o efeito de tensGes especificas
(stress) relacionadas com a estabilidade dos dominios, torna-a ideal para o

desenvolvimento de mAb (Morar-Mitrica et al., 2013).

Sete mAbs foram analisados por DSC, estando o termograma resultante representado na
figura 7 (Morar-Mitrica et al., 2013).
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Figura 7- Monitorizagdo DSC de sete mAbs (Morar-Mitrica et al., 2013).

Podem ser observadas duas a quatro transi¢cbes de desdobramento, nimero de picos
diferentes, posicdo dos picos, forma, altura e area sdo também observaveis,
apresentando uma boa gama de estabilidades para os mAbs analisados. O mAb-6
aparesenta um dominio Cy2 termodinamicamente estavel, ha claramente diferentes
estabilidades para o dominio Fab, com os mAb-1 e mAb-4 apresentrando a maior
estabilidade para estas molécula. E o resto dos mAbs analisados inserem-se na categoria
de estabilidade média. Com esta demosntracdo simples desta analise podem-se
identificar de forma rapida as caracteristicas de estabilidade de cada mAbs e definir o

seu perfil termodindmico (Morar-Mitrica et al., 2013).
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4.2.3.vi. Impacto do congelamento e secagem de produtos farmacéuticos

O congelamento e a secagem sdo métodos que fazem parte da conservacdo e
armazenamento de produtos farmacéuticos. No entanto, ambos podem alterar a
integridade das proteinas desnaturando-as e levando habitualmente a sua agregacao. Na
auséncia da técnica de DSC, o método de tentativa e erro era 0 mais utilizado para
obtencdo das condicBes de congelamento e secagem O&timas que garantissem a
viabilidade das proteinas. Hoje em dia, com a DSC, é possivel estudar as melhores
condicdes de armazenamento de forma mais racional através da analise da desnaturagédo
térmica de biomoléculas. Complementarmente, pode determinar-se a temperatura de
transicéo vitrea Ty (temperatura a cima da qual os materiais adquirem caracteristicas de
liquidos e abaixo da qual as propriedades fisicas dos materiais amorfos variam de modo
semelhante a uma fase cristalina) de componentes do tampdo em que se encontra a
proteina (Krell, 2008).

Piedmont e os seus colegas (Piedmonte et al., 2007) realizaram um estudo a fim de
demonstrar que a Ty € uma excelente ferramenta de otimizagdo da estabilidade de
amostras congeladas de um Fc (parte constante do anticorpo) por um periodo de tempo
longo. Os autores debrucaram-se sobre o facto de a proteina desnaturar quando
armazenada a -30°C por um longo prazo. Foi adicionado a proteina 5% (m/V) de
sorbitol (como referido anteriormente, € um estabilizador de proteinas) e foram depois
analisadas as amostras congeladas por vinte semanas. Os termogramas obtidos apds
esse periodo revelaram que ao longo do tempo foram detetadas duas transi¢oes Tgya -
20°C e -8°C as quais se deveram a cristalizagdo do sorbitol. Como este ficou numa fase
separada da proteina, o efeito de protecdo nédo se verificou o que levou a agregagédo
desta. Tal ndo seria suposto acontecer uma vez que se espera gque o agente estabilizador
se deva manter durante todo o processo de congelacdo no mesmo estado que a proteina

para assegurar integridade da mesma (Krell, 2008).
Noutro estudo, Kreilgaard e os seus colegas (Kreilgaard et al., 1999) demonstraram que

para uma lipase, a cristalizacdo do manitol durante a liofilizacdo reduziu a estabilidade
da proteina em relacdo ao observado sem a sua adicao (Krell, 2008)
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4.2 .3.vii. Analise de células bacterianas inteiras

Os perfis de desnaturacdo térmica das bactérias sdo complexos por terem varios picos,
no entanto, gracas a existéncia de uma base de dados reunidos durante as duas ultimas
décadas, e que foi sendo atualizada, podemos hoje relacionar esses picos com o
desdobramento de ribossomas, DNA e lipidos. Em comparacdo com os dados obtidos
de experiéncias DSC em estudos viabilidade, associa-se a morte celular ao desenrolar
dos ribossomas. A importancia destes estudos é a melhorar a compreensao da inativagdo

térmica de bactérias, e esporos de bactérias, por forma a melhorr assegurar a salde
alimentar (Krell, 2008).

Outro exemplo da utilizacdo da DSC traduz-se na analise e estabilizacdo de bactérias
congeladas, como as l4cteas, muito Util na industria e alimentos (Krell, 2008).

4.2.3.viii. Outras Aplicacdes da técnica de DSC

Ha outras areas de aplicacdo da DSC como por exemplo o estudo de polimeros. A

figura 13 demonstra as transi¢cdes gerais caracteristicas de uma amostra de tereftalato de
polietileno (Ford & Mann, 2012).
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Figura 13 - Analise DSC de um polimero (Ford & Mann, 2012).

A amostra apresenta uma transicao vitrea (passagem estado fluido) associada a natureza

amorfa do material. A elevadas temperaturas, 0 termograma apresenta um pProcesso
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exotérmico que corresponde a recristalizacdo do polimero, e a uma temperatura ainda
mais elevada existe uma transicdo endotérmica associada a fusdo da fracdo cristalina do
polimero. Estas transi¢es sdo representativas dos fendmenos que podem ocorrem na

maioria dos materiais (Ford & Mann, 2012).

Outros pontos de interesse atribuidos a esta técnica relacionam-se com a obtencéo de
informacdo sobre a quantidade de substancia ativa dispersa e dissolvida num veiculo
medicamentoso sélido, onde é imprescindivel o conhecimento das caracteristicas de
libertacdo da propria substancia ativa. Em relacdo a libertacdo modificada de
substancias ativas, a DSC tem um papel fundamental no desenvolvimento de
biopolimeros para encapsulacéo de substancias ativas pois alguns sdo termossensiveis o
que os leva a incharem em funcdo da temperatura sendo necessario controlar a taxa de

libertacdo da substancia ativa (Krell, 2008).

O uso de técnicas DSC para estudo da solubilidade em polimeros engloba uma mistura
de substancia ativa num polimero através de uma gama de concentracdes dessa
substancia que depois é analisada. A endotérmica da substancia ativa através da sua
fusdo durante o processo de aguecimento. Através dos valores de entalpia de fusdo
encontrados e com as concentragdes ja conhecidas da substancia ativa, é possivel a
construcdo de um gréfico, que intercetando a entalpia a zero obtem-se a solubilidade da

substancia ativa no polimero em torno do seu ponto de fusdo (Ford & Mann, 2012).
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Figura 14 - Representacgdo gréafica da relacfo da concentracéo de Metronidazol e a sua Entalpia de fusdo
(Ford & Mann, 2012).

Foi medida a solubilidade do metronidazol inserido numa matriz de silicone usando
varrimento répido representada a analise na figura a cima. Tracando o contra a
concentragdo da substancia ativa, extrapolou-se a zero o AHg obtendo-se linhas retas
correspondentes aos valores de solubilidade do metronidazol calculados com a
intersecdo do eixo das abcissas, sendo estes 6.156mg g™ a 20°C min™, no entanto, a
fracdo de calor aos 400°C min™ j& foi 2.16mg g™. Esta diferenca demonstra um dos
problemas relacionados com a velocidade de exploragdo normal, as amostram podem
sofrer alteracdes sob condicdes experimentais devido ao periodo de varredura ser mais
longo para atingir a temperatura de fusdo do substancia ativa. Blade et al. Confirmaram
que a rapida taxa de aquecimento e de varredura surgem com o propoésito de fornecer
informagdes mais precisas relativas a quantidade de uma substancia ativa cristalino
numa dispersao solida, por serem mais rapidas ndo ha o risco da amostra alterar durante
0 processo (Ford & Mann, 2012).

4.2.3.ix. Bio-polimeros

Referindo novamente as transic¢Oes vitreas, aquelas que contém proteinas e polimeros de
elevado peso molecular tornam-se na maioria dos casos muito dificeis de determinar

devido a fraqueza da transicdo. Liu et ali. utilizaram o varrimento rapido em DSC para
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caracterizacdo de amostras com transicOes vitreas fracas, recorreu ao amido contendo
diferentes teores de agua. A quando da utilizacdo da DSC convencional, obteve taxas de
50°C/min e foi incapaz de detetar a Ty do amido contendo 13% de humidade. Pelo
varrimento réapido as taxas variaram entre 50cmin™ e 300°C min™ determinou a T4 do
amido contento 13,3, 11,6 e 8,7% de humidas. Analisando os resultados apds
extrapolagdo para a taxa de aquecimento de zero, estimou a Ty como 59,2°C, 61,4°C e
67,3°C. Para 13,3, 11,6 e 8,7% de humidade. A importéncia a reter deste estudo foi o
fato das transicOes vitreas sdo mais facilmente visualizadas nas taxas de aquecimento

mais rapidas da DSC de varrimento rapido. (Ford & Mann, 2012).
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4.3. Calorimetria de solucéo

Esta técnica calorimétrica foi desenvolvida a fim de quantificar misturas de sacarose
cristalina ou amorfa e varfarina sddica através da diferenca de energias que se verificam
na dissolucdo das duas formas solidas. Nestes estudos observou-se uma relacao linear
entre a percentagem da forma cristalina presente na amostra estudada, e o calor da
dissolucdo. Esta técnica veio a revelar-se muito rapida, precisa e conveniente na
determinacdo da percentagem de cristalinidade de excipientes ou substancias ativas
comuns. Estas vantagens sdo particularmente importantes no estudo de formulacdes
cuja percentagem de fase cristalina/amorfa se encontra abaixo do limite inferior de
detecdo da DSC ou da difracéo de raios X de pés -PXRD (Gao & Rytting, 1997).

A percentagem de fase cristalina tem uma papel fundamental na biodisponibilidade
traduzido pela relagcdo que existe com a taxa de dissolucdo da substéncia ativa, a sua
estabilidade fisico-quimica e a sua compactacdo aquando da producdo de comprimidos
(Gao & Rytting, 1997).

Numa perspetiva historica, Pikal et al. em 1978 (Pikal et al., 1978) iniciaram a
calorimetria de solucdo na industria farmacéutica para quantificar a cristalinidade dos
antibidticos beta-lactamicos através da medicdo dos calores de dissolucdo. Na década de
1980, Guillory e Erb (Guillory et al., 1985) estudaram as propriedades do estado sélido
de produtos farmacéuticos com a finalidade de determinar o grau de cristalinidade e
assim caracterizar as formas e solvatos polimorficos de maneira a obter informagéo
relativa a quantidade e composicdo de misturas binarias de diferentes formas
polimérficas. Todos estes estudos revelaram limitagfes relativas ao uso Unico de
substancias medicamentosas simples, ndo estando ainda disponivel um método para a
mesma quantificagdo em sistemas mais complexos. Contudo, mesmo tendo
aplicabilidade apenas para formulagdes simples, a sua utilizagdo é relevante e habitual

quer no desenvolvimento quer no controlo de qualidade (Gao & Rytting, 1997).

Neste tipo de analise térmica, a mudanca de temperatura produzida pela interacéo fisica
durante a mistura de duas solugdes, ou de um sélido e um liquido, € monitorizada em

funcdo do tempo em condi¢Oes de temperatura constante. Esta traduz-se na reacao :
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S+L<—SL;, onde S representa 0 substrato e L o ligando livre. Neste sistema em
equilibrio, consideramos a variacdo da entalpia padréo e o efeito total do calor relativo
as moles de SL; traduzido na relagdo: Q = SL, * AH®. Como esta técnica calorimétrica
mede o calor gerado durante a dissolucdo do substrato, SL1 corresponde a quantidade
total de amostra, e AH? o calor de solucéo da diluigdo infinita para qualquer valor de L
(solvente) fixo. Assim, podemos caracterizar quantitativamente o calor da dissolucdo
através da medicdo do calor total gerado neste processo. Se for um sistema binario onde
ndo haja interacdo, o calor especifico total da dissolu¢do corresponde a soma dos

calores especificos de cada componente individualmente (Gao & Rytting, 1997).

Na DSC, ao contrario da calorimetria de solucdo, as medi¢cdes sdo feitas a altas
temperaturas, o que pode resultar em alteracBes da estrutura durante o processo de
aquecimento para amostras termolabeis como sendo os hidratos ou solvatos, ou
substancias ativas que poderiam sofrer decomposic¢éo ou libertacdo do solvente antes do
ponto de fusdo (Gao & Rytting, 1997).

A microcalorimetria isotérmica, tem uma sensibilidade especifica de quatro ordens de
grandeza superior & DSC convencional. No entanto, ao contrario da calorimetria de
solucdo, sO pode ser utilizada para materiais amorfos que cristalizem espontaneamente a
determinada humidade ou na presenca de determinados vapores organicos (Gao &
Rytting, 1997).

Na calorimetria de solucdo, o calor é diretamente medido a temperatura desejada e a
amostra é parcialmente cristalina. Se 0 material amorfo estiver na sua forma pura, e as
diferengas de energia entre a forma amorfa e cristalina forem consideraveis, este méetodo

é potencialmente mais preciso que os referidos anteriormente (Gao & Rytting, 1997).

Uma desvantagem deste método é o facto de habitualmente incluir na medida da
entalpia de solugéo, ou de imersdo, processos como quebra de ligagdes, penetracdo de
liquidos, moldagem, solvatacdo, rearranjo e alteragcbes conformacionais, tornando-se
dificil por vezes quantificar cada um destes processos individuais. Nesse sentido, Craig
e Newton (Craig & Newton, 1991) criaram um modelo na tentativa de quantificar o

processo de dissolugéo correlacionando os dados de calor da solu¢do com os resultados
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realizadora por DSC. Contudo, o método € limitado a sistemas em que a entalpia de

molhamento varia com a estrutura do cristal (Gao & Rytting, 1997).

Outra desvantagem é o facto de ser necessario dispor do produto em analise com 100%
de cristalinidade e 100% amorfo para efeitos de calibracdo. Materiais puros vindos de
diferentes fontes, ou gerados por diferentes metodos, podem diferir na medicéo do calor
da solucéo (Gao & Rytting, 1997).

Por dltimo, outra limitacdo deste método é o prdpio solvente. O composto em estudo
deve ter uma taxa de dissolucdo muito elevada no solvente escolhido originando
grandes variacGes entélpicas. Para uma formulacdo, os restantes excipientes envolvidos
na analise deverdo ser humedecidos durante o processo no solvente escolhido. O calor
produzido durante o processo de dissolucdo necessita de calibracdo através de uma
quantidade conhecida de calor. A correcdo pode ser calculada com precisdo por apenas
um periodo de tempo limitado. Isto também limita 0 método para experiéncias que se
completam no periodo de uma a duas horas uma vez que o efeito térmico da dissolucéo
é diluido por dissipacdo e perdas no préprio calorimetro. A sensibilidade do método
também € dependente do material, ja que a diferenca de energia entre as formas amorfa
e cristalina, pode variar dependendo das formas sélidas que contenha a amostra e do
proprio solvente (Gao & Rytting, 1997).
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111. Conclusao

O estabelecimento de uma compreensao fisica e estrutural abrangente dos eventos que
dao origem aos fendmenos termodindmicos em sistemas bioquimicos é uma tarefa
dificil, que se situa além das abordagens computacionais atualmente disponiveis para a
andlise da estrutura molecular e das interacdes. No entanto, as melhorias na
instrumentacdo e nos métodos experimentais, juntamente com a evolucdo das
abordagens termodinamicas para areas tdo diversas como o dobramento/desdobramento
de proteinas e a descoberta de novos medicamentos, levam a uma grande variedade de
novos dados experimentais. A correlagdo desses dados com estudos fisicos da estrutura
de biomoléculas como as proteinas e da sua termodindmica, tem o potencial de expandir
significativamente a nossa compreensdo de como os sistemas bioldgicos realmente

funcionam.

Os metodos de andlise térmica tém hoje em dia uma vasta aplicabilidade ao nivel da
industria farmacéutica, quer no estudo do estado sélido de novos compostos, quer para o
controlo de matérias-primas, para a estabilidade das mesmas e de produtos finais, para
estudos de compatibilidade e para o desenvolvimento de novas formulagbes quimicas

ou bioldgicas.

As técnicas biofisicas, em particular a calorimeria, provaram ser imprescindiveis no
desenvolvimento de produtos biofarmacéuticos. Particularmente as aplicacdes de DSC,
séo de grande relevo para a classificacdo desses produtos, sua caracterizagao, e previsdo
da sua estabilidade. E pois, uma técnica implicita nas principais abordagens ao

desenvolvimento bem sucedido de biofarmacos.

A ITC é a unica técnica que pode elucidar acerca da entalpia e dos componentes
entropicos da afinidade de uma ligacdo. Uma vez que os componentes de entalpia e
entropia estdo relacionados com parametros estruturais, como demais foi apresentado
neste trabalho, eles s&o utilizados como guia para a conce¢cdo molecular, como forma de
validar previsdes computacionais a base da estrutura de ligacéo e da energia (QSAR), e

como uma maneira de desenvolver correlagdes estrutura/energia rigorosas. Ao longo
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dos anos. a ITC foi considerada a técnica de referéncia para medir as interacdes
moleculares, o que € evidenciado pelo grande nimero de estudos que relatam o uso
desta técnica na medicdo da afinidade de ligacdo simples e para calculos
termodinamicos complexos. A vantagem de decifrar os parametros termodinamicos que
sustentam as afinidades de ligacdo é o fornecimento de informacdo sobre os
mecanismos moleculares de uma interacdo para melhor compreender a quimica e fisica
de como as moléculas interagem umas com as outras. Tendencialmente, a ITC seré cada
vez mais empregue como uma ferramenta central desempenhando um papel
proeminente na caracterizacdo e concecdo molecular, na concecdo geral e de
substancias ativas em particular, descobrindo os mais potentes, em combinacdo com

outras abordagens experimentais.

A calorimetria de solucdo tem sido utilizada para determinar quantitativamente a
cristalinidade, bem como os processos de conversdo no estado sélido. Pode também ser
util para examinar as alteracdes de cristalinidade de substancias sélidas, de substancias
ativas ou das formulagdes durante o desenvolvimento da forma de dosagem sélida. Um
dos desafios no uso desta técnica € o estabelecimento de uma relacéo linear entre o calor

da dissolucdo e a percentagem de substancia ativa cristalina presente na amostra.
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