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RESUMO

CHAVES, Otavio Augusto Chaves. Estudo da Interacdo entre Albuminas Séricas e
Moléculas Biologicamente Ativas. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica
Orgéanica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

As interacdes entre albumina sérica humana (ASH) com 18-FP, BZL, MTZ e MZ e
entre albumina sérica bovina (ASB) com t-DCTN, PF, LF-B, PIA e a-lap foram estudadas por
técnicas espectroscopicas (absor¢do molecular no UV-Vis, dicroismo circular, emissdo de
fluorescéncia no estado estacionario e com resolucao temporal) sobre condicdes fisiologicas.
Calculos tedricos por ancoramento molecular (do inglés molecular docking) foram executados
para complementacdo dos dados experimentais e dessa forma obter resultados mais precisos.
Os resultados obtidos para as constantes de velocidade de supressdo de fluorescéncia das
albuminas (kq) sdo maiores do que a velocidade de difusdo em agua (Kqitr =~ 5,00x10° L/mols),
indicando que ha formacédo de um complexo no estado fundamental entre as albuminas com
as moléculas biologicamente ativas (para amostra PIA tal dado foi confirmado com a
fluorescéncia resolvida no tempo). Para as amostras t-DCTN e LF-B além do mecanismo
estatico foi observado a presenca do mecanismo dindmico e ja para as amostras PF e PIA o
calculo de Forster mostra alta probabilidade de ocorréncia de transferéncia de energia entre o
fluoréforo e os supressores. Os valores termodinamicos de energia livre de Gibbs, calculados
para todas as amostras estdo de acordo com a espontaneidade da associacdo. Parametros
termodindmicos de AH° e AS° forneceram indicios das principais interacfes intermoleculares
na associacdo. As amostras 18-FP, t-DCTN, LF-B, PIA, a-lap, BZL e MTZ associam com a
albumina via ligacdo de hidrogénio e interacGes hidrofobicas e ja PF e MZ por ligacdo de
hidrogénio e interacOes eletrostaticas. O nimero de sitios de ligacdo para todas as amostras
indicam que ha apenas uma principal cavidade da proteina para a associacao das moléculas
estudadas, sendo que essa associacdo é moderada para 18-FP, PF e LF-B, fraca para t-DCTN
e forte para PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ. Estudos de dicroismo circular demonstram que nédo
ha perturbacdes significativas na estrutura secundaria da albumina com a associagao. Calculos

teoricos via ancoramento molecular estdo em total acordo com os resultados espectroscopicos.

Palavras-chave: Albumina sérica, produtos naturais, espectroscopia, ancoramento molecular



ABSTRACT

CHAVES, Otavio Augusto. A Study of the Interaction between Serum Albumins and
Biologically Active Molecules. 2016. Dissertation (Master Science in Chemistry, Organic
Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The interactions between human serum albumin (HSA) with 18-PF, BZL, MTZ and
MZ and between bovine serum albumin (BSA) with t-DCTN, PF, LF-B, PIA and a-lap were
studied by spectroscopic techniques (molecular absorption in the UV-Vis region, circular
dichroism, emission fluorescence in the steady state and temporal resolution) under
physiological conditions. Theoretical calculations by molecular docking were performed to
complement the experimental data and thus offer accurate to the results. The results obtained
for the fluorescence quenching rate constant (kq) is greater than the diffusion rate constant in
water (kgitt ~ 5,00x10° L/mol), indicating that there is formation of complex between albumin
and biologically active molecules in the ground state (for the sample PIA we confirmed this
data with time resolved fluorescence experiments). For t-DCTN and LF-B beyond the static
mechanism it was observed the presence of dynamic fluorescence quenching mechanism.
Finally, for PF and PI1A Forster theory shows that the energy transfer between the fluorophore
and the guenchers can occurs with high probability. The thermodynamic values for Gibbs’
free energy are in accordance with the spontaneity of the association, for all the samples.
Thermodynamic parameters AH° and AS° provided evidence of the main intermolecular
interactions in the association. The samples 18-FP, t-DCTN, LF-B, PIA, a-lap, BZL and MTZ
interact with albumin by hydrogen bonding and hydrophobic interactions. On the other hand,
PF and MZ interact by hydrogen bonding and electrostatic forces. The number of binding
sites shows that there is only one main cavity of the protein to the interaction. For 18-PF, PF
and LF-B the binding is weak, for t-DCTN the binding is moderate and for PIA, o-lap, BZL,
MTZ and MZ the binding is strong. Circular dichroism results show that upon binding of
samples with the albumin there are no significant perturbations on the secondary structure of
the protein. Theoretical calculations by molecular docking are in full agreement with the

spectroscopic results.

Key words: Serum albumin, natural product, spectroscopy, molecular docking
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1. INTRODUCAO

Os compostos organicos exdgenos, que possuem atividade bioldgica, seja esta
benéfica (farmacos) ou ndo (venenos, toxinas) sdo, geralmente, distribuidos pelo organismo
através da circulagdo sanguinea. Como, em grande nimero de casos, a sua solubilidade em
fase aquosa é limitada, a interacdo com proteinas carreadoras presente no plasma sanguineo é
fundamental. Dentre estas, destacam-se as albuminas sericas.

Esta dissertagdo estuda a interagdo entre certas substancias bio-ativas e as albuminas
séricas, bovina e humana.

Para isto, estudou-se experimentalmente a fluorescéncia e o dicroismo circular das
proteinas e sua alteracdo, ou ndo, pela adicdo dessas substancias. Paralelamente, foram
avaliadas essas interacGes atraves de estudos tedricos, empregando métodos quanticos de
determinacdo de energia X estrutura e de ancoramento de moléculas orgénicas no interior de

proteinas.

1.1 Compostos Biologicamente Ativos Estudados (Planta de origem — substancia)
1.1.1 Talinum triangulare — Feofitina 18-FP

A familia Portulacaceae consiste em ervas anuais carnudas, com aproximadamente 30
géneros e cerca de quinhentas espécies, predominantemente de regides tropicais e subtropicais
da Africa e das Américas, mas algumas espécies podem ocasionalmente ser encontrados na
Europa, Asia e Oceania [Rodrigues et al. (2003) e Ekpo et al. (2007)]. O género Talinum
pertence & familia Portulacaceae; uma destas espécies, Talinum triangulare (syn Talinum
fruticosum auct. non (L.) Juss.), popularmente conhecida no Brasil como Jodo Gomes, lingua
de vaca, caruru do Para e cariru [Kohda et al. (1992)], é um alimento vegetal ndo
convencional, consumido principalmente na regido norte, especialmente na Amazonia e Parg,
devido ao seu alto teor nutricional, que pode ser utilizado na alimentacdo infantil como um
substituto do espinafre (Spinacia oleracea) [Rodrigues et al. (2003)].

Relatos na literatura cientifica mostram que triangulare tem atividades antioxidantes e
0 extrato hidrometanodlico do caule é uma fonte de alantoina, &cido aspartico, e saponinas,
assim como metabolitos especiais como acrilamidas, dentre outros compostos nitrogenados.
Os extratos de diclorometano e acetato de etila das folhas sdo ricos em compostos da classe de
metabolitos especiais, chamados de feofitina, analogos de porfirinas, que tém a capacidade de

formar complexos com metais [Amorim et al. (2013) e Amorim et al. (2014a)].



Estudos recentes tém mostrado que o extrato hidroetandlico das folhas de triangulare
tem atividade antitumoral em linhagens celulares [Amorim et al. (2014b)]. Além disso, a
atividade estimulante da funcdo cerebral em ratos de laboratério é atribuida a ingestdo da
planta [Ofusori et al. (2008)].

Para o tratamento de certos tipos de canceres por terapia fotodinamica, pode-se usar
feofitinas — moléculas orgénicas classificadas como segunda geracéo de fotossensibilizadores
[Ben Dror et al. (2009)]. A feofitina (17R,18R)-purpurina-18-fitil éster (18-FP, Esquema 1) —
isolada da planta triangulare — além de absorver luz em comprimento de onda a 400 nm,
correspondente & banda de Soret [Giovannetti (2012)], também absorve a comprimentos de
onda maiores, 550 nm e 700 nm. A descoberta e desenvolvimento de moléculas que absorvem
radiacdo no infra-vermelho proximo (600-900 nm) oferecem novas oportunidades, tanto para
terapia fotodindmica, quanto como agentes de contraste para imagens médicas. Isto devido a
alta penetracdo da irradiacdo no tecido, sem causar danos a saude [Luo et al. (2011)].

A aplicacéo destes fotossensibilizadores pode ser intravenosa ou por onda de presséo;

nos dois casos ha difusdo para a corrente sanguinea.

A
O 18-FP

O

Esquema 1

1.1.2 Croton cajucara Benth — 19-nor-clerodano (t-DCTN)

Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como "sacaca”, é
uma arvore da regido amazonica, norte do Brasil, utilizada na medicina popular. A casca do
caule da planta tem sido usada para o tratamento de figado, estdmago, rins, disturbios e
diminuicdo dos niveis de colesterol no fluido sanguineo [Van Den Berg et al. (1993) e Di
Stasi et al (1994)]. Cajucara € uma rica fonte de diterpenos do tipo clerodanico, [Maciel et al.
(1998)] sendo que a trans-desidrocrotonina, um diterpeno 19-nor-clerodanico (t-DCTN —
Esquema 2), é o principal componente da casca do caule da sacaca. Este composto € um dos

mais representativos clerodanicos bioativo relatado na literatura e tornou-se um alvo
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importante para a pesquisa pré-clinica. Na verdade, os estudos farmacol6gicos empregando t-
DCTN confirmou alguns de seus efeitos, tais como: anti-inflamatorio, analgésico [Carvalho et
al. (1996), anti-tumoral [Grynberg et al. (1999)], antitlcera [Hiruma-Lima et al. (1999) e
Rodriguez et al. (2004)], hipolipidémico e cardioprotetor [Silva et al. (2005)]. Também tem
sido demonstrado que a t-DCTN apresenta atividade antimutagénica e ndo induz atividade
clastogénica, apoptotica e citotoxica [Santos et al. (2008)].

Por outro lado, casos de hepatite aguda e cronica tém sido relatados na regido
amazonica em pacientes que utilizaram cajucara em dietas para reduzir colesterol [Soares
(2004)] e foi estabelecido que pacientes cronicos tratados com uma infusdo de sua casca
sofreram alguns efeitos toxicos. Esta toxicidade foi atribuida, pelo menos parcialmente, para o
t-DCTN [Maciel et al. (2000) e Rodriguez et al. (2004)] e pode ser amenizada pela utilizacéo
de encapsulacdo do principio ativo em lipossomas, assegurando uma liberacdo gradual e
controlada na organismo [Lapenda et al. (2013)]

Na literatura tem sido observado que a molécula de t-DCTN interage favoravelmente
com fosfolipideos [Filho et al. (2010)] e afeta a distribuicdo de lipideos no sangue [Silva et al.
(2001)]. Até agora, nenhum trabalho sobre o estudo de ligacdo de t-DCTN com albumina
sérica foi relatado. Como a albumina sérica é o principal veiculo para a biodistribuicdo de
moléculas no sangue humano, € muito importante compreender a interacdo entre t-
DCTN:albumina.
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1.1.3 Ouratea hexasperma — Flavondide Glicosilado (PF)

A familia Ochnaceae compreende cerca de 27 géneros e 600 espécies distribuidas em
zonas tropicais e subtropicais em todo o mundo. J& o género Ouratea compreende
aproximadamente 300 espécies tropicais que ocorrem principalmente na América do Sul,
tendo sido relatada seu uso na medicina popular para o tratamento de desconforto gastrico,
disenteria e diarréia [Heywood (1978), Daniel et al. (2005) e Sastre (2007)]. Ouratea e 0s
outros géneros da familia Ochnaceae sdo uma rica fonte de flavondides e biflavonodides.
Geralmente os biflavondides sdo encontrados como flavonas, dimeros de chalcona e,
raramente, como biisoflavonas, e podem ser utilizados como marcadores quimiotaxonémicos
de género [Fidelis et al. (2014)]. Além dos flavonoides e biflavondides, varios metabolitos
tem sido isolados a partir deste género, tais como triterpenos, diterpenos, esteroides,
monossacaridos, e triacilglicerideos [de Carvalho et al. (2008)]. Alguns flavondides, como 7-
O-B-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-3,5,4'-triidroxiflavona (PF, Esquema 3), bem
como extratos de espécies Ouratea apresentam atividades biologicas importantes, como
citotdxica, antitumoral, antiviral, vasodilatador, antimicrobiano e um inibidor da DNA
topoisomerase [Daniel et al. (2007), Fidelis et al. (2012) e Fidelis et al. (2014)], 4,6,7].

Esquema 3

1.1.4 Luxemburgia nobilis — Lofirona B (LF-B)

Espécies Ochnaceae dos géneros Luxemburgia e Ouratea sdo frequentes no Brasil e
sdo uma rica fonte de chalconas, flavonoides e biflavonoides [Oliveira et al. (2005)]. Estes
compostos apresentam atividades bioldgicas importantes, tais como citotoxicidade,
antitumoral, antiviral, vasodilatagdo, antimicrobiana e inibicdo da DNA topoisomerase
[Fidelis et al. (2014)]. A molécula (2S,3R)-3-(5-((E)-3-(2,4-diidroxifenil)-3-oxoprop-1-en-1-
il)-2-hidroxifenil)-7-hidroxi-2-(4-hidroxifenil) croman-4-ona, lofirona B (LF-B, Esquema 4) é
um flavondide que contém uma por¢do de chalcona, que pode ser encontrado nas raizes de

Luxemburgia nobilis. Diferentes estudos biolégicos revelaram que lofirona B previne danos



oxidativos induzidos pela AFB; em hepatdcitos de ratos [Ajiboye et al. (2016)], atividade
anticancerigena, antimutagenica e antioxidante [Ajiboye et al. (2014a)], como também tem a
capacidade de aumentar a expressdo e a atividade especifica de enzimas citoprotetores
(glutationa-S-transferase, epoxido hidrolase, e uridil glicuronosil-transferase) [Ajiboye et al.
(2014b)].
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Esquema 4

1.1.5 Aspidosperma cylindrocarpon — Alcal6ide plumeranico (P1A)

A familia Apocynaceae consiste em 424 géneros, divididos em 17 tribos que estdo
subdivididos em cinco subfamilias: Rauwolfioideae, Apocynoideae, Asclepioideae,
Periplocoideae e Secamonioideae. Cerca de 400 espécies de Apocynaceae foram identificadas
e agrupadas em 41 géneros no Brasil, 78% dos quais sdo encontrados somente no regido
Amazonica - entre eles, Aspidosperma cylindrocarpon a partir das séries Polyneura
(popularmente conhecido no Brasil como peroba-0sso ou peroba-rosa) [Guimardes et al.
(2012)]. Tem um elevado teor de alcaldides indolicos e tém sido extensivamente estudadas na
area de fitoquimica e farmacologia [Pereira et al. (2007)]. Muitos alcaldides ind6licos com
diferentes atividades biol6gicas foram descritos na literatura. Entre eles, pode-se citar
anidrovinblastina, vinblastina e vincristina com efeitos antitumorais, [Almagro et al. (2015)],
usambarensina, com atividade espasmolitica e diidrotoxiferina, calebassina, C-curarina e
afrocurarina como agentes competitivos para bloqueadores neuromusculares [Angenot et al.
(1975)]. Além disso, reserpina mostra atividade letal contra larvas de Artemia franciscana
[Quignard et al. (2003)] e aspidolimidina e aspidoalbina apresenta atividade antimalarica
[Oliveira et al. (2009)]. O alcaloide plumeranico N*-cinamoil-12-metoxicilindrocarina (ou
(28, 12, 19a)-1-[(2E) -3-fenilprop-2-enoil]aspidospermidin-21-oato de metila) (PIA,
Esquema 5) é um alcaloide indolico com atividade antimalarica, obtido a partir da casca do

caule de Aspidosperma cylindrocarpon [Guimaraes et al. (2013)].
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Esquema 5

1.1.6 Ipé (Tabebuia spp.) - Naftoquinona: a-lapachona

As quinonas podem ser definidas quimicamente como compostos formados a partir da
oxidacdo de fenois. Na natureza as quinonas sdo encontradas em vérias familias de plantas,
fungos, bactérias e insetos, e se destacam por apresentar atividade antimalaria [Santos et al.
(2004), Fieser (1927) e Fieser et al. (1948)], antitumoral [Silva et al. (2003), Liu et al. (2004)
e Asche (2005)], antiviral [Pinto et al. (1987)], anti-inflamat6ria [Almeida et al. (1990)],
antibacteriana [Guiraud et al. (1994)], antifdngica [Garnier et al. (1996) e Almeida et al.
(1990)], tripanossomicida [Pinto et al. (2000), De Moura et al. (2001) e Garnier et al (1996)],
moluscicida [Santos et al. (2000), Dos Santos et al. (2001), Asche (2005) e Barbosa et al.
(2005)], leishmanicida [Teixeira et al. (2001)], antiprotozoario [ De Moura et al. (2001) e
Zani et al. (1997)] e inibidora da enzima transcriptase reversa do virus HIV [Stagliano et al.
(2006) e Zani et al. (1997)]. Naftoquinonas sdo substancias com grande importancia na
quimica medicinal, devido a sua capacidade de atuar como um agente oxirredutor através da
parte quinoidal, podendo assim atuar no transporte de elétrons e processos de fosforilacéo
oxidativa.

A a-lapachona (2,2-dimetil-3,4-diidro-2H-benzo [g] cromeno-5,10-diona, o-lap) é
uma naftoquinona de ocorréncia natural em pequenas quantidades nas arvores da espécie
Tabebuia (familia Bignoniaceae), presente na maior parte da América do Sul e Central. Essas
arvores sao comumente chamadas de ipé ou pau d'arco no Brasil e "lapacho" na Argentina e
em outros paises de lingua espanhola [Bernardes (2001)]. a-lap além de ser obtida como
produto natural, pode também ser sintetizada a partir da isomerizagdo de lapachol (2-hidroxi-
3- (3-metil-2-butenil) -1,4-naftoquinona), uma quinona, que é mais abundante e facilmente
extraida da mesma fonte, sendo que em condi¢des apropriadas pode obter outro isémero — a

B-lapachona — conforme é representado no esquema 6 [Bernardes (2012)].



O
OH
QI
O

O O
o Hp504/0°C HCL/ A O
— —_— -

lapachol

HCL/ A 2is
0 - " O

HyS04/ 0°C
alfa-lapachona
beta-lapachona
Esquema 6

Os extratos de varias espécies de Tabebuia tm uma extensa historia de utilizacdo na
medicina popular; além disso, as atividades farmacoldgicas (antimicrobiana, antiinflamatéria
e antiparasitica) destes extratos, das substancias neles contidas e dos derivados quimicos
destas substancias, também vem sendo largamente estudadas cientificamente ha muito tempo
[Silva et al. (2003) e Alves et al. (2004)].

Do ponto de vista quimico, a atividade biologica apresentada pelas quinonas esta
diretamente ligada ao ciclo redox como consequéncia de sua estrutura quimica, e assim
induzir o estresse oxidativo nas células [Ferraz et al. (2001)], através da formacao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) tais como: anions radicais superoxido (O, ), radicais hidroxila
(HO"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio singlete (*O.) [Almeida et al. (1990)].

A geracdo das ERO no ambiente celular é responsavel pela condi¢do descrita como
estresse oxidativo, causando danos irreversiveis em algumas biomoléculas-chave, como DNA
e proteinas [Salas et al. (2008)], podendo levar até mesmo a apoptose [Garnier et al. (1996)].
O ciclo redox descrito na Figura 1 foi proposto como um mecanismo bioldgico de atuacdo das
quinonas [Salas et al. (2008), Pinto et al. (2000), de Moura et al. (2001) e da Silva et al.
(2003)].
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Figura 1 — Resumo esquematico do ciclo oxidativo das quinonas, representado pela o-
lapachona.

O mecanismo proposto envolve inicialmente um processo de reducdo do substrato
quindnico (SQ) através da transferéncia de um elétron (SQ ") ou de dois elétrons (SQ"Z) a
partir da enzima NADPH citocromo P450 redutase (P450R). NADH citocromo b5 redutase
(b5R) e NADH ubiquinona oxidoredutase [Wang et al. (2010), Yan et al. (2008), Holtz et al.
(2003)]. Na etapa seguinte o radical semiquinona, formado pela redugdo de um elétron, pode
sofrer oxidacdo, em condicOes aerdbicas, restaurando a quinona inicial, e gerando o anion
radical superoxido (O,7). Esse anion radical superéxido (O,") em solugdo aquosa, € na
presenca de oxigénio molecular, desencadeia uma série de reagdes subsequentes gerando
peroxido de hidrogénio, que na presenca de ferro (Fé**) forma o radical hidroxila (HO)
atraves da reacao de Fenton [Asche (2005) e Zani et al. (1997)]. Alternativamente a formagéo
do radical hidroxila pode se dar por uma reacdo do peroxido de hidrogénio com (O;’), numa
reagcdo conhecida como de Haber-Weiss [Brumark et al. (1989)] (esquema 7) O radical

hidroxila é a espécie reativa de oxigénio que causa os maiores danos celulares devido ao seu
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elevado potencial de oxidagéo (2,8 eV), com a sua acdo sendo direcionada tanto para as bases
nitrogenadas do DNA quanto para as unidades de carboidratos, resultando na quebra da

ligacdo N-glicosidica.

Reacdo de Fenton Reagéo de Haber-Weiss
0, +Fe* -0, + Fe*

” . ) . H,0,+0; -0, +HO +HO*
H,0, + Fe”" »> Fe” + HO™ + HO

Esquema 7

A atividade bioldgica das quinonas, baseadas em seu potencial redox, depende
estritamente da sua estrutura. Sendo assim, grupos substituintes aceptores de elétrons ligados
diretamente ao sistema quinbnico serdo capazes de alterar a densidade eletronica sobre o
sistema conjugado da dicetona e teréo efeitos significativos em sua eficiéncia como substratos
geradores de EROs

Devido a esse processo, as quinonas tém forte citotoxidade tanto sobre as células
cancerigenas quanto sobre as normais, atuando também sobre as enzimas como as
topoisomerases, que sao criticas para a replicacdo do DNA [Stagliano et al. (2006)].

Outra caracteristica quimica importante para a atividade bioldgica das quinonas, esta
correlacionada com a sua habilidade em atuar como acidos de Lewis (eletrofilo) e, dessa
forma participar como substrato em reagdes nucleofilicas nos processos metabolicos e, como
consequéncia, gerar derivados que podem apresentar uma maior toxicidade [El-Najjar et al.
(2011)].

1.1.7 Farmacos antiparasitarios — Benzonidazol (BZL), Metronidazol (MTZ) e
Megazol (MZ)

Em 1909, o pesquisador Carlos Chagas, descobriu uma doencga infecciosa que
acometia operarios do interior de Minas Gerais. Esta era causada pelo protozoéario
Trypanosoma cruzi, e por ele ter descoberta tal protozoario a doenca ficou conhecida como
doenca de Chagas [Bernardes (2001)].

O mal de Chagas, como também é chamado, é transmitido, principalmente, por um
inseto da subfamilia Triatominae, conhecido popularmente como barbeiro. Este animal de
habito noturno se alimenta, exclusivamente, do sangue de animais vertebrados. Vive
principalmente em frestas de casas de madeira, antigamente chamadas de pau a pique, camas,

colchdes, depositos, ninhos de aves e troncos de arvores [Shikanai-Yasuda et al. 1990].



Conforme o ciclo do parasita da doenca de Chagas (Figura 2), observa-se que o bicho
barbeiro ao sugar o sangue de um animal com a doenca, este inseto passa a carregar consigo o
protozoario na forma epimastigota. Ao se alimentar novamente, desta vez do sangue de uma
pessoa saudavel, geralmente na regido do rosto, ele tem o habito de defecar na pele do
individuo. Com o ato das pessoas cocarem a regido onde foram picadas, facilita a penetracédo
do parasita, presentes nas fezes, pela pele. Os parasitas passam a viver, inicialmente, no
sangue, na forma tripomastigota (na forma de célula alongada com flagelo) e, depois,
penetram nas células e assumem a forma amastigota (forma ovdide e sem flagelo), a qual se
multiplica rapidamente. O grande numero de amastigostas provocam o rompimento celular e
os tripanossomideos entram novamente na corrente sanguinea e reassumem a forma flagelada,
podendo invadir fibras musculares, principalmente nas da regido do coracdo, intestino e
esdfago [Kropf et al., 2000].

o O insecto pica & defeca a0 mesro terapo. O o Os tnpomastigotas invgdem células onde se
triporaastigota passa 4 ferida nas fezes. transformarn em axaastigotas.

No Triatomineo ;

Tranformam-se em tripomastizotas A O NO Sel’ Humano

R

Os amastigotas

Multiplicar-se Os tripanossormas entdo multiplicara-se dentro das
7] irvadera novas células exq células assexualmente.
Trpanomastigotas regides diferentes do
sanguineos corpo que invader e onde
sdo absorvidos por s¢ raultiplicar corao
novo nsecto er arastizotas.
Transforrmarm se em nova picada

epimastigotas no

intesting do insecto ‘Q\
A

A=Esta’gx’o infeccioso ’3,) \—/ A

TR o Os araastigotas transformar-se em
A:Emao eehe tripomastigotas e destroem a célula

saindo para o sangue

Fonte: Adaptado de dpd.cdc.gov

Figura 2. Ciclo do parasita da doencas de Chagas. Adaptado de dpd.cdc.gov, acessado em
03/07/2016.

A transfusdo de sangue contaminado e transmissdo de mae para filho, durante a
gravidez, sdo outras formas de se contrair a doenca. Recentemente descobriu-se que pode

ocorrer a infeccdo oral: sdo os casos de pessoas que adquiriram a doenca ao ingerirem caldo
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de cana ou acai moido contendo, acidentalmente, o inseto. Acredita-se que houve, nesses
casos, invasdo ativa do parasita, via aparelho digestivo [Kropf et al. 2000].

Desde 1970 o nitroimidazol, Benzonidazol (BZL, esquema 8) tem sido indicado para
tratamento de pacientes na fase aguda da doenca (fase que surge apds a infecdo, que dura em
média dois meses). O indice de cura € de aproximadamente 70%, entretanto ndo ha evidéncias
que o mesmo traga beneficios na fase crbnica. Posteriormente outro nitroimidazol,
Metronidazol (MTZ, esquema 8) comecou a ser comercializado para tratamento das infec¢des
provocadas por protozoarios e bactérias anaerobicas. O antigo farmaco Nifurtimox (MZ,
esquema 8) também utilizado como antichagésico foi abolido de uso da América Latina, pelos
seus efeitos colaterais [Shikanai-Yasuda et al., 1990].

Os nitro heterociclos 4-[(5-nitrofurfurilideno) amino -3- metil tio morfolina-1,1-di
oxido] (nifurtimox-NFX, Lampit, Bayer (ndo disponivel no Brasil) , Esquema 8) e N-benzil-2-
nitro-1-imidazol acetamida (benzonidazol-BZL, Esquema 8) s&o utilizados no tratamento da
doenca de Chagas. BZL, um derivado de nitroimidazol, é melhor tolerado quando comparado
com NFX, um derivado de 5-nitrofurano, e geralmente considerado o medicamento de
escolha (o indice de cura é de aproximadamente 70% na fase aguda) [Messenger et al.
(2015)]. No entanto, outros derivados de nitroimidazol apresentam actividade contra a doenca
de Chagas. Assim, 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol (metronidazol-MTZ, Esquema 8)
foi avaliado em fase aguda e crbnica da doenca no Panama, envolvendo 1307 pacientes, com
idade compreendida entre 6 meses e 73 anos. A droga foi bem tolerada por todos os pacientes
em ambas as fases da doenca, e as reacdes soroldgicas foram negativas em todos os pacientes
(100%) sem cardiomiopatia [Bern (2015)] Um derivado de iodeto de MTZ foi sintetizado
recentemente e, em seguida, complexado com ciclodextrina, com o objetivo de desenvolver
um método mais seguro e mais eficaz para o tratamento de infec¢des por Trypanosoma cruzi.
O analogo de iodeto de MTZ e o seu complexo de ciclodextrina foram 10 vezes mais ativo do
que 0 MTZ, demonstrando que a presenca de um &tomo de iodo na cadeia lateral aumenta a
atividade antiparasitaria, mantendo a sua citotoxicidade [Lopes et al. (2011)]. Os tratamentos
para doenca de Chagas sdo ainda muito insatisfatorios devido ao desenvolvimento de
resisténcia do Trypanosoma cruzi, bem como efeitos secundarios graves dos medicamentos.

Assim, como parte dos esfor¢os para desenvolver novos compostos que visam o
tratamento de infecGes parasitarias, um novo derivado de nitroimidazol 5-(1-metil-5-nitro-1H-
2-imidazolil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (megazol-MZ, esquema 8) foi proposto como uma
potencial alternativa frente aos farmacos comerciais, mesmo apresentando alta toxicidade

[Poli et al. (2002)] Subsequentemente, varias modifica¢Bes estruturais foram introduzidos no
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MZ, incluindo substituicdes dos dois anéis do nucleo de base, substituicdo do grupo tiazélico
por oxadiazolico, substituicdo da parte nitroimidazolica por nitrofurano ou nitrotiofeno, e
substituicdes no atomo de nitrogénio exociclico; no entanto o megazol ainda € biologicamente

mais ativo do que o seus derivativos [Chauviere et al. (2003) e Carvalho et al. (2016)].

N
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Esquema 8

A doenca de Chagas, por ser considerada uma doenca negligenciada, ndo é muito bem
explorada pelas indudstrias farmacéuticas e por isso 0 maior investimento para descoberta de
novas moléculas antichagéasicas € feito principalmente por 6rgdos governamentais de paises
que sdo acometidos por tal doenca. Por isso, o estudo de novas moléculas para combater essa
doenca, assim como o estudo de farmacocinética (estudo de carreamento de moléculas até o
local de acdo) e farmacodindmica (estudo da acdo da molécula no local) de possiveis
antichagéasicos € de extrema relevancia como pesquisa em universidades e érgdos publicos

brasileiros.

1.2 Aminoacidos e Proteinas

As proteinas sdo biopolimeros constituidos por unidades monoméricas ligadas — por
ligagdes do tipo amida, ditas ligacGes peptidicas -, que contém, cada uma dessas unidades, um
grupamento &cido carboxilico e uma amina ligada ao carbono adjacente a carboxila: sdo os a-
aminoéacidos (ou aminoéacidos, simplesmente). Na natureza existem 20 aminoacidos proteicos
(Tabela 1) com estruturas distintas, variando em tamanho, forma, carga, capacidade de
formacédo de ligagdes de hidrogénio, caracteristicas hidrofobicas e reatividade quimica, cuja
classificacdo leva em conta principalmente a polaridade das suas cadeias e a presenca ou

auséncia de cargas [Berg et al. (2008)].
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Tabela 1 — Valor de constante de dissociacdo (pK), ponto isoeletrénico (pl) e classificacdo da
polaridade (Apolar ou Polar) dos aminoécidos normalmente encontrados em proteinas.

Adaptado de Lehninger et al. (2002).

Nomes Abreviados pKi pK; pPKRr
Aminoéacido Comum Letra a-COOH a-NH;3 Grupo R pl
Grupo R alifaticos,
apolares
Alanina Ala A 2,34 9,69 - 6,02
Glicina Gly G 2,34 9,60 - 5,97
Prolina Pro P 1,99 10,60 - 6,30
Valina Val \Y/ 2,32 9,62 - 5,97
Isoleucina lle I 2,36 9,68 - 6,02
Metionina Met M 2,28 9,21 - 5,75
Leucina Leu L 2,36 9,60 - 5,98
Grupo R aromaticos
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 - 5,48
Tirosina Tyr Y 2,20 9,11 10,07 (fenol) 5,66
Triptofano Trp W 2,38 9,39 - 5,66
Grupos R nao carregados,
mas polares
Serina Ser S 2,21 9,15 - 5,68
Treonina Thr T 2,63 10,43 - 6,53
Cisteina Cys C 1,96 10,28 8,18 (sulfidril) 5,07
Asparagina Asn N 2,02 8,80 - 541
Glutamina GlIn Q 2,17 9,13 - 5,65
Grupos R carregados
positivamente
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 (e-amino) 9,74
Histidina His H 1,82 9,17 6,0 (imidazol) 7,59
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 (guanidino) 10,76
Grupos R carregados
negativamente
Glutamato Glu E 2,19 9.67 4,25 (carboxil) 3,22
Aspartato Asp D 2,09 9,82 3,86 (carboxil) 2,97

Em uma proteina as subunidades monoméricas relativamente simples constituidas com

0 mesmo conjunto de 20 amino&cidos, ligados covalentemente em diferentes combinagdes e

sequéncias lineares, fornecem a chave para a estrutura de milhares de proteinas diferentes.

Assim, cada uma das sequéncias de aminoacidos que formam as proteinas pode dar origem a

diversos produtos com fungdes variadas, como: proteinas transportadoras, hormonios, fibras

musculares, revestimento da pele, proteinas do cristalino ocular, anticorpos, matriz déssea,

enzimas, antibioticos, venenos de cobras, proteinas de reserva de sementes, casco de
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tartarugas, penas de aves, além de outras substancias com distintas atividades bioldgicas.
[www.insumos.com.br/aditivos_e_ingredientes/materias/298.pdf acessado em 05/06/2016]

A estrutura molecular das proteinas € muito complexa; por essa razdo é tipicamente
dividida em niveis distintos de organizacdo: a sequéncia de aminoacidos numa proteina
(unidos por ligagdes peptidicas) é chamada de estrutura primaria; a estrutura secundaria
corresponde a certos arranjos tridimensionais comuns de fragmentos da cadeia principal,
mantidos por ligagdes de hidrogénio (folha B pregueada, hélice a, etc.); a estrutura terciaria €
o0 arranjo tridimensional de uma cadeia polipeptidica (e, consequentemente, dos elementos de
estrutura secundaria) determinado por interagdes entre as cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos, incluindo ligacbes de hidrogénio e de dissulfeto, além de forcas de atracéo ou
repulsdo eletrostatica e de forcas de van der Waals. A estrutura quaternaria aplica-se somente
a proteinas constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas que podem estabelecer entre
elas ligacBes hidrogénio, atracdes eletrostaticas, interacfes hidrofobicas e/ou ligagdes de
dissulfeto entre cisteinas de cadeias diferentes. Esse tipo de estrutura refere-se a disposicdo
espacial dessas cadeias, ou seja ao arranjo espacial das subunidades (Figura 3). Um exemplo
deste tipo de estrutura quaternaria € a da hemoglobina, que é composta por quatro
subunidades [Voet et al. (2008)].

Estrutura

Primaria
Pro

Ala
Asp

Estrutura
Quaternaria

Lys Estrutura Estrutura

Thr Secundaria Terciaria
Asn

Val T
Lys s .
Ala ay

Ala : .

Gly Alfa - Hélice

Lys

Val

i Cadeia
Residuos de : .
Aminodcidos Polipeptidica

Figura 3 - Representacdo dos diversos niveis organizacionais de uma proteina. Adaptado de
Berg et al., 2008.

A atividade proteica é dependente da topologia da proteina e essa topologia esta
relacionada com os niveis de organizacdo da proteina [Lehninger et al. (2002)]: como
exemplo, a polaridade e a carga dos residuos de aminoacidos que formam a estrutura primaria

interferem na estrutura tercidria. Se a sequéncia de aminodcidos for constituida
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majoritariamente por residuos de carater lipofilico, tais como valina (Val), isoleucina (lle),
leucina (Leu), metionina (Met) e fenilalanina (Phe), a cadeia tende a compactar-se, devido ao
efeito hidrofébico, expulsando as moléculas de dgua do interior da proteina, onde elas teriam
mobilidade restrita. Dessa maneira aumenta a entropia (AS) do sistema, contribuindo para
uma energia livre de Gibbs (AG) negativa — espontaneidade — para o processo de
enovelamento. Se a sequéncia de aminodcidos for constituida majoritariamente por residuos
de carater polar, a estrutura da proteina tende, ao contrario, a destender-se. Dessa forma os
residuos polares terdo maior contato com as moléculas de adgua (solvente), formando ligagdes
de hidrogénio com estas (AH < 0), o que também dd uma contribuicdo negativa a AG
[Kuriyan et al. (2012)].

Geralmente os residuos de aminoacidos com carga, como exemplo lisina (Lys),
glutamato (Glu) e histidina (His), encontram-se no exterior da proteina (na parte polar); caso
haja residuos com a mesma carga, um proximo ao outro, ocorre repulséo eletrostatica e, caso
haja residuos com cargas opostas proximos, ha atracdo eletrostatica. Isso influencia no
enovelamento da proteina. Lembrando-se que pode haver residuos carregados no interior da
proteina (regido apolar), desde que haja residuos de cargas opostas para formar interacdo ion-
ion, que é muito forte em meios apolares (baixa constante dielétrica) [Kuriyan et al. (2012)].

Devido a sua grande estrutura quimica (elevado peso molecular), a maioria das
proteinas formam solucdes coloidais. Nos animais superiores as proteinas constituem cerca de
50% do peso seco dos tecidos e sdo classificadas em duas categorias [Stryer (1995) e
Lehninger et al. (2002)]:

Proteinas Globulares: tem forma esferéide ou elipséide, soliveis em meio aquoso,
podem ter um ou mais dominios estruturais, possuem um ndcleo (em inglés, core) hidrofébico
rodeado externamente por residuos hidrofilicos em contato com o solvente. Sdo proteinas de
grande atividade funcional, como exemplo, enzimas, anticorpos e horménios [Campos
(2008)].

Proteinas Fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de aminoacidos se ordenam de
maneira paralela, formando fibras ou laminas estendidas, em geral sdo pouco sollveis em
agua e possuem estruturas alongadas, repetitivas. Geralmente sdo empregadas como materiais
estruturais nos organismos vivos, tendo como principais funcdes as de protecéo,
conectividade e sustentagdo, como exemplo as fibras do tecido conjuntivo [Voet et al.
(2008)].
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1.2.1 Albumina Sérica Bovina e Albumina Sérica Humana

As albuminas pertencem a uma classe de proteinas globulares que apresentam um alto
valor biol6gico, estando presente na clara do ovo, no leite e no sangue. No sangue € a
principal proteina, que se encontra em grande abundancia no plasma, e é sintetizada no
figado. A concentracdo normal de albumina no sangue animal varia entre 3,5 a 5,0 gramas por
decilitro, correspondendo a cerca de 50% das proteinas plasmaticas e, por isso, € uma das
proteinas mais estudadas [Ribeiro (2010)]. Muitos pesquisadores tém estudado a estrutura e as
propriedades das albuminas séricas e suas interacGes com outras proteinas e ligantes com o
intuito de compreender as suas func¢des no organismo [Majorek et al. (2012)].

Albuminas séricas constituintes do sistema circulatorio tém diversas fungdes
fisioldgicas, incluindo a manutencdo da pressdao osmotica [Cui et al. (2008)], o transporte,
distribuicdo e metabolismo - facilita a disponibilidade de substratos para as rotas metabolicas-
de diversos ligantes endogenos e exdgenos (por exemplo, farmacos, metabdlitos, acidos
graxos, aminoacidos, hormdnios, esterdides, cations e anions de metais, como célcio, cobre,
zinco, niquel, mercurio, prata e ouro), resultando no aumento de solubilidade desses
compostos no plasma, o que pode diminuir sua toxicidade, e/ou protegé-los contra a oxidacéo
ou outro tipo de reacdo [Peters et al. (1985), Yue et al. (2008a), Shaw et al. (2008) e Curry
(2011)].

A ligagdo entre farmacos e albumina sérica é um fator determinante e importante para
a compreensdo da interacdo do organismo com a droga (estudo farmacocinético), ja que
influencia a distribuicdo, excrecdo, metabolismo e interacdo com o alvo biol6gico [Li et al.
(2009)].

Em experiéncias laboratoriais, a Albumina Sérica Humana (ASH ou, em inglés
Human Serum Albumin — HSA) é geralmente substituida pela Albumina Sérica Bovina (ASB
ou em inglés BSA - Bovine Serum Albumin) devido a sua maior disponibilidade e menor custo
comercial. Como a ASH partilha de 76% de identidade e 88% de similaridade de sequéncia
com a ASB, os resultados obtidos com a albumina bovina séo, geralmente, muito semelhantes
aos que seriam obtidos com a humana [Curry (2011)]. As estruturas da ASB e ASH consistem
em trés dominios estruturalmente semelhantes (I, IlI, e 1ll), cada um contendo dois
subdominios, um A e outro B [Paul et al. (2010)]. Nesses subdominios ha uma cavidade de
ligagdo principal com ligantes; portanto, no total, essas albuminas possuem cerca de 6

cavidades principais para interagdo [Tian et al. (2007)].
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A ASH é um polipeptidio ndo-glicosilado com 585 residuos de amino&cidos, contendo
17 ligacOes de dissulfeto (que ajudam a manter a estrutura terciéria), uma cisteina livre, um
residuo de triptofano (Trp-214) localizado no subdominio 1A e aproximadamente 67% de
estrutura na forma de hélice-a [Bhattacharya et al (2000), Cui et al., (2008), Stan et al. (2009)
e Takehara et al. (2009)]. Na ASH, os dominios I, Il e Il contém os residuos de aminoécidos
1-195, 196-383, 384-585, respectivamente [Bujacz (2012)]. Em contrapartida, ASB é um
polipeptidio ndo-glicosilado com 583 residuos de aminoacidos, contendo 17 ligacdes de
dissulfeto, uma cisteina livre, dois residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-212), sendo o
primeiro e o segundo localizados no subdominio IB e I1A, respectivamente e 68% de estrutura
na forma de hélice-a [Satheshkumar et al. (2014)]. Na ASB, os dominios I, Il e 11l contém os
residuos de aminoacidos 1-179, 180-384, 385-583, respectivamente [Bujacz (2012)] (Figura
4).

Figura 4 - Da esquerda para direira, estrutura cristalografica da ASB (pdb: 3V03) e ASH
(pdb: 1N5U) com a distincdo de seus dominios | (castanho), Il ( ) e Il (cinza),
respectivamente. Na ASB o triptofano Trp-134 esté localizado no dominio | (castanho) e o
Trp-212 no dominio 1l ( ), jd na ASH o Trp-214 esté localizado no dominio Il ( ).

Na técnica de espectroscopia de fluorescéncia o residuo de aminoacido triptofano
(Trp) é frequentemente usado para o estudo de ligacdo dessas albuminas com moléculas
enddgenas e exdgenas. Na ASB, para distinguir em qual das duas cavidades portadoras de
triptofano ocorre a interacdo preferencial com os ligantes, pode-se realizar um estudo de
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competicdo, utilizando algum ligante cuja cavidade de ligacdo preferencial seja a 1A, como
exemplo os farmacos comerciais varfarina, fenilbutazona e cetoprofeno, ou a IB, como
exemplo o farmaco comercial ibuprofeno [Guo et al. (2010), Wang et al. (2010), Li et al.
(2015) e Jattinagoudar et al. (2016)].

1.3 Estudo da Interacéo entre Albuminas Séricas e Compostos Bioativos

Dentre as técnicas mais convencionais empregadas para detectar a interagdo entre um
composto bioativo e a albumina sérica (ASB e ASH) estdo: espectroscopia de fluorescéncia
no estado estacionario, espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo, espectroscopia de
absorcdo molecular no UV-Visivel, espectroscopia de dicroismo circular (DC), espectroscopia
Raman, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear e métodos teoricos via modelagem molecular e calculos semi-
empiricos [Guo et al. (2010), Hu et al. (2010), Xia et al. (2010), Chinnathambi et al. (2014),
Chaves et al. (2015) e Chaves et al. (2016)].

A espectroscopia de absor¢do molecular no UV-Vis é empregada para verificar se ha
associacdo entre albumina com moléculas biologicamente ativas através da evidencia de
deslocamentos no maximo de absorcéo dos residuos de aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e principalmente triptofano) em 280 nm [Lakowicz (2006)].

A espectroscopia de fluorescéncia no estado estacionario é um dos métodos mais
empregados para se estudar as interacBes moleculares envolvendo proteinas, isso porque é
uma técnica altamente sensivel, seletiva, rapida, simples e com fundamento tedrico
abundante. Medindo-se a variacdo de emissdo de fluorescéncia intrinseca da albumina através
da técnica de supressdo de fluorescéncia, podemos medir a acessibilidade de supressores aos
grupos fluoréforos. Esta informacdo, junto com algumas equacdes - Stern-Volmer, Stern-
Volmer modificado, duplo logaritmo, raio de Forster, van’t Hoff e energia livre de Gibbs -
pode ajudar a prever o mecanismo e o tipo de interacdo dos compostos bioativos com a
albumina sérica [Yue et al. (2008b), Zhang et al. (2009) e Tung et al. (2014)].

A espectroscopia de dicroismo circular € uma técnica muito empregada para estudos
qualitativos e quantitativos de alteragbes conformacionais em macromoléculas, em especial
para analise de perturbacfes estruturais na estrutura secundaria de albuminas séricas com
adicdo de moléculas biologicamente ativas [Stan et al. (2009)].

Os experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo podem ser Uteis na confirmacao

do principal mecanismo envolvido no processo de supressdo de fluorescéncia, pois um

18



mecanismo estatico ndo apresentara nenhuma mudanga significativa no tempo de vida do
fluordrforo ap6s adigdo de diferentes concentragcBes de supressor. Por outro lado um
mecanismo dindmico que tem como caracteristica fundamental uma constante de velocidade
de supressdo dependente da viscosidade do meio, o tempo de vida do fluoréforo sofrera
alteracdes significativas com 0 aumento da concentracdo do supressor [Cheng et al. (2009)].

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear também é utilizada para investigar
interacdes entre pequenas moléculas com macromoléculas. [Figueiredo et al. (2007) e Chaves
et al. (2016)]. Entretanto esta técnica ndo foi empregada nos trabalhos relatados nesta
dissertacdo.

Métodos tedricos por ancoramento molecular (do inglés molecular docking) é
altamente empregado para sugerir a principal cavidade de interacdo das albuminas séricas
frente aos compostos biologicamente ativos. Além disso, serve para identificar os principais
residuos de aminodacidos e os tipos de interacBes intermoleculares envolvidos na interacéo
ligante-proteina, de forma a complementar os resultados espectroscépicos. Ja os calculos
semi-empiricos sao mais refinados e por isso séo utilizados para obter valores de variacdo de
entalpia (AH) da associacao ligante-proteina, dessa forma pode-se comparar com o valor de
entalpia experimental e por através de analise termodinamica sugerir qual a principal cavidade

de interacdo dos ligantes na proteina [Chaves et al. (2016) e Rajendiran et al. (2016)]
1.4 Absorc¢ao de Luz no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

A absorcdo de luz é descrita pela absorbancia (A) e é definida pela Equacdo 1
[Lakowicz 2006].

A = log(lo/1) 1)

Onde:

A - absorbancia;

lo - intensidade da luz incidente;

| - intensidade apds a luz percorrer uma distancia | no meio.

A lei de Lambert-Beer (Equacdo 2) relaciona a absorbancia e a concentracdo do soluto
através do coeficiente de extingdo molar, ou coeficiente de absor¢do molar, ou absortividade

molar (g) .

A=¢ecl @)
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Onde:
A - absorbancia;
C - concentragdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
| - distancia que a luz percorre no meio (em cm) e
€ - coeficiente de extin¢cdo molar (em L/cm.mol).

Efeitos de deslocamento na banda de absor¢cdo maxima da ASH, proximo a regido de
Amax = 280, referente a transi¢do mr* , que esta diretamente associada ao residuo cromoférico
do triptofano, podem indicar a formacdo de um complexo de associacao (interacdo ligante)
entre 0s compostos bioativos e proteina. Um deslocamento para menores comprimentos de
onda, quando sob complexacéo, quando comparado com o espectro de absorcdo da proteina
livre, indicam um ambiente quimico mais hidrofébico, enquanto que o oposto, um
deslocamento batocrémico, esta diretamente associado a um ambiente quimico mais

hidrofilico proximo ao residuo de triptofano.

1.5 Absorc¢ao de Luz Circularmente Polarizada (Dicroismo circular - DC) - Calculo da
Porcentagem de Estrutura de Hélice a.

O dicroismo circular (DC) é uma técnica sensivel. O DC é uma forma de
espectroscopia que faz uso da absorcdo diferenciada da luz polarizada no sentido horério
(direita) ou no sentido anti-horario (esquerda), que possibilita monitorar mudancas
conformacionais em proteinas, [Yue et al. (2008a)] sendo geralmente usado para a
determinacdo da estrutura secundaria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et al.
(2009)]. O DC ¢ a diferenca de absorcdo (A) da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita: DC = Ag - Ap (Equagéo 3).

DC = Ag - Ap. @)
Onde:
DC - dicroismo circular;
Ag - absorbancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda e

Ap - absorbancia para a luz circularmente polarizada para a direita.

O dicroismo circular molar (A¢), (Equacdo 4), é definido como a diferenca entre 0s
coeficientes de extingdo a esquerda e a direita [Fasman (1996), Woody (1995) e Hecht
(1998)].

AE=g-& = (AE-AD)/C.l (4)
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Onde:

Ag - dicroismo circular molar (em L/mol.cm);

& - coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a esquerda
(em L/mol.cm)

&p - coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita
(em L/mol.cm).

Todos os instrumentos comerciais de DC (Figura 6), medem a variacdo de absorbancia
(AA) (AA = Ae - Ap= (& — &p).c.l). Por razdes histdricas, entretanto, os aparelhos de DC sao
calibrados para elipticidade (0) (Equacdo 5). [Woody (1995) e Fasman (1996) ] e

ww.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

0(em deg) = 180.In10.AA/4w = 32,98 AA (5)

Onde:

6 - elipticidade (em deg (graus));

AA - variagdo de absorbancia.

Para eliminar os efeitos do caminho Otico e da concentracdo, a elipticidade (6) é
expressa na forma de elipticidade molar (8,,), (Equacdo 6) [Woody (1995). Fasman (1996) e
Hecht (1998)], que também é representada por MRE (elipticidade residual significativa ou

elipticidade molar residual).

Om = 1000/c.1 = 3298A¢ (6)

Onde:
O - elipticidade molar (em deg.cm?.dmol™);
6 - elipticidade (em deg (graus));
C - concentracdo da espécie que absorve a luz;
| - distancia que a luz percorre no meio (em cm) e
Ag - dicroismo circular molar (em L/cm.mol).

1.5.1 Calculos da Porcentagem de Estrutura Hélice-a.

Estimativas acerca do % de hélice-o para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e

na presenca de supressor podem ser estimadas usando as Equacdes 7 e 8 [Stan et al. (2009)].

MRE=— % ()
(10.n.1.C,)
Onde:
MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm?/dmol);

6 = elipticidade observada (mdeg);
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n = nimero de amino acidos residuais ou residuos de amino acido (582 para ASH);
| = comprimento Gtico da cubeta (1 cm);
Cp = concentracdo molar de ASH (1,00x10° mol/L).

(-~ MRE,,, — 4000)
(33000 — 4000)

(- MRE,,, — 2340)
30300

%hélice—a:{ }xlOO %hélice—a:{ }xlOO

(8)

Onde:
MRE s - elipticidade residual significativa em 208 nm (deg.cm?/dmol);
MRE»; - elipticidade residual significativa em 222 nm (deg.cm?/dmol);
% hélice-a - percentual de a-hélice na estrutura da ASH

1.6 Estudos de Fluorescéncia de Proteinas

Nas aplicacbes bioquimicas de fluorescéncia sempre se utiliza a fluorescéncia
intrinseca. Em proteinas, os trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e
triptofano (Trp) sdo os responsaveis pelo processo de emissdo. O triptofano, que é o
fluor6foro com o maior rendimento quantico de fluorescéncia, esta presente em
aproximadamente 1 mol % na proteina. As proteinas possuem normalmente um ndmero
reduzido de Trp em sua estrutura, o que facilita a interpretacdes dos dados espectrais.

Do ponto de vista espectroscépico a grande vantagem da utilizacdo do triptofano na
interpretacdo estrutural das proteinas reside no fato de que sua emissdo € sensivel ao ambiente
quimico em que se encontra. Sendo assim, mudancas no espectro de emissdo de fluorescéncia
a partir do Trp estdo associadas a alteracbes conformacionais da estrutura secundaria das
proteinas. [Lakowicz (2006)].

Os espectros de absorcdo molecular e emissdo de fluorescéncia da tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe) e triptofano (Trp) estdo mostrados na Figura 5. Na tabela 2 estéo

representados os coeficientes de absortividade molar para a tirosina, fenilalanina e triptofano.
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Figura 5 — Espectro de absorcdo e emissdo de fluorescéncia para os aminoacidos a)
fenilalanina, b) tirosina e c) triptofano [modificado de Lakowicz (2006)].

Tabela 2 — Coeficiente de absortividade molar para Phe, Tyr e Trp em solugdo aquosa neutra
a 296 K.

Aminodcido Aabs (NM) Aem (NM) e(M*tem™)
Fenilalanina, Phe 257 282 200

Tirosina, Tyr 274 303 1400
Triptofano, Trp 280 340 5600

[Lakowicz (2006)]
1.6.1 Estudos de Supressado de Fluorescéncia

Nos processos de transferéncia de energia de uma molécula no estado excitado
(singlete, no caso da supressdo de fluorescéncia) para outra, 0 supressor, no estado
fundamental (singlete), podem ser divididos em dois grupos. O primeiro, radiativo, consta do
chamado mecanismo trivial [Turro (1978)], em que o fluoroforo emite um foton que é
capturado pelo supressor. Ele ndo nos interessa aqui.

No segundo grupo, constam o0s mecanismos de Dexter (ou mecanismo de troca
eletronica), em que os dois parceiros entram em contato direto, com interacdo de suas funcoes
de onda e, através da troca eletronica, afastam-se desse contato com a excitacdo eletrénica
intercambiada: o fluoroforo original passa ao estado fundamental e o supressor passa ao
estado excitado singlete. E o outro mecanismo, o de Forster, que pode ocorrer de distancias

consideraveis (da ordem de 10 A ou mais), e que se baseia na interacéo entre dipolos: o dipolo
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do fluoréforo excitado, sendo capaz de induzir a excitagdo do dipolo do supressor (perdendo,
0 primeiro, a energia de excitacao).
A dependéncia de cada mecanismo com a distancia entre doador de energia (ou de

excitacdo, o fluordforo), e o aceptor, o supressor (Rpa) é diferente:

para 0 mecanismo de Dexter: kgr (troca) = KJ exp(—~2Rps/Rp,) 9)

.20

para o0 mecanismo de Férster: kg (dipolo-dipolo) = & —-2J (£,) (10)

DA

(Onde ket € a constante cinética para a transferéncia de energia, para cada mecanismo.)

A Figura 6 compara essas dependéncias.

10F N
‘\\‘\ In ke /Ko< 6 In R, (dipolo-dipolo) )
(@]
Xx
_‘(l_:: () —
c
In k/kg o< 2Ry, /R, (troca eletronica)
10 L— 1 ] L L
0 20 40

Roa (A) (distancia entre fluér. e supress.)

Figura 6 - Variacdo da eficiéncia da transferéncia de energia pelos mecanimos dipolo-dipolo
(Forster) e de troca eletrdnica (Dexter) com a separacao entre doador e aceptor de energia.

J (ea) Nno mecanismo de Forster é a integral espectral de sobreposicdo entre a
fluorescéncia do doador e a absor¢do do aceptor (Figura 7).

Absorcio Fmissao

QO —» 0* y F* el F

, J = Integral de

% Je[led¥ sobreposicio
| |

>

Figura 7 — Representacdo esquematica da integral de sobreposi¢cdo para o processo de
Transferéncia de energia ressonante (ndo-radiativa) de Forster [modificado de Turro (1978)].

Caso a supressdo da fluorescéncia se dé por moléculas de supressor em livre difusao

em meio fluido, a velocidade maxima do processo é limitada pela constante de difusdo do
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meio: diz-se que este é um processo de supressdo dindmica. Pode ocorrer também, que as
moléculas do fluor6foro (doador), antes de serem excitadas pela radiacdo, se associem, por
contato direto ou por associacdo a uma estrutura que contenha o fluoroforo, (como as
proteinas de que tratamos aqui) com algumas moléculas do supressor: deixa de existir a
possibilidade de fluorescéncia daquele — tudo ocorre como se a frequéncia de colisdes com 0s
supressores fosse muito maior que a permitida pela maxima velocidade de difusdo; diz-se que

estd ocorrendo supressao estatica.
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2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar a interagdo de albuminas séricas (ASB e
ASH) com diferentes compostos sintéticos e produtos naturais biologicamente ativos através
de técnicas espectroscopicas de absorcdo no UV/Vis, dicroismo circular, fluorescéncia no
estado estacionario e fluorescéncia resolvida no tempo, assim como através de métodos
computacionais de ancoramento molecular. Como a ligacao entre fA&rmacos e albumina sérica
é um fator determinante e importante para a compreensdo da interacdo do organismo com a
droga (estudo farmacocinético), por influenciar a distribuicdo, excrecdo, metabolismo e
interacdo com o alvo biologico, tal estudo ira contribuir para melhor compreensdo da
biodistribuicdo de diferentes classes de moléculas no plasma sanguineo e dessa forma
fornecer dados para o desenvolvimento de estratégias que permitam a utilizacdo terapéutica
segura de cada composto estudado.

As substancias estudadas e sua simbologia estdo mostradas na Figura 8.

~

OH O
e
t-DCTN PF LF-B OH

Figura 8 — Estruturas quimicas e a simbologia usada na representacdo dos compostos
estudados neste trabalho.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Aparelhos

Os espectros na regido do ultravioleta (UV) e os espectros de fluorescéncia no estado
estacionario foram realizados em um espectrofluorimetro Jasco modelo J-815 com cela de
quartzo de 1 cm de passo 6tico, equipada com sistema termostatizado Jasco PFD-425S15F,
com precisédo de 0,1°C.

Os espectros de dicroismo circular foram feitos no espectropolarimetro Jasco modelo
J-815, com cela de quartzo de 1 cm de passo 6tico, equipada com sistema termostatizado
Jasco PFD-425S15F, com precisdo de 0,1°C.

Os experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo foram realizados utilizando-se
um espectrofluorimetro Edinburgh FLS-920, onde foi empregado, para excitacdo, um laser de
diodo pulsado da Edinburgh Instruments (Aexc = 280 £ 10 nm; pulso de 850 ps; 1,8 uW/pulso),

com monitoramento da emissdo a 345 nm.

3.1.2 Reagentes

A feofitina (18-FP) foi extraida e isolada das folhas da planta triangulare
(Portulacaceae), caracterizada de acordo com a literatura [Amorim et al. (2014)] e cedida
gentilmente pela Prof.2 Dr2 Marcia Cristina Campos de Oliveira do DEQUIM-UFRRJ. A
amostra trans-desidrocrotonina (t-DCTN) foi extraida e isolada da planta cajucara Benth.
(Euphorbiaceae), caracterizada de acordo com a literatura [Maciel et al. (2000)] e gentilmente
fornecida pela Prof2 Dr2 Maria Aparecida M. Maciel do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. O flavonoéide prenilado glicosilado (PF; 7-O-
B-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-3,5,4'-triidroxiflavona) foi extraido dos galhos da
planta hexasperma (St.-Hil.), isolado e caracterizado de acordo com a literatura [Carvalho et
al. (2008)] e gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Luciano Ramos Suzart do DEQUIM-
UFRRJ. A amostra de lofirona B (LF-B) foi extraida e isolada das raizes da planta nobilis
(Ochnaceae), caracterizada de acordo com a literatura [Tih et al. (1989) e Kaewamatawong et
al. (2002)] e fornecida gentilmente pelo Prof. Dr. Méario G. de Carvalho do DEQUIM-
UFRRJ. A amostra PIA (alcaloide plumeranico, N'-cinamoil-12-met6xi-cilindrocarina) foi

extraida e isolada da casca do caule da planta cylindrocarpon, caracterizada de acordo com a
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literatura [Guimaré&es et al. (2013)] e fornecedia gentilmente pelo Prof. Dr. Raimundo Braz-
Filho do DEQUIM-UFRRJ. A amostra a-lapachona (o-lap) foi sintetizada pela Dra. Andrea
Rosane da Silva (ex-aluna do PPGQ-UFRRJ) a partir do lapachol, por tratamento com mistura
acida de HCI com acido etanoico, a quente. A sintese, purificacdo e caracterizacdo foi
realizada de acordo com a literatura [Dewar et al. (1985)], sendo que a amostra ja estava
disponivel no laboratério. Os farmacos antiparasitarios benzonidazol (BZL), metronidazol
(MTZ) (farmacos comerciais) e megazol (MZ — em fase de testes) foram fornecidos
gentilmente pela Dra Solange L. Castro, do Instituto Oswaldo Cruz - Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brasil. Para todas as moléculas biologicamente ativas, foram feitos espectros de

massa de alta resolucdo para confirmar a pureza de cada amostra.

~

a-lap BzL O MTZ MZ

Figura 8 — Estruturas quimicas e a simbologia usada na representacdo dos compostos
estudados neste trabalho.

Etanol, grau espectrofotométrico, foi adquirido da Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de

Caxias-RJ, Brasil.
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Albumina Sérica Humana (ASH), Albumina Sérica Bovina (ASB), e tampdo fosfato
salina (do inglés phosfate buffer solution - PBS) s&o produtos comerciais comprados da
empresa americana Sigma-Aldrich, So Luis, E.U.A.

Agua, grau milli-Q, foi obtida através do aparelho DIRECT-Q, modelo MILLIPORE,
que se encontra na sala 22 do DEQUIM-UFRRJ no LBBMA (Laborat6rio de Bioquimica e
Biologia Molecular de Artropodes).

3.2 Métodos

As amostras (18-FP, t-DCTN, PF, LF-B, PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ) foram
analisadas pela técnica de espectroscopia de emissao de fluorescéncia no estado estacionario
(Aexc =280 nm; T =296 K, 303 K, 310 K e T =288 K, 293 K, 298 K para a-lap). As amostras
(t-DCTN, PF, LF-B, PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ) foram analisadas por espectroscopia de
dicroismo circular com temperatura de 310 K, contudo para a-lap empregou-se a temperatura
de 298 K. A espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo foi executada apenas para a
amostra PIA, & temperatura ambiente (T ~ 298 K). As amostras (18-FP, PF e PIA) foram
analisadas por espectroscopia de absor¢ao molecular no UV-Vis a temperatura de 310 K para
PF e PIA, e temperatura ambiente (T =~ 298 K) para 18-FP. Os estudos tedricos por
ancoramento molecular foram executados para todas as amostras (18-FP, t-DCTN, PF, LF-B,
PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ).

Tabela 3 — Experiéncias realizadas para cada amostra. Espectroscopia de emissédo de
fluorescéncia no estado estacionario (FES), espectroscopia de dicroismo circular (DC),
espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo (FRT), espectroscopia de absor¢do
molecular no UV-Vis (UV-Vis) e ancoramento molecular (AM).

Supressor  FES DC FRT UV-Vis AM  Albumina
18-FP X - - X X ASH
t-DCTN X X - - X ASB
LF-B X X - - X ASB
PF X X - X X ASB
PIA X X X X X ASB
a-lap X X - - X ASB
BZL X X - - X ASH
MTZ X X - X ASH
MZ X X - - X ASH
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3.2.1 Solugdes

e Solugdes estoque de concentracdo 1,00 x 10° mo/L das amostras 18-FP, t-DCTN,
PF, LF-B, PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ em etanol,

e Solucdo de tampéo fosfato salina (PBS). Uma pastilha de PBS dissolvido em 200
mL de agua, grau milli-Q, contém 0,01 mol/L de tampéo fosfato, 0,0027 mol/L de
KCl e 0,137 mol/L de NaCl e pH =7,4 a 298 K;

e Solugdes estoque de concentracdo 1,00 x 10 mol/L de ASH e ASB em solugéo
tampéo de PBS (pH = 7,4);

e SolugBes 1,00 x 10 mo/L de ASH e ASB em solucéo tamp&o de PBS (pH = 7,4).

3.2.2 Estudos Espectroscdpicos na Regido do Ultravioleta/Visivel (UV-Vis)

Foram registrados espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para 3 mL de solu¢édo
de albumina sérica (ASB e ASH - 1,00 x 10™ mol/L ) em solugo tamp&o de PBS (pH = 7,4) e
para as amostras 18-FP (varredura 250-750 nm), PF (varredura 300-500 nm) e PIA (varredura

300-500 nm) em etanol, foram registrado espectros em concentracéo de 1,00 x 10™ mol/L.

3.2.3 Estudos Espectroscopicos de Emissdo de Fluorescéncia

Inicialmente registrou-se o espectro de emisséo de fluorescéncia de uma aliquota de 3
mL de uma solucdo de albumina sérica (ASB e ASH) em PBS (pH = 7,4) com concentracao
de 1,00 x 10™ mol/L (Lexc = 280 nm) nas temperaturas de 296 K, 303 K e 310 K para 18-FP, t-
DCTN, PF, LF-B, PIA, BZL, MTZ e MZ e 288 K, 293 K, 298 K para a-lap, de modo a obter
a intensidade de fluorescéncia inicial (Fo), sendo, em seguida, realizadas sucessivas adi¢des
de aliquotas de cada amostra (18-FP, t-DCTN, PF, LF-B, PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ) a
partir de sua respectiva solucéo estoque (1,00 x 10 mol/L em etanol), de modo a obter um
valor de supressdo inicial (Fo-F) com aproximadamente 10% do valor inicial da fluorescéncia
da albumina sérica (Fo). Como cada molécula tem uma capacidade diferente de suprimir a
emissdo de fluorescéncia da albumina sérica, foram empregadas diferentes concentracdes de
moléculas biologicamente ativas, até atingir os 10% de supressao inicial, citados acima. As
concentragfes de cada aliquota de cada supressor foram: 0,55; 1,10; 1,65; 2,19; 2,73; 3,27,
3,81; 4,34 x 10 ° mol/L para 18-FP; 0,24; 0,47; 0,70; 0,83; 1,15; 1,37 x 10 * mol/L para t-
DCTN; 0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72; 2,06; 2,74; 3,09 x 10™ molL™" para PF; 1,11; 2,21; 3,30;
4,39; 5,46; 6,54; 7,60; 8,66x10° molL™ para LF-B; 0,28; 0,56; 0,84; 1,12; 1,40; 1,67; 1,95;
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2,22 x 10° molL"! para PIA; 0,42; 0,83; 1,24; 1,64; 2,05; 2,45; 2,85; 3,25 x 10°® mol/L para a-
lap e 0,56; 0,84; 1,12; 1,40; 1,67; 1,95; 2,22 x 10°® mol/L.

3.2.4 Estudos Espectroscopicos de Dicroismo Circular

As condicdes utilizadas para estas analises foram: varredura (faixa) de 200 nm a 260
nm, e controle de temperatura de 310 K para t-DCTN, PF, LF-B, PIA, BZL, MTZ e MZ e 298
K para a-lap. A linha de base foi medida com uma solucéo aquosa de tampéo PBS (pH = 7,4).
Para a realizacdo das andlises de dicroismo circular, foi colocada em uma cela de quartzo de 1
cm de caminho Optico, uma aliquota de 3 mL de uma solucdo de albumina com uma
concentracdo de 1,00 x 10 mol/L tamponada com PBS (pH = 7,4); foi registrado o espectro
inicial e a elipticidade inicial. A essa solugdo foram adicionadas aliquotas de supressores a
partir de suas respectivas solucdes estoque (1,00 x 10° mol/L em etanol) com as
concentragdes minima, média e maxima utilizadas nos estudos de fluorescéncia: t-DCTN
(0,24; 0,70 e 1,15 x 10™ mol/L), PF (0,34; 1,37; 2,74 e 3,09 x 10” mol/L), LF-B (1,11; 4,39;
6,54 e 8,66 x 10°® mol/L), PIA (utilizou-se apenas a concentragdo maxima, 2,22x10° mol/L),
a-lap (0,35; 0,79; 1,57; e 3,10 x 10®° mol/L), BZL, MTZ e MZ (utilizou-se apenas a

concentracdo maxima, 2,22x10° mol/L).

3.2.5 Estudos Espectroscopicos de Fluorescéncia Resolvida no Tempo

Para o experimento de fluorescéncia resolvida no tempo, utilizou-se uma solucéo 1,0 x
10°mol/L de albumina sérica em PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente (T ~ 298 K) e
adiciaram-se aliquotas de PIA de modo a obter concentracdes finais de 0,28; 1,40; 2,22x10®

molL™.

3.2.6 Estudos Computacionais por Ancoramento Molecular

Para a realizacdo dos estudos de ancoramento molecular (inglés: molecular docking),
foi utilizada a estrutura da ASH e ASB, provenientes do Banco de Dados de Proteinas (inglés:
Protein Data Bank — PDB) com o cddigo de acesso 1IN5U [Wardell et al. (2002)] e 4F5S
[Bujacz (2012)], respectivamente. As proteinas escolhidas tem uma boa resolugo: de 1,90 A
(ASH) e 2,47 A (ASB). As moléculas de 18-FP, t-DCTN, PF, LF-B, PIA, a-lap, BZL, MTZ e
MZ foram construidas com o0 método semiempirico AM1 [Dewar et al. (1985)] disponivel no

programa Spartan’14 (Wavefunction, Inc.).
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O ancoramento dessas estruturas na estrutura da albumina sérica foi realizado com o
programa GOLD 5.2 (CCDC Software Ltd.), que utiliza um algoritmo genético para o
ancoramento de ligantes flexiveis nos sitios de ligacdo da proteina. Atomos de hidrogénio
foram adicionados a proteina de acordo com os estados tautoméricos e de ionizacdo inferidos
pelo programa [Jones et al. (1997)].

O raio de célculo em cada cavidade proteica de estudo por ancoramento molecular foi
de 10 A e 15 A a partir do fluordforo Trp-214 para ASH e a partir dos fluor6foros Trp-134 e
Trp-213 para ASB. Melhores resultados foram obtidos para o raio de 10 A. Em cada corrida,
0 numero de operacBes genéticas (cruzamento, migracdo e mutacdo) adotado foi de 100.000.
Foi usado o procedimento de ancoramento semirrigido, ja que corridas preliminares indicaram
qgue algumas cadeias laterais deveriam estar flexiveis para um melhor ancoramento; a
funcionalidade que confere flexibilidade as cadeias laterais de aminoacidos selecionados,
disponivel para a fun¢do de pontuacdo ‘ChemPLP’,[Korb et al. (2009)] foi usada com a
biblioteca de rotdmeros disponivel no programa [Lovell et al. (2000)]. A funcéo de pontuacédo
‘ChemPLP’ ¢ a fungdo padrdo do programa GOLD e a pontuagdo de cada “pose” identificada
é calculada como o negativo da soma de uma série de termos de potencial envolvidos no
processo de interacdo proteina-ligante, de modo que quanto mais positiva a pontuacao, melhor

é a interag&o.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussfes acerca dos estudos de interacdo entre albuminas séricas
com as moléculas biologicamente ativas (supressores) foram divididos em funcdo de cada
supressor estudado: 4.2. Feofitina 18-FP, Figura 9; 4.3. trans-desidrocrotonina (t-DCTN),
Figura 13; .4.4. flavonoide glicosilado (PF; 7-O-p-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-
3,5,4'-triidroxiflavona), Figura 18; 4.5. lofirona B (LF-B), Figura 24; 4.6. alcaldide
plumeranico N*-cinamoil-12-metéxi-cilindrocarina (PIA), Figura 45; 4.7. a-lapachona (a-
lap), Figura 29; 4.8. farmacos anti-chagasicos: benzonidazol (BZL), metronidazol (MTZ) e

megazol (MZ), Figura 39.
4.1. Equacdes Empregadas na Anélise dos Dados Experimentais
4.1.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia fornece ferramentas poderosas para a monitoracéo
da ligacdo de substancias exdgenas, como farmacos e farmacos potenciais, a albumina sérica,
devido a sua sensibilidade, precisdo, rapidez e facilidade de utilizacgdo com baixa
concentracdo de amostra, sob condicGes fisioldgicas [Lakowicz (2006)]. A fluorescéncia
intrinseca dos residuos de triptofano presentes na ASB (Trp-134 e Trp-212) e ASH (Trp-214)
é sensivel a presenca de supressores. A supressdo de fluorescéncia desses triptofanos pode
revelar a acessibilidade do supressor frente a albumina e, desse modo, ajudar a compreender o
mecanismo de ligacdo e a natureza da associacdo [Moller et al. (1997) e Nair (2015)]. Esta
supressdo € expressa como a diminuicdo do rendimento quéantico de fluorescéncia do
fluoréforo induzida por uma variedade de interacGes moleculares [Lakowicz (2006)].

Quanto ao mecanismo, a supressdo de fluorescéncia pode ser induzida a uma certa
distancia entre o fluoréforo e o supressor, por interacdo dipolo-dipolo e ndo precisa
necessariamente de contato, apesar de depender da distancia entre eles (Mecanismo de
Forster, ou dipolo-dipolo). [Obs.: usam-se os termos "Transferéncia de energia por
fluorescéncia ressonante” ou "Transferéncia de energia do tipo Forster”, e a abreviatura
FRET, em inglés, Fluorescence resonance energy transfer ou Forster’s resonance energy
transfer; nestas expressdes, também se usa “excitacao” (inglés: excitation), em vez de

“energia” (inglés: energy) [Newman et al. (1993)]]. A supressdo da fluorescéncia também
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pode ocorrer por troca eletrnica entre fluordforo e supressor (Mecanismo de Dexter ou por
troca de elétrons) e, neste caso, o contato direto entre ambos € indispensavel.

Quanto a cinética, a supressdo da fluorescéncia de um fluoroforo, pode ocorrer a partir
do seu estado excitado, que sofre colisbes ou aproximacOes reversiveis, com 0 supressor
(supressdo dindmica, que ocorre necessariamente a velocidades inferiores a velocidade de
difusdo nas condi¢es reinantes) e também pode ocorrer como um resultado da formacéo de
um complexo ndo fluorescente entre o fluoréforo no estado fundamental e uma molécula
supressora (neste caso, ha supressao estatica, cuja velocidade aparente pode ser bem superior
a velocidade de difusdo. [Lakowicz (2006) e Wang, et al. (2015)].

A andlise de Stern-Volmer € util para estimar a acessibilidade de moléculas
supressoras aos residuos de triptofano em proteinas, bem como na compreensdo dos
mecanismos envolvidos na supressao da fluorescéncia destes [Lakowicz (2006)].

A interacdo de moléculas biologicamente ativas com albuminas séricas pode ser
investigada pelas medicOes das alteragcbes da intensidade de emissdo de fluorescéncia
intrinseca com aumento nas concentracfes de supressores, empregando a equacao de Stern-
Volmer (Equacdo 11A), que fornece a constante experimental Ksy, que se relaciona ao tempo

de vida, 1o, € a constante cinética kq, como se mostra na Equacéo 11B.

(A) % =1+Kk,7,[Q]=1+K, [Q] B) k,= Ksv (11)
To
Onde: Fo e F sdo as intensidades de emissdo de fluorescéncia sem e com a presenca do
supressor, respectivamente; Ksy é a constante de supresséo de Stern-Volmer, Kk, é a constante
de velocidade de supressdo, 1o € 0 tempo de vida de fluorescéncia da albumina sem o
supressor (10 s) [Tian et al. (2007)] e [Q] a concentrag&o do supressor.

A constante de ligacdo entre moléculas biologicamente ativas e macromoléculas (Ky) é
util para se compreender a distribuicdo das moléculas no plasma, nos tecidos corporais € no
organismo em geral [Chaves et al. (2016a)]. Uma ligacdo muito fraca pode dificultar a
distribuicdo de moléculas dentro do corpo, enquanto que a forte ligacdo demais diminui as
concentragfes de moléculas livres disponiveis no plasma [Zhang et al. (2011)]. Se ha a
possibilidade de mais de um sitio de ligacdo acessivel ao supressor dentro de uma proteina,
pode-se calcular K, e o nimero de sitios de ligagdo (n), pela equacgdo de duplo logaritmo a
sequir (Equacéo 12):
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F,- F
Iogo—

= =logK, +n Iog[Q] (12)

Onde: Fo e F sdo as intensidades de emissdo de fluorescéncia sem e com a presenca do
supressor, respectivamente; Ky, é a constante de ligacdo; n é o nimero de sitios de ligacéo e
[Q] a concentragdo do supressor.

Caso haja apenas uma cavidade principal onde ocorre a ligacdo entre proteina e ligante
(havendo porém fluoroforos em outros sitios, inaccessiveis para o ligante), para analisar se a
interacdo entre as albuminas com os supressores é forte, moderada ou fraca, pode-se calcular
a constante de Stern-Volmer modificada (K,) [Eftink et al. (1981)]. Esta constante pode ser

obtida de acordo com a Equacado 13:

111
F-F K, [Q] f (13)

Onde: Fo e F sdo as intensidades de emissdo de fluorescéncia sem e com a presenga do
supressor, respectivamente; K, é a constante de ligacdo de Stern-Volmer modificada; f € a
fracdo da fluorescéncia inicial que estd acessivel ao supressor e [Q] a concentracdo do
supressor.

Os parametros termodinamicos da interacao (AH® e AS°) podem ser calculados a partir
da equagao de van’t Hoff (Equacdo 14A, quando usa In K, e Equacdo 14B, quando usa
In Ksv), € o valor de AG® a partir da equacdo da energia livre de Gibbs (Equagéo 15):

H® AS° K. = AH® AS°
A K, = -+ ® MRsw = "oy T 9
AG® = AH?-TAS® (15)

Onde T é a temperatura (nestes estudos, 296 K, 303 K, 310 K para t-DCTN, 18-FP, LF-B, PF,
PIA e 288 K, 293 K, 298 K para a-lap), K; é a constante de ligacdo de Stern-Volmer
modificada e R € a constante dos gases (8,3145 J/molK).
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Para que haja a supressdo de fluorescéncia por FRET é preciso que haja sobreposi¢do
espectral entre a fluorescéncia do estado excitado do doador (fluoréforo) e a absorgdo do
estado fundamental do aceptor (supressor) Forster (1948) e Peng et al. (2012)].

A eficiéncia da transferéncia de energia (E) € dada pelas Equacdes 16A e 16B.

6
R¢ o Re.(L-E)

") E=1-+ - ®

16
F, RO+r° E (1e)

Onde: r € a distancia entre o aceptor e o doador; Ry € a distancia critica para a eficiéncia de

transferéncia de 50%, a qual pode ser determinada a partir da Equagéo 17:
RS =8,8x10%°K*n*dJ (17)

Onde: K?é o fator de orientagdo espacial do dipolo (K? = 2/3), n é o indice de refracdo do
meio (usa-se n = 1,336, como valor médio para fluidos biolégicos/organicos) [Hu et al.
(2006)], @ € o rendimento quantico de fluorescéncia do doador (triptofano da albumina
sérica) na auséncia do aceptor (supressor) (¢ = 0,15) [Hu et al. (2006)] e J € a integral de
sobreposicdo entre o espectro de emissdo do doador e o espectro de absor¢do do aceptor. J
pode ser calculado conforme a Equagéo 18:

S FWeWrdi TF@e() 2 as 18
- JF w 2F () M

Onde: F()) é a intensidade de fluorescéncia do doador no comprimento de onda de A até A +
A\ e g()) € a absortividade molar do aceptor no comprimento de onda A.

J também pode ser expressa em termos de frequéncia, v (v.A = ¢ - velocidade da luz):

vV

P [fo(vifm) g
: | (19)

Onde fp (v) € a intensidade de fluorescéncia na frequéncia v e ea (v) € a absortividade molar

nessa frequéncia.
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4.1.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Dicroismo circular € uma técnica sensivel para monitorar alteracbes conformacionais
em proteinas apds interacbes com ligantes [Varlan et al. (2010)]. Espectros de DC das
albuminas exibem duas bandas negativas na regido de UV a 208 e 222 nm, que contribuem
para a transi¢do m-m * e N-m * na ligagdo peptidica da a-hélice, respectivamente [Shi et al.
(2015)]. Essas bandas sdo caracteristicas das unidades estruturais de a-hélice da proteina [He
et al. (2008)].

Para obter valores quantitativos de alteragcdes na estrutura secundaria da proteina com
a adicdo das moléculas (biologicamente ativas), pode-se empregar algumas equacdes Nnos
dados espectroscépicos de DC. A intensidade de sinal de dicroismo circular pode ser expressa
como elipticidade média por residuo (do inglés mean residue ellipticity - MRE), definida de

acordo com a Equagéo 20 [Matei et al. (2010)]:

0

E-__ Y
L0n.1C,) (20)

Onde: B ¢é o sinal de DC observado (em mili-graus), n € o nimero de residuos de aminoacidos
(582 para ASB [Rogozea et al. (2012)] e 585 para ASH [Matei et al. (2010)], | € o caminho
otico da célula (em cm) e C, e a concentracdo molar da proteina (albumina, no caso - 1,00 x
10® mol/L). O contelido helicoidal da albumina, livre e na presenca do supressor, pode ser
calculado a partir dos valores de MRE nos dois minimos do espectro da proteina: a 208 nm
(Equacdo 21) e a 222 nm (equagéo 22):

( MRE,, - 4000)
(33000 - 4000)

%a - hélice = x 100 1)

( MRE,,, - 2340)

(22)
30300 x 100

%o, - hélice =
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4.2 Interacdo entre Albumina Sérica Humana (ASH) com Feofitina (18-FP)

4.2.1 Absorcédo Molecular na Regido do UV-Vis

Proteinas tipicas possuem uma banda de absor¢do molecular no ultravioleta a 280 nm,
correspondente a absorcdo de luz por trés tipos de residuos de aminoacidos aromaticos:
triptofano, fenilalanina e tirosina (abaixo). Dentre esses trés residuos aromaticos
mencionados, o que tem absorcdo e emissdo de fluorescéncia mais intensa é o triptofano, isso
devido ao seu alto valor de absortividade molar e rendimento quéntico de fluorescéncia

comparado com tirosina e fenilalanina [Lakowicz (2006)].

coo® coo® coo®
® | @ | ® |
H;N—C—H H;N—C—H H3;N— T
: : :
fenilalanina (Phe) tirosina (Tyr) triptofano (Trp)
Esquema 9

Para o tratamento de certos tipos de canceres por terapia fotodindmica, pode-se usar
feofitinas — moléculas organicas classificadas como segunda geracdo de fotossensibilizadores
[Ben Dror et al. (2009)]. A feofitina (17R,18R)-purpurina-18-fitil éster (18-FP) — isolada da
planta triangulare — além de absorver luz em comprimento de onda a 400 nm, correspondente
a banda de Soret [Giovannetti (2012)], também absorve a comprimentos de onda maiores, 550
nm e 700 nm. A descoberta e desenvolvimento de moléculas que absorvem radiacéo no infra-
vermelho préximo (600-900 nm) oferecem novas oportunidades, tanto para terapia
fotodindmica, quanto como agentes de contraste para imagens médicas. Isto devido a alta
penetracdo da irradiagdo no tecido, sem causar danos a saude [Luo et al. (2011)].

A Figura 9 mostra o espectro de absor¢cdo molecular da ASH em solugédo tampdo de
PBS (Aabsmax = 280 nm) e da feofitina em solugédo de etanol (Aaps = 406, 550 e 703 nm).
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Figura 9 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH
= 7,4) e feofitina em etanol. Casy = Cig.rp = 1,0 X 10”° mol/L.

4.2.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

A Figura 10 mostra a supressao da emissdo de fluorescéncia do residuo de triptofano
da ASH por adicdo de aliquotas da solucdo de 18-FP. Isto indica que a localizacdo da
molécula de feofitina dentro da proteina deve estar perto do residuo Trp-214 [Liu et al.
(2003)]. A auséncia de alteracBes consideraveis no comprimento de onda de emissao maxima
da ASH (A = 345 nm) é evidéncia de que a presenca da feofitina ndo exerce uma grande
influéncia sobre a polaridade do microambiente da cavidade em torno do residuo de triptofano
[Tian et al. (2007)]. Como ja foi mencionado, a supressao de fluorescéncia pode ocorrer por
mecanismo estatico ou dinamico. No primeiro caso, ha formacdo de um pré-complexo entre
supressor e fluoréforo, antes mesmo que este absorva luz e forme o estado excitado; e no
segundo caso a supressdo ocorre durante aproximacao entre os dois, a distancia menor que a
critica, seguida por separacdo. Conforme pode ser visto na Tabela 4 e no inset da Figura 10 a
constante de velocidade de difusdo (Kgifr ~5,00 x 10° L/mols em &gua a 298 K) [Brune et al.
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(1993)] tem um valor menor, comparado com o valor da constante de velocidade de supresséo
da associacdo ASH:18-FP (kg = 10" L/mols), indicando que o provéavel mecanismo de
supressdo de fluorescéncia da ASH pela 18-FP ¢ estatico [Eftink et al. (1981) e Tian et al.
(2007)]

2.0 — T 1

X 14x10° 2.1x10° 258x10° 3.5¢10°
1.0 H [Feofitina] mol/L

0.5+

Intensidade de Emissdo (u.a.)

0.0

300 I 350 I 3¢|IO I 3(|30 I 3;30 I 4(|)0 I 450 I 4z|10

Comprimento de Onda (nm)
Figura 10 — Espectros de emissdo de fluorescéncia do fluoréforo interno da ASH (Trp-214) e
sua supressdo pela adicdo da 18-FP. ASH em solucdo tampdo de PBS (pH=7,4). Inset:
Gréfico de Stern-Volmer para associacdo ASH:18FP a 296 K, 303 K e 310 K. Casy = 1,0 X

10®° mol/L, Cigrp = 0,55; 1,10; 1,65; 2,19; 2,73; 3,27; 3,81, 4,34 X 108 mol/L, T=296 K e
Aexe = 280 nm.

O valor da constante de ligac&o de Stern-Volmer modificado (Ks) esta na ordem de 10*
L/mol (Tabela 4), indicando uma interacdo moderada entre a albumina e a feofitina, com a
formagéo de uma associagdo ASH:18-FP [Tian et al. (2007) e Li et al. (2009a)]. Portanto, esta
feofitina pode ser carreada pela albumina. Associacdo moderada é preferencial em
comparacdo com forte ou fraca (alto ou baixo valor de K, respectivamente), porque a
feofitina pode ser retida irreversivelmente ou ndo ser carreada nestes casos. Nota-se que
também ha um aumento no valor de K, com o aumento da temperatura, contudo esse aumento
néo e significativo. Os valores de K, dependem da carga e estrutura da 18-FP, assim como a
conformacéo e carga da ASH [Borissevitch et al. (1996)].

Para obter evidéncias sobre 0s parametros termodindmicos AH°, AS° e AG°
controladores da interagdo ASH:18-FP, inicialmente utilizou-se o tratamento de van’t Hoff
(inset Figura 11), unido com a equacao livre de Gibbs (equacdo XX). Conforme mostrado na
Tabela 4, os valores negativos de AG® sao consistentes com a espontaneidade da ligagdo, o

valor positivo de AH® indica que o processo de ligacdo da feofitina ¢ endotérmico e o valor
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positivo de AS°® mostra que a interagdo ocorre principalmente devido a fatores hidrofobicos
[Timaseff (1972) e Ross et al. (1981)]. Tais fatores hidrofobicos estdo relacionados com a
influéncia das moléculas de agua de hidratacdo. H& duas possiveis contribuicdes que podem
ser utilizadas para explicar o aumento na entropia: moléculas de hidratacdo da cavidade sédo
expelidas com a entrada da 18-FP, assim como a desolvatacéo do ligante, que também expele
as suas proprias moléculas de hidratacdo. Isto provoca aumento no nimero de micro-estados

do sistema, aumentando o valor de AS°.

16 .
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Figura 11 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para associa¢do ASH:18-FP a 296 K, 303 K
e 310 K. Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados de Stern-VVolmer modificado nas trés
temperaturas de estudo.

Tabela 4 — Valores de Ksy, kg, Ki e pardmetros termodinamicos (AH®, AS° e AG°®) da
associacdo ASH:18-FP em 296 K, 303 K e 310 K.

T  Kex10° Kkgx10®  r? Ka x 10* r’ AHP AS° AG° r
mo mol.s mo mo mol. mo

(K) (L/mol)  (L/mol.s) (L/mol) (kd/mol)  (kd/mol.K) (kJ/mol)

296 1,75+0.07 1,75 0,9927 4,48+0.06 0,9997 15,5%1,2 0,145 -264  0,9313

303 1,82+0,03 1,82 0,9980 5,43+0.13 0,9978 15,5%1,2 0,145 27,4 0,9313

310  2,03+0,06 2,03 0,9946 5,95+0.08 0,9992 15,5%1,2 0,145 -284  0,9313

4.2.3 Modelagem Molecular

A estrutura tridimensional da ASH tem diferentes sitios de ligacGes, com diferentes
especificidades (dominios I, 11 e 111); onde o dominio | (sitio de Sudlow I) e dominio Il (sitio
de Sudlow II) sdo os mais importantes [Fasano et al. (2005)]. O sitio | também chamado de

sitio de ligacéo da varfarina, estd localizado no subdominio 1lA, enquanto o sitio 11, chamado
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de sitio de ligacdo indol/benzodiazepinico, esta localizado no subdominio IHIA. Albumina
sérica humana é composta de uma cadeia polipeptidica de 585 residuos de aminoécidos [He et
al. (1992)] e contém somente um residuo de triptofano, Trp-214, localizado no subdominio
I1A. Trp-214 esta localizado em uma regido interna da proteina com alto carater hidrofobico
[Carter et al. (1994) e Moriyama et al. (1996)].

A partir dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH, sabe-se que a feofitina esta
localizada proxima ao residuo Trp-214. Estudos por ancoramento molecular foram executados
para analizar as principais interacdes intermoleculares entre a feofitina e os residuos de
aminoécidos presentes na cavidade do subdominio IIA. Em acordo com os resultados
experimentais, 0 ancoramento molecular sugere que a feofitina mesmo sendo uma molécula
bastante volumosa é capaz de ser acomodada na cavidade ao lado do residuo Trp-214,
apresentando um perfil de interaces favoraveis com os residuos da cavidade.

Dentro da cavidade a feofitina interage via ligacdo de hidrogénio com quatro residuos
de aminodcidos — uma arginina e trés lisinas (Figura 12A). Os residuos Lys-198 e Lys-194
fazem ligacdo de hidrogénio com ambos oxigénios do grupo éster da cadeia fitil, tendo
distancia entre os 4tomos do doador e aceptor na ligacdo de hidrogénio de 3,26 A e 3,06 A,
respectivamente. O grupo carboxila do anidrido ciclico recebe ligagcdo de hidrogénio dos
residuos Arg-221 e Lys-443, com uma distancia de 3,26 A e 2,57 A, respectivamente. Além
dessas interacdes, o ligante aparenta interagir com a ASH através de um vasto nimero de
interacdes hidrofobicas. Os resultados de ancoramento molecular mostram que a cadeia fitila,
um grupo ndo polar, esta acomodada dentro de uma por¢do essencialmente hidrofébica da
ASH, onde interage primariamente com os residuos Leu-197, Phe-205, Ala-209, Leu-346,
Val-481 e Trp-214 (Figura 12B). Esta proximidade entre o supressor e o fluoréforo (Trp-214)

pode explicar a eficiéncia da supressédo de fluorescéncia [Lakowicz (2006)].
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Figura 12 — (A) Melhor resultado de pontuacéo (do inglés pose) para associacdo ASH:18-FP
por ancoramento molecular (funcdo ChemPLP). (B) Representacdo da superficie molecular da
ASH, onde pode ser vista a cadeia apolar da feofitina (grupo fitila) completamente envolvida
pela porcédo hidrofébica da albumina. Carbono: azul (18-FP), verde (ASH), amarelo (residuos
de amino&cidos selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho e nitrogénio: azul
(figuras geradas com o software PyMOL).

4.3 Interacdo entre Albumina Sérica Bovina (ASB) com trans-desidrocrotonina (t-
DCTN)

4.3.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A Figura 13 mostra a supressdo de fluorescéncia da ASB ([ASB] = 1,00 x 10”° mol/L)

pela adicdo de sucessivas aliquotas de t-DCTN a 296 K, uma das trés temperaturas
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empregadas neste trabalho (296 K, 303 K e 310 K). O processo de supressdo de fluorescéncia
indica que o diterpenno esté localizado préximo ao residuo de triptofano, que pode ser o Trp-
134 e/ou Trp-212 [Eftink et al. (1981)]. A auséncia de mudancas significativas no maximo de
emissdo de fluorescéncia da ASB (A=348 nm) é uma evidéncia que a presenca do t-DCTN néo
exerce qualquer influéncia sobre a polaridade do microambiente dentro da cavidade que
contém os residuos de triptofanos [Tian et al. (2007)].

O inset da Figura 13 fornece os valores de Ksy, do qual ky pode ser calculado. Em
alguns casos, o fluoréforo, com o mesmo supressor, pode ser suprimido por uma combinagéo
de mecanismo de supressao estatico e dindmico (combinagdo de processos de supressao) [Lin
et al. (2009)]. Uma vez que as constantes de velocidade de supressdo obtidas (kq ~ 10"
L/mols, Tabela 5) sdo duas ordens de grandeza maiores do que a constante de velocidade de
difusdo (kgir ~5,00 x 10° L/mols em 4gua a 298 K) [Brune et al. (1993)], o provavel
mecanismo de supressdo de fluorescéncia é estatico [Eftink et al. (1981), Tian et al. (2007) e
Tian et al. (2015)]. Supressdo estatica é decida a formacdo de uma associagdo no estado
fundamental entre o fluor6foro (ASB) e o supressor (t-DCTN). Uma vez que os valores de
Ksy aumentam com o aumento da temperatura, 0 mecanismo de interacdo da ASB com t-
DCTN ndo é tipicamente estatico, sendo acompanhado por supressdo dinamica [Zhang et al.
(2013c) e Tian et al. (2015)]. Isto provavelmente ocorre devido & elevada concentracdo de
supressor, ja que quantidades significativas das moléculas supressoras estdo em estreita

proximidade com o fluoro6foro.
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Figura 13 — Espectros de emisséo de fluorescéncia dos fluoroforos internos da ASB e sua
supressdo pela adi¢do do t-DCTN. ASB em solucdo tampédo de PBS (pH=7,4). Inset: Grafico
de Stern-Volmer para associacdo ASB: t-DCTN a 296 K, 303 K e 310 K. Casg = 1,0 x 10°
mol/L, Cepen = 0,24: 0,47; 0,70: 0,83; 1,15; 1,37 X 10* mol/L, T = 296 K € hexc = 280 nm.

Conforme pode ser visto na Tabela 5 e na Figura 14, os valores da constante de
ligagdo (K, =~ 10° L/mol), indicam uma fraca interacdo entre albumina e t-DCTN
[Bakkialakshmi et al. (2012) e Belatik et al. (2012)]. Uma vez que ha dois diferentes residuos
de triptofanos (Trp-134 e Trp-212) localizados em diferentes cavidades na estrutura da ASB,
que estdo disponiveis para interagir com o supressor, foi calculado o nimero de sitios de
ligacdo (n) para saber se ambos ou apenas um destes locais € capaz de interagir com o t-
DCTN. Os valores de n em diferentes temperaturas (n~1.0 a 296 K, 303 K e 310 K), indicam
a existéncia de apenas um principal sitio de ligacdo na estrutura da ASB para t-DCTN
[Bakkialakshmi et al. (2012)].
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Figura 14 — Gréfico do log [(Fo—F)/F] vs. log [Q] para ASB:t-DCTN a 296 K, 303 K e 310 K.

As forcas de interacGes entre moléculas exdgenas e proteinas (van der Waals,
eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio e efeitos hidrofébicos) podem estar relacionadas com 0s
parametros termodinamicos. Neste sentido, se AH°>0 ¢ AS°>0 ha indicios que a principal
forca operando na ligacdo ¢ através de interagdes hidrofobicas. Em contrapartida, se AH°<O0 e
AS°>0, a principal forga é a de efeito eletrostatico e finalmente, se AH°<0 ¢ AS°<0, van der
Waals e ligacdo de hidrogénio desempenham um papel importante na associagdo ASB:t-
DCTN [Ross et al. (1981) e Bi et al. (2012)].

Os parametros termodinamicos estdo apresentados na Tabela 5 e Figura 15. Os valores
negativos para energia livre de Gibbs (AG ° =-20,78 kJ/mol) indicam ligacéo esponténea entre
ASB e t-DCTN, com o valor positivo desfavoravel de entalpia (AH® = 1,04 kJ/mol) sendo
compensado pelo valor positivo da entropia (AS°® = 0,072 kJ/molK) [Timaseff (1972)]. Como
AH® e AS° sdo positivos, indicam interacdes tipicamente hidrofobicas entre ASB:t-DCTN
[Ross et al. (1981) e Bi et al. (2012);]. Essas interacGes hidrofébicas serdo exploradas nos

estudos de modelagem molecular.
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Tabela 5 — Valores de Ksy, Kq, Kp, N e parametros termodindmicos (AH®, AS°® e AG®) da

associacdo ASB:t-DCTN em 296 K, 303 K e 310 K.

T Keyx10® kex10" r*  Kyx10° n r’ AHP AS°® AG° r*
mo mol.S mo mo mol. mo

(K) (L/mol)  (L/mol.s) (L/mol) (kd/mol)  (kJ/mol.K) (kJ/mol)

296  3,62+0.03 3,62 0,9999 581 1,06+0,01 0,9999 1,04+0,01 0,072 -20,3  0,9788

303  3,65+0,03 3,65 0,9999 5,27 1,04+0.01 0,9999 1,04+0,01 0,072 -20,8  0,9788

310 3,69+0,03 3,69 0,9999 4,92  1,03+0.01 0,9999 1,04+0,01 0,072 21,3 0,9788

4.3.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Espectros de DC (200-260 nm) da ASB foram registrados na auséncia e presenca do t-

DCTN, a diferentes concentracdes em 310 K (Figura 16). Apds o aumento da concentracdo de

t-DCTN na solugéo de albumina, um pequeno decaimento na intensidade a 208 nm e 222 nm

pode ser observado. Este dado indica uma pequena mudanca na estrutura secundaria da ASB,

contudo a estrutura predominante permanece sendo o-hélice [Khan et al. (2008)]. Esse

decaimento sobre a intensidade nestas duas absor¢des é provavelmente devido ao elevado

volume estrutural do diterpeno. Quantitativamente, a 222 nm, a albumina livre apresentou

39,7% de contetido de a-hélice, variando para 37,2%; 35,8% e 32,7%, ap0s a adicdo de

concentracdes de 0,24; 0,70 e 1,15 x 10™ mol/L de t-DCTN, respectivamente. A pequena

variacdo no decaimento dos valores de % oa-hélice a 222 nm novamente indica alteracdes

estruturais pouco significativas quando o t-DCTN se associa a ASB. Ja a 208 nm, na auséncia
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do t-DCTN a ASB apresentou 40,6% de contetido de a-hélice, variando para 39,3%; 40,5% e
41,1% ap0s a adicdo das mesmas concentragdes de ligante citadas anteriormente. Como a
amostra t-DCTN tem centros quirais que contribuem para o efeito Cotton na regido de 208

nm, observa-se um pequeno aumento nos valores de % a-hélice.
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Figura 16 — Espectros de DC para ASB livre e ASB associada a t-DCTN em diferentes
Eoncentragées de ligante a 310 K. Casg = 1,00 x 10 mol/L e Ci.pcrn = 0,24; 0,70 e 1,15 x 10°
mol/L.

4.3.3 Modelagem Molecular

A estrutura da albumina sérica bovina consiste em trés dominios estruturalmente
similares (I, Il e 111), cada um contendo dois subdominios, A e B [Lin et al. (1976)]. O residuo
de aminoacido Trp-134 esta localizado na superficie da proteina, na regido hidrofilica (regido
IB), enquanto o residuo de aminodcido Trp-212 estd localizado dentro de uma cavidade
hidrofobica (regido I1A) [Bhattacharya et al. (2009)]. De acordo com o nimero de sitios de
ligacdo (n = 1), obtido a partir da supressao de fluorescéncia, a t-DCTN tem somente um sitio
de ligacdo para a ASB [Belatik et al. (2012)]. A fim de obter informacGes sobre o local de
ligagéo preferencial e para ajudar na compreensdo mais detalhadada da interagdo da albumina
com t-DCTN, estudos utilizando a técnica de ancoramento molecular, foram realizados.

Os resultados de ancoramento molecular sugerem que o t-DCTN interage mais
favoravelmente na regido hidrofilica (regido IB - pontuacdo de ancoramento 50,0), ao invés da
cavidade hidrofébica (regido I1A — pontuacdo de ancoramento 41,5). A Figura 17A mostra o

melhor resultado de ancoramento molecular e a superficie de van der Waals para t-DCTN na
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regido 1B. A estrutura do t-DCTN, € um heterociclo volumoso que tem um centro hidrofébico
que é capaz de interagir na cavidade hidrofobica da regido 1B, longe da porcao polar centrada
nos residuos de aminoacidos de Tyr-411 e Arg-410. Os parametros termodindmicos
experimentais indicam interagfes hidrofébicas como a principal forca de ligacdo entre t-
DCTN e ASB. Os resultados de ancoramento molecular sugerem que a parte hidrofébica do t-
DCTN participa através de uma interagdo hidrofébica com quatro residuos de aminoacidos:
Leu-24, Phe-36, Val-40 e Trp-134. A superficie de van der Waals de cada residuo de
aminoéacido apolar selecionado sobrepde a superficie de van der Waals do t-DCTN (Figura
33A), o que indica que a interaccdo entre eles é muito provavel.

A Figura 17B mostra a superficie molecular da regido IB da ASB, sugerindo que 0
grupo polar do t-DCTN - a porcao furano-lactona - ndo tem uma interacao significativa com
0s residuos de aminoacidos polares de albumina, e a maior parte da estrutura do t-DCTN esta

mais exposta ao solvente do que ao ambiente interior da proteina.
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Figura 17 — (A) Melhor resultado de pontuacdo (do inglés pose) e superficie de van der
Waals para associacdo ASB:t-DCTN por ancoramento molecular (funcdo ChemPLP). (B)
Representacdo da superficie molecular da ASB para a regido IB. Carbono: azul (t-DCTN),
verde (ASB), bege (residuos de aminoacidos selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio:
vermelho e nitrogénio: azul (figuras geradas com o software PyMOL).

4.4 Interacdo entre Albumina Sérica Bovina (ASB) com flavonoide glicosilado (PF; 7-O-
p-D-glicopiranosil-6-(3-metilbut-2-enil)-3,5,4'-triidroxiflavona)
4.4.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

Como pode ser visto na Figura 18, com a adicdo de diferentes concentracdes de

supressor PF, ha diminuigcdo na intensidade de emisséo de fluorescéncia da ASB (Aem = 345
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nm), enquanto que a regido de emissdo méaxima de fluorescéncia permanece a mesma,
indicando que a associacdo ASB:PF deve estar ocorrendo proxima a um dos residuos de
triptofano da albumina e que a associacdo do supressor ndo altera o microambiente na
vizinhanca dos fluoroforos.

Uma variedade de interagbes moleculares podem resultar em supresséo de
fluorescéncia, incluindo reagbes no estado excitado, rearranjo molecular, transferéncia de
energia, formacdo de complexo no estado fundamental e supressdo colisional [Han et al.
(2012)]. Os valores da constante de Stern-Volmer - Ksy — e da constante de velocidade de
supresséo — Kq - (Tabela 6 e inset da Figura 18), indicam que a supresséo de fluorescéncia da
ASB ocorre por um processo estatico, porque os valores de Ksy diminuem com o aumento da
temperatura e os valores de ky sdo maiores do que a constante de velocidade de difuséo (Kais
~5,00 x 10° L/mols em &gua a 298 K) [Brune et al. (1993)]. A supressdo de fluorescéncia
estatica indica a formagdo de uma associacdo ndo fluorescente entre o fluoréforo (triptofano)
e o supressor (PF) no estado fundamental [Tian et al. (2007)].

1807 24x10°  30x10
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Figura 18 — Espectros de emissdo de fluorescéncia dos fluoréforos internos da ASB e sua
supressdo pela adicdo do PF. ASB em solucdo tampdo de PBS (pH=7,4). Inset: Gréafico de
Stern-Volmer para associacdo ASB:PF a 296 K, 303 K e 310 K. Casg = 1,0 X 10° mol/L, Cpr
=0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72; 2,06; 2,74; 3,09 x 10> mol/L, T = 296 K € Aexc = 280 nm.
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Os valores da constante de ligagdo de Stern-Volmer modificada (K,) estdo na ordem
de 10* L/mol (Tabela 6 e Figura 19), indicando uma interagdo moderada entre o flavondide
glicosilado e a albumina [Sulkowska (2002) e Liu et al. (2003)], sendo que a temperatura
exerce pouco efeito em seus valores. Os valores de K, obtidos para PF estdo na mesma
magnitude quando comparados com diferentes classes de flavondides da literatura: flavona
(apigenina [Yuan et al. (2007)]), flavanona (hesperidina [Xie et al. (2005)] e naringenina
[Zhang et al. (2008)]) e isoflavona (genisteina [Mandeville et al. (2009)]). A constante de
ligacdo (Ky) calculada a partir do duplo logaritmo, esta na ordem de 10° L/mol (Tabela 6),
diferindo por uma ordem de grandeza dos valores de K;; no entanto ambos os valores indicam
interacdo moderada do flavondide com albumina sérica [Xie et al. (2005), Li et al. (2006) e
Liu et al. (2009)]. A divergéncia ocorre porque cada equacdo emprega uma aproximacao
matematica diferente. Observe-se que para ambos 0s tratamentos a temperatura tem pouca
influéncia sobre o valor das constantes. Os valores do nimero de sitios de ligacdo (n) sdo
aproximadamente 1 para todas as temperaturas (Tabela 6 e Figura 20), indicando que ha
apenas uma principal cavidade de interacdo da ASB para o flavonoide glicosilado (PF)
[Bakkialakshmi et al. (2012)].
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1/[FP] (L/mol)

Figura 19 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para associagdo ASH:PF a 296 K, 303 K e
310 K. Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados de Stern-Volmer modificado nas trés
temperaturas de estudo.
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Figura 20 — Grafico do log [(Fo—F)/F] vs. log [Q] para ASB:PF a 296 K, 303 K e 310 K.

Tabela 6 — Valores de Ksy, Kq, Ka, Ky € n da associacdo ASB:PF em 296 K, 303 K e 310 K.

T Ksyx 10* Ky x 10% r’ Kax 10* r* Ky x10° n r?
(K wWmol)  (L/mol.s) (L/mol) (L/mol)
296  3,87+0.05 3,87 0,9962 2,22#0,02  (,9998 1,19 1,12+0,02  0,9985
303 3,67+0,04 3,67 0,9973 1,99+0,02 00,9999 1,10 1,1240.01  0,9992
310  3,59+0,04 3,59 0,0972 1,81£0,02 (,9999 1,18 1,11+0.01  0,9992

Os parametros termodindmicos da associacdo ASB:PF estdo listados na Tabela 7 e

obtidos a partir do inset da Figura 19. Os valores negativos da energia livre de Gibbs (AG®)

estdo de acordo com a espontaneidade da ligacdo, sendo que a maior contribuicdo para essa

espontaneidade veio da variagdo de entropia (AS°<0) e entalpia (AH°<0), portanto 0 processo

de associacdo é entropicamente e entalpicamente dirigido [Wang, et al. (2015)]. De acordo

com a teoria de Ross e Subramanian [Ross et al. (1981)] AH°<0 e AS°>0 indicam ligagao de

hidrogénio e/ou forcas eletrostaticas como as principais interagdes intermoleculares

envolvidas na interacdo ASB:PF. Essas interacdes serdo melhor exploradas na analise por

ancoramento molecular.
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Tabela 7 — Parametros termodinamicos da associacdo ASB:PF em 296 K, 303 K e 310 K.
T AHP® AS° AG® r’

(K)  (kImol)  (kI/mol.K)  (kd/mol)

296 -11,2+1,2 0,0450 -24.6 0,9992
303 -11,2+1,2 0,0450 -24,9 0,9992
310 -11,2+1,2 0,0450 -25,3 0,9992

Na Figura 21 a sobreposicdo entre o espectro de emissdo de fluorescéncia da ASB e 0
espectro de absorcdo molecular do PF pode ser claramente visto, indicando a probabilidade de
um processo de transferéncia de energia dipolo-dipolo (FRET) entre o fluor6foro da ASB e o
estado fundamental do PF [Nair (2015)].

Na maior temperatura dessas experiéncias (310 K), a integral de sobreposicdo (J)
calculada foi de aproximadamente 6,39 x 10" L/mol.cm®, sendo que os valores de Rq e r
foram de 2,24 nm e 6,54 nm, respectivamente. Uma vez que o valor de r (distancia entre o
residuo de triptofano da ASB e o supressor) é menor do que 7 nm, confirmando a
transferéncia de energia ndo radiativa, via FRET, entre ASB e PF [Bia et al. (2004)].
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Figura 21 — Sobreposicdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia da ASB e absorcdo do
supressor PF. Casg = Cpr = 1,00 X 10° mol/L a 310 K.

4.4.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Como mostrado na Figura 22, os espectros de CD da ASB livre e associada com PF a

310 K foram muito semelhantes em forma, indicando que a ligagdo ndo esta afetando a
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estrutura secundaria da albumina. O contetdo de % a-hélice, varia de 53,3% para albumina
livre, a 53,0%; 52,6%; 51,4% e 50,8% com adicdes de 0,34; 1,37; 2,74 e 3,09 x 10” mol/L de
PF, respectivamente a 208 nm. A pequena varia¢do na % a-hélice também foi vista a 222 nm
(51,5% - ASB livre — para 51,4%, 51,2%, 51,1% e 50,8% nas mesmas concentracGes de PF
citadas anteriormente). Isso indica que a presenca, nestas quantidades, do flavondide

glicosilado ndo afeta significativamente a estrutura secundaria da albumina [Li et al. (2009b)].
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Figura 22 — Espectros de DC para ASB livre e ASB associada a PF em diferentes
concentracdes de ligante a 310 K. Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cpr = 0,34; 1,37; 2,74 € 3,09 x
10" mol/L.

4.4.3 Modelagem Molecular

A fim de avaliar qual o principal sitio para interacdo entre ASB e 0 supressor PF
(subdominio 1B ou 11A), estudos de ancoramento molecular foram realizados. Os valores de
pontuacdo de acoramento molecular, sugerem o subdominio I1A (pontuacdo 90,35) ao invés
do IB (pontuacdo 46,12), como sendo a regido da albumina mais provavel para a associagdo
ASB:PF.

Como pode ser visto na Figura 23, o flavondide glicosilado interage no subdominio
1A, com uma variedade de residuos de aminoacidos. A Tabela 8 apresenta as interagdes
intermoleculares observadas para a melhor solugcdo do célculo computacional. Ligacdes de
hidrogénio e interacdo hidrofdébica estdo envolvidos no processo de associacdo ASB:PF. A
estrutura do PF interage com os residuos de aminoacidos Glu-152, Arg-194, Arg-198, Trp-
212, Arg-217, Ser-343, Asp-450 e Ser-453 por ligacdo de hidrogénio. A porcdo glicosidica do
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PF interage por meio de ligacGes de hidrogénio com residuos de Ser-343, Asp-450 e Ser-453.
Pode ser visto que ha apenas um Unico residuo de aminoacido que se comporta como aceptor
de ligacdo de hidrogénio (Glu-152 - representado em amarelo na Figura 23), enquanto que 0s
demais sdo doadores de ligacdo de hidrogénio. A cauda hidréfobica do ligante interage com

alguns residuos de aminoacidos hidrofébicos, tais como os residuos Ala-341 e Val-342.

Ala-34 "4" . y
— ¥ < g

= g .
— T g Glu-152
Ser-343 [ oy sArg—l 98

Asp-450 S d
Arg-194

-

Ser-453
Figura 23 —Melhor resultado de pontuacdo (do inglés pose) para associacdo ASB:PF por
ancoramento molecular (fungdo ChemPLP) no subdominio I1A. Carbono: laranja (PF), verde
(ASB), azul (residuos de aminodacidos selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho
e nitrogénio: azul. O residuo Glu-152 esta representado em amarelo para indicar que é o Unico
residuo de aminoacido que interage como aceptor de ligacdo de hidrogénio (figuras geradas
com o software PyMOL).
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Tabela 8 — Residuos de aminodcidos, tipos de interacbes intermoleculares e valores de
distancia das interacdes na associacdo ASB:PF no subdominio I1A da proteina.

Residuo de aminoécido Interacéo Doador/Aceptor Distancia (A)
Intermolecular Ligacdo de hidrogénio
Glu-152 Ligacéo de hidrogénio Doador 3.40
Arg-194 Ligacéo de hidrogénio Doador 3.30
Arg-198 Ligacdo de hidrogénio Doador 3.30
Trp-212 Ligacdo de hidrogénio Doador 2.20
Arg-217 Ligacédo de hidrogénio Doador 3.40
Ala-341 Hidrofobica - 3.10
Val-342 Hidrofobica - 3.10
Ser-343 Ligacédo de hidrogénio Doador 2.90
Asp-450 Ligacéo de hidrogénio Aceptor 1.90
Ser-453 Ligacédo de hidrogénio Doador 2.10

4.5 Interacdo entre Albumina Sérica Bovina (ASB) com lofirona B (LF-B)

4.5.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

Como pode ser visto na Figura 24, ndo ha mudancas significativas na regido de
emissdo de fluorescéncia méaxima da ASB livre apds sucessivas adicdes de aliquotas de
supressor (LF-B), demostrando que a presenca da lofirona B ndo altera 0 microambiente ao
redor dos residuos de amino&cidos da proteina [Silva et al. (2004) e Lou et al. (2016)].

A intensidade de emissdo de fluorescéncia diminui como resultado de uma vasta
variedade de processos que podem ocorrer por diferentes interacdes moleculares. Em geral
supressdo dinamica esta presente quando o fluoréforo excitado é desativado por contato com
outra molécula, o supressor, sem qualquer alteracdo quimica nas moléculas durante este
processo. No caso de supressdo estatica, uma associa¢do nao-fluorescente é formada entre o
fluordforo (ou a proteina de matriz na sua vizinhanga) e o supressor [Trnkova et al. (2010)].
Como pode ser visto na Tabela 9 e Figura 24, os valores Ksy aumentam com o aumento da
temperatura. O aumento das concentracdes de lofirona B provocam uma ligeira curvatura no

gréafico de Stern-Volmer, indicando que o mecanismo dindmico estd ocorrendo. Por outro
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lado, os valores de ky (Tabela 9) séo da ordem de 10" L/mols, sendo maiores do que a
constante de velocidade de difusdo (Kgifr ~5,00 x 10° L/mols em &gua a 298 K) [Brune et al.
(1993)], indicando que grande parte da supressdo de fluorescéncia é provavelmente devido a
associacdo do estado fundamental entre os residuos de triptofano e a lofirona B (supressao de
fluorescéncia estatica) [Gentili et al (2008) e Lin et al. (2009)]. Portanto, ambos o0s
mecanismos de supressdo estdo ocorrendo na associacdo ASB:LF-B.
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Figura 24 — Espectros de emissdo de fluorescéncia dos fluoréforos internos da ASB e sua
supressdo pela adicdo da LF-B. ASB em solugdo tampéao de PBS (pH=7,4). Inset: Gréafico de
Stern-Volmer para associagdo ASB:LF-B a 296 K, 303 K e 310 K. Casg = 1,0 X 10° mol/L,
Cire = 1,11; 2,21; 3,30; 4,39; 5,46; 6,54; 7,60; 8,66 x 10° mol/L, T = 296 K € Aexc = 280 nm.

Os valores calculados para constante de ligagdo de Stern-Volmer modificado (K,)
estdo na ordem de 10* L/mol (Tabela 9, Figura 25), indicando uma interacio moderada entre a
albumina e a lofirona B [Tian et al. (2015) e Chaves et al. (2016Db)]. Esta interagdo moderada
é provavelmente devida ao alto volume estrutural do ligante que ndo favoresce a sua

ancoragem no interior da cavidade proteica, tal como sera descrito nos resultados de
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ancoramento molecular. Como pode ser visto na Tabela 9 os valores de K, aumentam com o
aumento da temperatura, 0 que indica que a estrutura da proteina pode acomodar melhor o
ligante em 310 K do que em 296 K.

O numero de sitios de ligacdo (n) obtidos a partir do tratamento de duplo logaritmo
(Figura 26) é aproximadamente 1 (Tabela 9), sugerindo que ha apenas uma principal cavidade
proteica que interaje com a lofirona B [Wang, et al. (2016)].
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1/[Lofirona B] (L/mol)

Figura 25 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para associacdo ASB:LF-B a 296 K, 303 K
e 310 K. Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados de Stern-Volmer modificado nas trés
temperaturas de estudo.
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Figura 26 — Grafico do log [(Fo—F)/F] vs. log [Q] para ASB:LF-B a 296 K, 303 K e 310 K.

Tabela 9 — Valores de Ksy, Kq, Ka € n da associagdo ASB:LF-B em 296 K, 303 K e 310 K.

T(K) Keyx10°  kyx10% r? K, x 10* r? n r?
(L/mol) (L/mol.s) (L/mol)
296 1,49+0,70 1,49 0,9847  4,89+0,02 0,9999  1,19+0,01 0,9966
303 1,57+0,74 1,57 0,9844  556+0,02 0,998 1,18+0,01 0,9973
310 1,73+0,85 1,73 0,9833  6,35+0,02  0,9999 1,20+0,01  0,9949

O tratamento de van't Hoff foi usado para determinar a variagdo de entalpia e entropia
no processo de ligacdo ASB:LF-B (inset da Figura 25). Os valores positivos para AH® e AS°®
sdo indicativos de que a ligacdo da lofirona B na proteina é impulsionada entropicamente e
também de acordo com a Teoria de Ross e Subramanian [Ross et al. (1981)] tais valores
indicam que ligacdes de hidrogénio e interacBes hidrofébicas sdo as principais forcas
intermoleculares entre ASB e LF-B. Do ponto de vista da estrutura da 4gua, um valor de AS®
positivo € frequentemente considerado como evidéncia de intera¢des hidrofdbicas, porque as
moléculas de agua que séo dispostas de forma ordenada em torno do ligante e da proteina
adquiram uma configuracdo mais aleatdria ap0s o processo de associacdo ASB:LF-B [Tian et
al. (2015)]. Os valores negativos de AG°® mostram a espontaneidade da ligacdo entre a

albumina e a lofirona B.
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Tabela 10 — Parametros termodindmicos da associacdo ASB:LF-B em 296 K, 303 K e 310 K.
T AHP® AS° AG® r’

(K) (kJ/mol)  (kd/mol.K)  (kJ/mol)

296 14,2+1,3 0,138 -26,6 0,9985
303 14,2+1,3 0,138 -21,6 0,9985
310 14,2+1,3 0,138 -28,6 0,9985

4.5.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

A fim de verificar possiveis alteracBes na estrutura secundaria de ASB ap06s ligacdo
com lofirona B, experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados a 310 K. Medicdes
de CD realizadas na presenca de diferentes concentra¢bes de LF-B mostrou que a ligacéo a
albumina provocou uma reducdo em ambas as bandas de absorcdo de ASB (Figura 27). A
alteracdo da forma e posicdo no espectro CD indicam que o ligante causa uma mudanca
moderada na estrutura secundaria da albumina [Varlan et al. (2010)]. Valores quantitativos a
208 nm mostram que a albumina inicialmente continha 59,1% de estrutura a-hélice e apés a
associacdo com sucessivas aliquotas de LF-B passou para 56,6%, 55,8%, 49,5% e 44,0%, na
presenca de concentracdes de 1,11; 4,39; 6,54 e 8,66 x 10 mol/L de LF-B, respectivamente.
Ja a 222 nm, a albumina livre continha 58,8% de estrutura a-hélice, variando para 56,7%,
54,7%, 53,0% e 50,7%, com as mesmas concentracdes de LF-B citadas anteriormente. Tais
resultados indicam que o ligante causa alteracGes moderadas na estrutura secundaria da
albumina, contudo tais alteracbes ndo levam a mudangas tdo significativas como uma
desnaturacdo proteica [Varlan et al. (2010) e Khan et al. (2008)].
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Figura 27 — Espectros de DC para ASB livre e ASB associada a LF-B em diferentes
concentragdes de ligante a 310 K. Casg = 1,00 x 10° mol/L e C.r.5 = 1,11; 4,39; 6,54 e 8,66 X
10°° mol/L.

4.5.3 Modelagem Molecular

O enfoque dos calculos computacionais estd na identificagdo do principal sitio de
ligacdo da ASB frente a LF-B, assim como identificar os principais residuos de aminoéacidos e
suas interacdes intermoleculares com o ligante.

Como pode ser visto a partir dos estudos de supressdo de fluorescéncia, 0 numero de
sitios de ligacdo é aproximadamente 1, portanto a lofirona B liga-se perto de apenas um dos
fluoréforos presentes na estrutura de ASB (residuo Trp-134 ou Trp-212). Os resultados de
ancoramento molecular sugerem que a lofirona B € capaz de fazer uma melhor interacdo com
0 sitio do Trp-212 do que com o sitio do Trp-134 (pontuacdo de encaixe de 71,3 e 51,0,
respectivamente). Apesar destas consideracdes, também foi observado que para a melhor
solucéo obtida no local onde encontra-se o residuo Trp-212, parte da estrutura da lofirona B
(7-hidroxi-2- (4-hidroxifenil) croman-4-ona) continua a ser exposta a0 meio aquoso ao invés
de ser acomodada no interior do local de ligagdo (Figura 28A). Este resultado pode justificar
os valores K, experimentais que indicam apenas uma afinidade moderada de lofirona B para a
albumina.

A partir dos resultados espectroscopicos ha indicativos da existéncia de interacoes

hidrofébicas e ligacdo de hidrogénio como sendo as principais for¢as na associagdo entre
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lofirona B e ASB. O acoplamento molecular mostrado na Figura 28B sugere que o residuo
Trp-212 interage hidrofobicamente via t-stacking com o anel 2,4-di-hidroxi-fenil da estrutura
do ligante, a uma distancia de 3,0 A. No entanto, algumas ligacdes de hidrogénio também
podem ser observadas: residuos de Arg-198 e His-287 interagem através de ligacdes de
hidrogénio com o anel 2,4-di-hidroxi-fenil da estrutura da lofirona B, com uma distancia de
1,80 A e 2,90 A, respectivamente. Ja o residuo Lys-294 interage como um doador de ligacéo
de hidrogénio para o grupo carbonila do anel da piranico da lofirona B, a uma distancia de
1,80 A e o residuo Lys-439 participa de ligacdo de hidrogénio com o grupo hidroxi-fenil da

lofirona B, a uma distancia de 2,70 A.
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Figura 28 —(A) Representacdo da superficie molecular da ASB para o melhor resultado de
ancoramento molecular para associacdo ASB:LF-B no subdominio 1lA (funcdo ChemPLP).
(B) Representagdo dos residuos de aminodcidos participantes da interagdo ASB:LF-B no
subdominio IlIA. Carbono: pink (LF-B), verde (ASB), amarelo (residuos de aminoacidos
selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho e nitrogénio: azul (figuras geradas com
o software PyMOL).

4.6 Interacdo entre Albumina Sérica Bovina (ASB) com alcaldide plumeranico (PI1A)

4.6.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A interacdo entre a albumina seérica bovina (ASB) e o alcaloide plumeranico
(28,128,194)-1-[(2E)-3-fenilprop-2-enoil]aspidospermidin-21-oato de metila ou N*-cinamoil-
12-metodxi-cilindrocarina (PIA) foi inicialmente estudada pela técnica de supressdo de
fluorescéncia da proteina. A Figura 29 mostra claramente que a intensidade de emissdo de
fluorescéncia da ASB diminui com a presenca de sucessivas adi¢des de PIA, indicando que a
ligagdo do alcaldide ocorre préximo a um dos dois residuos de triptofano da proteina (Trp-134

ou Trp-212). Além disso, um pequeno deslocamento para o vermelho (345-350 nm) ¢é
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observado com o aumento da concentragdo de PIA, 0 que sugere um aumento na
hidrofobicidade do microambiente em torno do residuo triptofano com a associacao da PIA na
cavidade [Topala et al. (2014)]. A partir do inset da Figura 29 é possivel calcular o valor de
Ksv, € dessa forma obter o valor de kq. Como pode ser visto na Tabela 11, os valores de Ksy
diminuem com o aumento da temperatura e os valores de kq estdo na ordem de 10 L/mols,
sendo maiores do que o valor da constante de velocidade de difusdo (kg ~5,00 x 10° L/mols
em agua a 298 K) [Brune et al. (1993)], indicando que o mecanismo mais provavel de
supressdo de fluorescéncia € estatico [Chaves et al. (2015)], via formacdo de uma associacédo
no estado fundamental entre o fluor6foro e o supressor. Para confirmar esta hipotese, foram
executadas experiéncias de fluorescéncia resolvida no tempo. O tempo de vida de
fluorescéncia da ASB livre e ASB associada a PIA em trés diferentes concentracdes de
supressor é praticamente o mesmo, variando de 5,90+0,20 a 5,84+0,20 ns. Esta é uma
confirmacéo de que a supressdo de fluorescéncia da ASB pela PIA é um processo estatico
[Mandal et al. (2010)].
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Figura 29 — Espectros de emissdo de fluorescéncia dos fluoréforos internos da ASB e sua
supressdo pela adicdo de PIA. ASB em solugédo tampdo de PBS (pH=7,4). Inset: Grafico de
Stern-Volmer para associacdo ASB:PIA a 296 K, 303 K e 310 K. Casg = 1,0 X 10° moliL,
Cria = 0,28; 0,56; 0,84: 1,12; 1,40; 1,67; 1,95; 2,20 x 10° mol/L, T = 296 K € Aexc = 280 nm.

Os valores da constante de ligacdo (Kp) apresentados na Tabela 11, que s&o obtidos a

partir dos gréaficos da Figura 30, estdo na gama de 10°-10° Lmol™, o que indica uma forte
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interacdo entre ASB e PIA [Varlan et al. (2010) e Shena et al. (2015)]. O aumento nos valores
de K, com o aumento da temperatura pode ser causado por uma ligeira expanséo do sitio de
ligacdo que pode acomodar mais moléculas de PIA em alta temperatura [Wang, et al. (2008)].
Como a estrutura da ASB apresenta dois residuos diferentes de triptofano (Trp-134 e Trp-
212), localizados em diferentes cavidades na estrutura de albumina, o nimero de sitios de
ligagdo (n) foi calculado para saber se ambos ou apenas um destes locais é capaz de interagir
com a molécula PIA. Como mostrado na Tabela 11, os valores de n em diferentes
temperaturas (n~1,0 a 296 K, 303 K e 310 K) indicam a existéncia de apenas um sitio de
ligacdo principal na estrutura de ASB para PIA [Chaves et al. (2016b)].

Parametros termodinadmicos obtidos a partir do inset da Figura 30 sdo apresentados na
Tabela 11. A ligacdo de PIA a ASB é espontanea, como indicado pelos valores negativos de
AG®, sendo acompanhados por uma variagdo positiva de entropia (AS°>0). Portanto, o
processo de ligagdo é conduzido entropicamente. Esta ligacdo envolve uma associagcdo
endotérmica como manifestado pelo valor positivo de AH®, 0 que é consistente com 0
aumento dos valores de K, com o aumento da temperature [Suryawanshi et al. (2014)]. De
acordo com a teoria de Ross e Subramanian, AH°>0 ° e AS°>0 sugerem ligacdo de hidrogénio
e interacdo hidrofébica como as principais forcas de ligacdo na associacdo ASB: PIA [Ross et
al. (1981)].
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Figura 30 — Grafico de duplo logaritmo para associacdo ASB:PF a 296 K, 303 K e 310 K.
Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados da constante de ligacdo (K,) nas trés
temperaturas de estudo.
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Tabela 11 — Valores de Ksy, Kq, Kb, N e parametros termodinamicos (AH®, AS® e AG®) da
associacdo ASB:PIA em 296 K, 303 K e 310 K.

T Kewx10° Kkgx10®  r*  Kyx10° n r’ AHP AS°® AG° r’
(K) (L/mol)  (L/mol.s) (L/mol) (kd/mol)  (kJ/mol.K) (kJ/mol)

296 4,55+0,03 4,55 0,9999 0,842  1,05+0,01 0,9999 9,54+1,10 0,146 -33,7  0,9580
303 4,45+0,02 4,45 0,9999 0,899 1,05+0,01 0,9999 9,54+1,10 0,146 -34,7 00,9580
310 4,43+0,04 4,43 0,9999 1,00  1,07+0,01 0,9999 9,54%1,10 0,146 -357  0,9580

O valor da integral de sobreposicéao (J) entre o espectro de emissdo de fluorescéncia da
ASB e 0 espectro de absorcéo da PIA (Figura 31) é 2,98 x 10™* L/mol cm?®, dando Ry = 3,50
nm, E = 46% e r = 4,00 nm. Uma vez que a distancia entre ASB e PIA (r) estd entre 2nme 8
nm, os valores obtidos estdo em total concordancia com a regra 0,5Rq < ry < 1,5Rg, portanto a
transferéncia de energia da ASB para PIA deve ocorrer com alta probabilidade [Sarkar et al.
(2013) e Shena et al. (2015)].
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Figura 31 — Sobreposicdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia da ASB e absorcdo do
supressor PIA. Casg = Cpia = 1,00 x 10”° mol/L a 310 K.

4.6.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Para identificar possiveis alteracfes estruturais na estrutura de a-hélice da ASB apds a
ligacdo com PIA, foram realizados experiéncias de dicroismo circular (CD) , a 310 K, com a
méxima concentracdo de PIA (2,22x10° mol/L) empregada nas analises de fluorescéncia.

Como pode ser visto na Figura 32, o decréscimo na intensidade de absorcdo a 208 nm e 222
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nm por adicdo de PIA, indica a desestabilizacdo da estrutura helicoidal de ASB, o que sugere
possiveis alteragbes na estrutura secundaria da proteina [Zhang et al. (2013a)].
Quantitativamente, na auséncia de PIA, a % o-hélice da estrutura secundaria da ASB foi de
aproximadamente 55,6% e 54,1% a 208 nm e 222 nm, respectivamente. Por outro lado,
quando se adicionou o ligante PIA, estes valores passaram para 50,2% a 208 nm e 49,5% a
222 nm. A mudanca conformacional foi de aproximadamente 5,4% e 4,6% em 208 nm e 222
nm, respectivamente, a 310 K, indicando apenas uma pequena mudanca na estrutura
secundaria da proteina ap0s a associacdo da PIA na ASB. Assim, essa ligacdo ndo causa
alteracOes estruturais significativas, o que implica que a estrutura da proteina permanece
como a-hélice, mesmo depois de se ligar ao composto biologicamente ativo [Zhang et al.
(2012)].
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Figura 32 — Espectros de DC para ASB livre e ASB associada a PIA a 310 K. Casg = 1,00 x
10° mol/L e Cpia = 2,22 x 10°® mol/L.

4.6.3 Modelagem Molecular

De modo a sugerir o sitio de ligacdo potencial da ASB para a molécula de PIA, bem
como o0s principais residuos de aminoacidos que interagem com o ligante, estudos de
ancoramento molecular foram realizados.

Resultados da pontuacdo de ancoramento molecular sugerem uma interagdo mais
favoravel da PIA no subdominio IlA, que contém o residuo Trp-212 (pontuacdo de encaixe
66.3), do que no subdominio IB (pontuacdo de encaixe 53,3). A Figura 33A representa a
superficie molecular da ASB para a melhor pontuagdo de encaixe. Esta figura mostra que a
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maior parte da estrutura da molécula PIA estd acomodada no interior da cavidade proteica;
isso pode explicar os elevados valores da constante de ligacdo obtidos nas experiéncias de
supressdo de fluorescéncia. A Figura 33B mostra a representacdo do melhor ancoramento para
o alcaldide plumeranico PIA. Os resultados termodinamicos experimentais indicam ligacao de
hidrogénio e interacGes hidrofébicas como as principais forcas intermoleculares que regem a
associacdo ASB:PIA. Como pode ser observado na Figura 33B, os resultados de ancoramento
molecular sugerem que o residuo Trp-212 interage com o anel aromatico da P1A por interacdo
hidrofébica, via t-Stacking, com uma distancia de 2,30 A, e o residuo nio polar Pro-446
interage com o outro anel aromatico da estrutura de PIA, com uma distancia de 1,50 A. Por
outro lado, ocorre ligagdo de hidrogénio entre um dos hidrogénios N-H do grupo guanidina do
residuo Arg-217 com o oxigénio da carbonila do grupo éster na estrutura da PIA, com uma
distancia de 2,00 A. Por fim, o hidrogénio do residuo NH da Val-342 forma uma ligacéo de

hidrogénio com o oxigénio do grupo amida da estrutura da PIA.

Figura 33 —(A) Representacdo da superficie molecular da ASB para o melhor resultado de
ancoramento molecular para associacdo ASB:PIA no subdominio I1A (fungcdo ChemPLP). (B)
Representacdo dos residuos de aminoacidos participantes da interacdo ASB:PIA no
subdominio 1lA. Carbono: pink (PIA), verde (ASB), amarelo (residuos de aminoacidos
selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho e nitrogénio: azul (figuras geradas com
o0 software PyMOL).

4.7 Interagao entre Albumina Sérica Bovina (ASB) com a-lapachona (a-lap)

4.7.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A Figura 34 mostra a supressdo de fluorescéncia do residuo de triptofano da ASB

(Cass = 1,0 x 10” mol/L) pela adigdo de aliquotas da solucdo de concentragdo conhecida de
a-lap a 298 K, uma das trés temperaturas empregadas nesta experiéncia (288 K; 293 K e 298
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K). Este processo de supressdo indica que a naftoquinona esta localizado dentro da proteina e
provavelmente ao lado de um dos residuos de triptofano (Trp-134 ou Trp-212) [Liu et al.
(2003)]. A auséncia de mudancas significativas no maximo de emissao de fluorescéncia da
ASB ap0s as sucessivas adi¢cdes de supressor ¢ uma clara evidéncia de que a presenga de a-lap
ndo exerce qualquer influéncia sobre a polaridade do microambiente no interior da cavidade
que contém o residuo de triptofano [Tian et al. (2007)].

As constantes de velocidade de supresséo (kq~= 10* L/mols, Tabela 12 e inset Figura
34) tém valores mais elevados do que a constante de velocidade de difusdo (Kgirr ~ 5 x 10°
L/mols em agua a 298 K) [Brune et al. (1993)], indicando que o mecanismo provavel de
supressao de fluorescéncia é estatico [Eftink et al. (1981), Tian et al. (2007) e Chaves et al
(2016c)]. Neste caso, pode ser esperada uma associacdo inicial ndo-fluorescente entre o
estado fundamental do fluoréforo (residuo triptofano na ASB) e o supressor. Conforme pode
ser na visto na Tabela 12 a pequena e irregular variagcdo nos valores de Ksy com a temperatura

ndo mostra uma tendéncia significativa.

T T T T T T

—
<
=) O

1.5 4 .
B @)
(@]
c
<D
O 20 160 | 260 | a0a0"
8 1.0 4 [o-lap] mol/L. i
S
S @)
o |
(<B) o-la
o 054 p
o
(T
(72]
2
L% 0.0 —

300 320 340 360 380 400 420 440

Comprimento de Onda (nm)

Figura 34 — Espectros de emissdo de fluorescéncia dos fluordforos internos da ASB e sua
supressédo pela adicdo de a-lap. ASB em solucdo tampéo de PBS (pH=7,4) a 298 K. Inset:
Gréafico de Stern-Volmer para associagdo ASB: a-lap a 288 K, 293 K e 298 K. Casg = 1,0 X
10®° mol/L, Cqiap = 0,42; 0,83; 1,24; 1,64; 2,05; 2,45; 2,85 e 3,25 x 10° mol/L, T =298 K e
Aexc = 280 nm.

Os valores da constante de ligagdo de Stern-Volmer modificada (K;) estdo no intervalo
de 10%-10° L/mol (Tabela 12 e Figura 35), o que indica uma forte interacdo entre a albumina e

o ligante a-lap [Satheshkumar et al. (2014) e Chaves et al. (2015)]. Os valores de constante de
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ligagdo dependerdo da carga e da estrutura do ligante a-lap, bem como da conformagéo e
carga da ASB [Borissevitch et al. (1996)]. Como pode ser visto na Tabela 12 e Figura 36, 0s
valores da constante de ligacdo (Kp) estdo na ordem de 10* L/mol, comparaveis & gama de
valores da constante de ligacdo de Stern-Volmer modificada (K;). Em ambos os casos, ndo ha
nenhuma tendéncia consistente com a variagcdo da temperatura. Os valores do numero de
sitios de ligagdo (n) foram de aproximadamente 1 em diferentes temperaturas (288 K, 293 K e
298 K), o que indica a existéncia de apenas um sitio de interacdo principal da ASB com a a-
lap [Cheng et al. (2013)].
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Figura 35 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para associacao ASB: a-lap a 288 K, 293 K
e 298 K. Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados de Stern-Volmer modificado nas trés
temperaturas de estudo.
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Figura 36 — Grafico de duplo logaritmo para associacdo ASB: a-lap a 288 K, 293 K e 298 K.

Tabela 12 — Valores de Ksy, kg, Ka, Ky € n da associagdo ASB: o-lap em 288 K, 293 K e 298
K.

T Ksyx 10*  Kkqx 10% r? Kax 10° r* Ky x 10 n r?

® wWmoy  Wmols) (L/mol) (L/mol)

288  3,093+0,18 3,93 0,9855 0,310+0,10 0,9975 8,80 1,07+0,03 0,9952
293 3,42+0,16 3,42 0,9854 1,30+£0,10  0,9896 1,50 0,93+0,03  0,9905
298  4,79+0,11 4,79 0,9962 1,60+0,10  0,9896 1,90 0,93+0,02 0,9951

Os valores negativos de AG° mostrados na Tabela 13 sdo consistentes com ligacao
espontanea entre ASB e a-lap, ao passo que o valor positivo de AH® (Tabela 13 e inset Figura
35) indica que o processo de ligacdo é endotérmico e ja o valor positivo de AS° (Tabela 13)
mostra que a interacdo é principalmente devido a fatores hidrofobicos, que pode estar
relacionado com a influéncia de moléculas de hidratacdo [Ross et al. (1981)]. Existem duas
contribuicdes possiveis que podem explicar o aumento da entropia: moléculas de hidratacédo
podem ser expelidas da cavidade da proteina com a entrada da molécula a-lap e/ou a
dessolvatacdo do ligante ao entrar na cavidade. Em ambos os casos h4& um aumento do
namero de micro-estados do sistema, o que implica em variacdo positiva de entropia [Chaves
et al. (2015)].
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Tabela 13 — Parametros termodinamicos da associacdo ASB: a-lap em 288 K, 293 K e 298 K.
T AHP® AS° AG® r’

(K) (kJ/mol)  (kd/mol.K)  (kJ/mol)

288 127+9,3 0,526 -24,9 0,9056
293 127+9,3 0,526 -27,6 0,9056
298 127+9,3 0,526 -30,2 0,9056

4.7.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Espectros de CD foram obtidos para avaliar as alteragfes na estrutura secundaria da
ASB ap0s sucessivas adicdes de a-lap. A Figura 37 mostra os espectros de dicroismo circular
a 298 K de ASB livre (1,00 x 10°® mol/L) e na presenca de a-lap. Os sinais de dicrofsmo
circular sdo semelhantes, indicando que a naftoquinona nédo faz perturbacdes significativas na
estrutura secundaria da ASB [Yue et al. (2008a)]. A alteracdo quantitativa do contetdo de %
a-hélice, varia de 55,2% de albumina livre para 54,6%; 54,4%; 52,3% e 48,4% com adicdes
de 0,39; 0,79; 1,57 e 3,10 x 10 mol/L de a-lap, respectivamente a 208 nm. A pequena
variagdo na % a-hélice também foi vista a 222 nm (53,4% - ASB livre — para 53,0%, 52,7%,
52,1% e 51,8% nas mesmas concentracdes de a-lap citadas anteriormente). Isso demonstra
que a naftoquinona ndo ocasionar perturbaces significativas na estrutura secundaria da
albumina [Li et al. (2009a)].
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Figura 37 — Espectros de DC para ASB livre e ASB associada a o-lap em diferentes
concentracdes de ligante a 298 K. Casg = 1,00 X 10 mol/L e Colap = 0,39; 0,79; 1,57 e 3,10 x
10 mol/L.

4.7.3 Modelagem Molecular

Os resultados da ancoramento molecular sugerem que o-lap tem interagdes mais
favoraveis com o sitio do Trp-212 (pontuacdo de encaixe 57,4) do que com o sitio do Trp-134
(pontuacdo de encaixe 44,9). Portanto, os resultados de ancoramento molecular sugerem
claramente que a-lap esté ligada no subdominio 11A, onde o residuo Trp-212 esta localizado.
A andlise da interacdo entre ASB e o-lap neste local mostra que o ligante pode interagir
através de ligacGes de hidrogénio com um residuo de aminoécido de arginina e outro de
tirosina (Figura 38). O residuo Tyr-149 é capaz de formar uma ligacdo de hidrogénio com o
grupo carbonila da a-Lap mais proxima do oxigénio piranico com uma distancia entre doador
e aceptor de ligagdo de 1,74 A. O oxigénio do grupo piranico da o-lap também pode interagir
através de ligacdo de hidrogénio com o residuo de Arg-259, com uma distancia de 2,77 A.
Além destas interacOes, o ligante interage com ASB através de interacGes hidrofobicas. Os
resultados de ancoramento molecular sugerem que o anel aromatico da naftoquinona faz uma

interacéo t-Stacking com o residuo Trp-212, a uma distancia de 3,49 A.
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Figura 38 —Representacdo do melhor resultado de ancoramento molecular para associagéo
ASB:a-lap no subdominio A (fungdo ChemPLP). Carbono: laranja (o-lap), verde (ASB),
bege (residuos de aminodacidos selecionados), hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho e
nitrogénio: azul (figuras geradas com o software PyMOL).

4.8 Interacdo entre Albumina Sérica Humana (ASH) com farmacos anti-chagasicos:
benzonidazol (BZL), metronidazol (MTZ) e megazol (MZ)

4.8.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

Como pode ser visto na Figura 39, a emisséo de fluorescéncia do triptofano diminui
com o0 aumento da concentracdo do supressor para todos 0s compostos utilizados neste estudo:
BZL, MTZ e MZ. Além disso, ndo ha indicacdo de um deslocamento significativo para o azul
ou vermelho no maximo de emissao de fluorescéncia da albumina com as sucessivas adicdes
de supressores. Estes resultados indicam claramente que BZL, MTZ e MZ estdo localizados
préximos ao residuo de Trp-214 e que a ligacdo ndo tem qualquer efeito sobre a polaridade
em torno do residuo de triptofano. [Chaves et al. (2015)]. Como pode ser visto na Tabela 14,
os valores de k, sd0 maiores do que a constante de velocidade de difusdo (kg =~ 5.0x10°
L/mols em agua a 298 K) [Brune et al. (1993)] indicando que a supressdo de fluorescéncia
ocorre principalmente através de um mecanismo estatico, que envolve uma associacao inicial
no estado fundamental. [Zhang et al. (2013a)] Para MTZ, os valores de Ksy (Tabela 14)
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foram inversamente correlacionados com a temperatura, enfatizando um mecanismo de
supressao de fluorescéncia estatico [Zhang et al. (2013b)]. Por outro lado, para BZL e MZ a
pequena e irregular variacdo nos valores de Ksy com a temperatura ndo mostra uma tendéncia
significativa [Chaves et al. (2016c)].
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Figura 39 — Espectros de emissdo de fluorescéncia da ASH e sua supressdo pela adicéo de
BZL (A), MTZ (B) e MZ (C). ASH em solucdo tampdo de PBS (pH=7,4) a 310 K. Inset:
Gréfico de Stern-Volmer para associacdo ASH:BZL (A), ASH:MTZ (B) e ASH:MZ (C) a 298
K, 303 K e 310 K. Casyi = 1,0 X 10®° mol/L, Cgzi = Cymrz = Cwz = 0,56; 0,84; 1,12; 1,40; 1,67;
1,95; 2,22x10° mol/L, pH = 7.4 & hexc = 280 nm.

Como pode ser visto na Tabela 14 e Figura 40, os valores da constante de ligacdo de
Stern-Volmer modificado (Ks) estdo na ordem de 10> L/mol, sugerindo uma elevada afinidade
de ligacdo entre a albumina sérica e os antiparasitarios BZL, MTZ e MZ. [Kalalbandi et al.
(2015), Chaves et al. (2016a) e Jattinagoudar et al. (2016)] Para BZL e MTZ o aumento nos
valores de K, com o0 aumento da temperatura pode ser devido a uma ligeira expansdo do sitio
de ligacdo, que pode acomodar um maior nimero de pequenas moléculas a temperatura mais
elevada [Chaves et al. (2016b)]. Por outro lado, para MZ a reducdo dos valores de K, com 0
aumento de temperatura indica uma diminuicdo da estabilidade do complexo ASH:MZ a

temperature elevada [Jattinagoudar et al. (2016)].
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Figura 40 — Grafico de Stern-Volmer modificado para associagdo ASH:BZL (A), ASH:MTZ
(B) e ASH:MZ (C) a 296 K, 303 K e 310 K. Inset: Grafico de van’t Hoff, a partir dos dados
de Stern-Volmer modificado nas trés temperaturas de estudo.
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Tabela 14 — Valores de Ksy, Kq € K, da associagdo ASH:BZL, ASH:MTZ e ASH:MZ em 296
K, 303 Ke 310 K.

Amostra T (K)  Kgx10*  kyx10% r? K.x 10° r?
(L/mol) (L/mol.s) (L/mol)
296 4,79+0,15 4,79 0,9942  1,04+0,97  0,9975
BZL 303 4,53+0,30 4,53 0,9747  1,74+0,98  0,9828
310 4,69+0,12 4,69 0,9963  2,65+0,97  0,9978
296 6,35+0,19 6,35 0,9948  353+0,97  0,9978
MZL 303 5,91+0,32 5,91 0,9829  3,98+0,97  0,9916
310 5,18+0,23 5,18 0,9886  4,55+0,98  0,9791
296 13,3+0,23 13,3 0,9982  3,550+0,97  0,9976
Mz 303 12,5+0,48 12,5 0,9913  2,83+0,97  0,9975
310 13,8+0,32 13,8 0,9967  1,95+0,97  0,9953

Ross e Subramanian caracterizaram os sinais dos parametros termodinamicos, com
varios tipos individuais de interacdo no processo de associacdo entre pequenas moléculas e
proteinas [Li et al. (2015)] Como pode ser visto na Tabela 15 e inset da Figura 40, os valores
de AH° e AS° séo positivos para BZL e MTZ, indicando ligacdo de hidrogénio e interacao
hidrofébica como as principais forgas de ligagdo com ASH. Por outro lado, os valores de AH®
negativo e AS® positivo para MZ sugerem liga¢des de hidrogénio e forgas eletrostaticas como
as principais forcas no processo de associacdo [Chaves et al. (2016b)]. Do ponto de vista da
estrutura da &gua, a entropia positiva é frequentemente considerada como uma assinatura
tipica de interacdo hidrofoba, uma vez que as moléculas de adgua que estdo dispostas de forma
ordenada em torno do ligante e da proteina irdo adquirir uma configuracdo mais aleatoria apds
a associacdo proteina:ligante. O valor de entalpia negativa para MZ pode ser explicado
quando as moléculas pequenas sdo parcialmente inseridas dentro de uma cavidade hidrofébica
da ASH formada por dobragem e torcdo da cadeia peptidica. Neste caso, a interacao
hidrofobica entre a molécula e a cavidade MZ causaria um processo exotérmico [Sun et al.
(2006) e Li et al. (2015)].
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Tabela 15 — Valores dos parametros termodindmicos (AH®, AS® e AG®) da associagdo
ASH:BZL, ASH:MTZ e ASH:MZ em 296 K, 303 K e 310 K.

Amostra T AHP AS° AG° r?

(K) (kJ/maol) (kJ/mol.K) (kJ/mol)
296 50,8+1,3 0,268 -28,5 0,9965

BZL 303 50,8+1,3 0,268 -30,4 0,9965
310 50,8+1,3 0,268 -32,3 0,9965
296 13,7£1,2 0,153 -31,6 0,9965

MTZ 303 13,7£1,2 0,153 -32,7 0,9965
310 13,7£1,2 0,153 -33,7 0,9965
296 -31,8+1,9 0,00104 -32,1 0,9400

MZ 303 -31,8+1,9 0,00104 -32,1 0,9400
310 -31,8+1,9 0,00104 -32,1 0,9400

4.8.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

A fim de determinar possiveis perturbacdes na estrutura secundaria da aloumina apds
sua ligacdo com BZL, MTZ e MZ experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados
com a maxima concentracdo de ligante utilizada nos estudos de supressédo de fluorescéncia
(2,22 x 10°® mol/L), a 310 K. Como pode ser visto na Figura 41, h4 uma diminuicéo clara do
sinal de CD com a adi¢do de BZL, MTZ e MZ, indicando que existe uma perturbacdo na
estrutura secundaria da albumina ap6s a associacdo dos ligantes [Manivel et al. (2012)]. No
sinal minimo de CD a 208 nm, observa-se diminuigdo da percentagem de a-hélice gradual, a
partir de 63,5% em ASH livre para 61,0%, 61,8% e 61,5% com adicdo dos ligantes BZL,
MTZ e MZ, respectivamente. Da mesma forma, em 222 nm a percentagem de a-hélice
diminui gradualmente, de 59,8%, 60,0% e 60,3% em ASH livre para 58,5%, 59,2% e 59,3%
com adi¢do dos ligantes BZL, MTZ e MZ, respectivamente. Os resultados indicam uma
ligeira perturbacdo estrutural na estrutura secundaria da albumina apés ligacdo com o0s
nitroimidazois, contudo tal ligacdo ndo afeta significativamente o conteddo helicoidal da
proteina [Matei et al. (2011)].
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Figura 41 — Espectros de DC para ASH livre e ASH associada com BZL (A), MTZ (B) e MZ
(C) em pH = 7,4 2 310 K. Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cgz. = Cumrz = Cmz =2,22 x 10° mol/L.
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4.8.3 Modelagem Molecular

A fim de oferecer mais detalhes sobre a interacdo entre os farmacos antiparasitarios
BZL, MTZ e MZ com ASH, foram realizados estudos de ancoramento molecular. Os
resultados espectroscopicos discutidos acima mostraram que a adi¢cdo de BZL, MTZ e MZ a
uma solucdo de ASH suprime a fluorescéncia intrinseca da albumina, indicando que estes
medicamentos antiparasitarios estdo localizados préximo ao fluoréforo - residuo Trp-214. A
cavidade em que este residuo de aminoacido pode ser encontrada esta localizada no
subdominio Il, cuja regido j& foi descrita originalmente por Sudlow et al., [Sudlow et al.
(1976)] e por isso conhecida como sitio de Sudlow I.

Em acordo com os resultados experimentais, os dados de ancoramento molecular
sugerem que os farmacos antiparasitarios BZL, MTZ e MZ sdo capazes de ser ancorados na
cavidade ao lado do residuo Trp-214 que apresenta um perfil de interagdes favoraveis com 0s
residuos da cavidade. Como pode ser observado na Figura 42A, os resultados de ancoramento
molecular sugerem que o anel aroméatico do BZL interage através de uma interacdo
hidrofébica com o residuo Trp-214, a uma distancia de 3,40 A. O hidrogénio do grupo amida
do residuo GIn-220 interage através de ligagdo de hidrogénio com o nitrogénio do anel
imidazélico (nitrogénio da posicao trés do anel aromatico), com distancia de 1,59 A e o grupo
guanidina do residuo de Arg-221 é capaz de interagir também através de ligacdo de
hidrogénio, mas com o oxigénio do grupo nitro da estrutura do BZL, a uma distancia de 3,60
A. O grupo carboxila do residuo Glu-449 faz ligacdo de hidrogénio com o atomo de
hidrogénio do grupo amina na estrutura do BZL, com distancia de 2,13A.

Por outro lado, os resultados de ancoramento molecular para associagdo ASH:MTZ
(Figura 42B) sugerem que o grupo amina do residuo Trp-214 é capaz de fazer ligacdo de
hidrogénio com o oxigénio do grupo nitro, a uma distancia de 1,91 A e o grupo hidroxila do
residuo Ser-453 com o nitrogénio do anel imidazoélico (nitrogénio da posigdo trés do anel
aromatico), a uma distancia de 2,11 A. Observa-se também que o grupo carboxila do residuo
Glu-449 faz ligacéo de hidrogénio com o grupo hidroxila da estrutura do metronidazol a uma
distancia de 1,93 A. Interacdes hidrofébicas entre os residuos de Leu-197 e Leu-480 com o
grupo metila do ligante também foram detectados.

Finalmente, os resultados de ancoramento molecular para a interacdo ASH:MZ (Figura
42C) sugerem uma interac¢do hidrofdbica (t-Stacking) entre o residuo Trp-214 com o anel
imidazolico do ligante a uma distancia de 2,98 A, bem como ligagdes de hidrogénio entre o

grupo carboxila do residuo Glu-449 e o grupo amina do ligante a uma distancia de 2,78 A.
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Também foi detectada interagdo eletrostatica entre o grupo nitro do MZ e o residuo Lys-198,
a uma distancia de 1,94 A,

As interacdes intermoleculares sugeridas pelos resultados de ancoramento molecular
estdo em total acordo com os parametros termodinamicos obtidos atraves das andlises

espectroscopicas e discutidos de acordo com a teoria de Ross e Subramanian.
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Figura 42 —(A) Representagdo do melhor resultado de ancoramento molecular para
associagdo ASH:BZL no subdominio 1A (funcdo ChemPLP). (B) Representacdo do melhor
resultado de ancoramento molecular para associagdo ASH:MTZ no subdominio A (funcdo
ChemPLP). (C) Representagdo do melhor resultado de ancoramento molecular para
associagcdo ASH:MZ no subdominio A (funcdo ChemPLP). Carbono: pink (BZL), laranja
(MTZ) e bege (MZ), verde (ASH), amarelo (residuos de aminoéacidos selecionados),
hidrogénio: branco, oxigénio: vermelho e nitrogénio: azul (figuras geradas com o software
PyMOL).
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5. CONCLUSOES

Os estudo por supressdo de fluorescéncia no estado estacionario da interacdo entre
albumina sérica humana (ASH) com 18-FP, BZL, MTZ e MZ e entre albumina sérica bovina
(ASB) com t-DCTN, PF, LF-B, PIA e a-lap, mostraram que os valores das constantes de
velocidade de supresséo de fluorescéncia das albuminas pelos supressores (K,) séo maiores do
que a velocidade de difuséo em agua (Kgifr = 5,00x10° L/mols), indicando que ha formagéo de
complexo no estado fundamental entre as albuminas com as moléculas supressoras.

Utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia com resolucdo temporal para
confirmar tal conclusdo para a amostra PIA: ndo houve variagdo significativa no tempo de vida
da ASB livre, com sucessivas adi¢Ges de supressor (PIA).

Para as amostras t-DCTN e LF-B além do mecanismo estatico, também foi observado o
mecanismo dinamico, isso devido a curvatura nos graficos de Stern-VVolmer e nos valores das
constantes de Stern-Volmer (Ksy).

Por altimo, para as amostras PF e PIA o célculo das distancias doador-aceptor (Rpa),
baseado teoria da transferéncia ressonante de energia de Forster (FRET), mostra alta
probabilidade de ocorréncia deste mecanismo para a transferéncia de energia entre o fluoréforo
e esses dois supressores.

Os valores termodindmicos de energia livre de Gibbs, calculados para todas as
amostras, estdo em total acordo com a espontaneidade da associacdo. Parametros
termodindmicos de AH® e AS® forneceram indicios das principais interagdes intermoleculares
na associacdo. As amostras 18-FP, t-DCTN, LF-B, PIA, o-lap, BZL e MTZ, por apresentarem
AH®°>0 e AS°>0, interagem via ligagdo de hidrogénio e interagdes hidrofébicas com a
albumina; ja as amostras PF e MZ, por apresentarem AH°<0 e AS°>0, interagem via ligacéo de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas.

O célculo do namero de sitios de ligacdo para todas as amostras forneceu n = 1,0,
indicando que ha apenas uma cavidade principal da proteina onde ocorre a associagdo com as
moléculas estudadas.

A associagdo albumina:supressor é:
¢ moderada para 18-FP, PF e LF-B,
¢ fraca parat-DCTN e
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¢ forte para PIA, a-lap, BZL, MTZ e MZ,

conforme pode ser visto pela magnitude do valor das constantes de ligacdo (K, para t-DCTN,
PF, PIA e a-lap) e constantes de ligacdo de Stern-Volmer modificadas (K, para 18-FP, PF e
LF-B, a-lap, BZL, MTZ e M2).

Estudos de dicroismo circular, por intermédio da analise nos sinais de efeito Cotton
negativo a 208 nm e 222 nm, mostram que ndo h& perturbacdes significativas na estrutura
secundaria da albumina com a associagdo, em qualquer dos casos estudados.

Os calculos teoricos por ancoramento molecular estdo em total acordo com o0s
resultados espectroscopicos.
¢ A amostra 18-FP na ASH interage via ligacdo de hidrogénio com os residuos Lys-194, Lys-
198, Arg-221 e Lys-443, sendo que sua por¢do apolar (grupo fitila) interage principalmente
com os residuos Leu-197, Phe-205, Ala-209, Trp-214, Leu-346 e Val-481.
¢ A amostra t-DCTN interage preferencialmente no subdominio IB da ASB, por meio de
interagdes hidrofobicas com os residuos Leu-24, Phe-36, VVal-40 e Trp-134.
¢ Para a amostra PF o principal sitio de ligacdo com a ASB € o subdominio IlIA, onde a
molécula biologicamente ativa interage via ligacao de hidrogénio com Glu-152, Arg-194, Arg-
198, Trp-212, Arg-217, Ser-343, Asp-450 e Ser-453, e também via interacdes hidrofébicas
com os residuos Ala-341 e Val-342.

Os estudos por ancoramento molecular também sugerem que
¢ para as amostras LF-B, PIA e a-lap o subdominio IIA da ASB é o preferencial para a
interacdo ASB:LF-B, ASB:PIA e ASB:a-lap, sendo que a LF-B interage via ligagdo de
hidrogénio com os residuos Arg-198, His-287, Lys-294 e Lys-439, assim como Via t-Stacking
com o residuo Trp-212.

Em contrapartida
¢ a amostra PIA interage via ligacdo de hidrogénio com os residuos Arg-217 e Val-342 e via
interacdo hidrofébica com os residuos Trp-212 e Pro-446.
¢ Ja a a-lap interage via ligacdo de hidrogénio com os residuos Tyr-149 e Arg-259 e via
interacdo hidrofébica com o residuo Trp-212.

No caso dos nitroimidazois a cavidade da ASH onde estd localizado o fluoroforo
interno da proteina consegue acomodar favoravelmente os fa&rmacos antiparasitarios estudados.

Resultados de ancoramento molecular sugerem que
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¢ 0 BZL interage via ligacdo de hidrogénio com os residuos GIn-220, Arg-221 e Glu-449 e jao
residuo Trp-214 via interacdo hidrofdbica.

¢ Para 0 MTZ os residuos Trp-214, Glu-449 e Ser-453 fazem ligacdo de hidrogénio com o
ligante e os residuos Leu-197 e Leu-480 fazem interacao hidrofdbica.

¢ Por ltimo, o nitroimidazol MZ interage por ligacdo de hidrogénio com o residuo Glu-449,

interacdo hidrofébica com Trp-214 e interacdo eletrostatica com Lys-198.

86



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A. Bujacz, Acta Cryst. 2012, D68, 1278.

A. Satheshkumar, K.P. Elango, Spectrochim. Acta Mol. Biomol. Spectrosc. 2014, 130, 337.
Ajiboye, T.O.; Yakubu, M.T.; Oladiji, A.T. J. Biochem. Mol. Toxicol. 2014a, 28, 558.

Ajiboye, T.O.; Yakubu, M.T.; Oladiji, A.T. J. Evid. Based Complementary Altern. 2014b, 19,
20.

Ajiboye, T.O.; Yakubu, M.T.; Oladiji, A.T. Pharm. Biol. 2016, 3, 1.

Almagro, L.; Ferndndez-Pérez, F.; Pedrefio, M. A. Molecules 2015, 20, 2973.

Alves, G. M. “Desenvolvimento de capsula gelatinosa mole de p-lapachona para terapias
antineoplasicas em humanos”, Tese de Doutorado, UFPE, 2004.

Amorim, A. P. O.; Carvalho-Jr, A. R.; Castro, R. N.; Lopes, N. P.; Oliveira, M. C. C,;
Carvalho, M. G. Food Chem. 20144, 160, 204.

Amorim, A.P.; Oliveira, M.C.C.; Esteves, A.S.; Carvalho, M.G.; Gattas, C.R. Avaliacdo da
atividade antitumoral de Talinum triangulare Leach. In 7° Simpdsio Iberoamericano de Plantas
Medicinais e 0 2° Simpdsio lberoamericano de Investigacdo em Cancer, llhéus-BA, Ilhéus,
Brasil, Outubro 2014b; 79.

Amorim, A.P.O.; Amorim, T.A.; Oliveira, M.C.C.; Echevarria, A. Antioxidants 2013, 3, 90.
Angenot, L.; Dubois, M.; Ginion, C.; van Dorsser, W.; Dresse, A.; Arch Int Pharmacodyn
Ther. 1975, 215, 246.

Asche, C.; Mini-Rev. Med. Chem. 2005, 5, 449.

Bakkialakshmi, S.; Chandrakala, D. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectrosc. 2012, 88, 2.
Belatik, A.; Hotchandani, S.; Bariyanga, J.; Tajmir-Riahi, H. A. Eur. J. Med. Chem. 2012, 48,
114,

Ben Dror, S.; Bronshtein, I.; Garini, Y.; O’Neal, W.G.; Jacobi, P.A.; Ehrenberg, B. J.
Photochem. Photobiol. 2009, 8, 354.

Berg, J. M.; Tymoczko, J. J.; Stryer, L. Bioguimica, 6° ed., Guanabara Koogan, 2008.

Bern, C. N. Engl. J. Med. 2015, 373, 456.

Bernardes, B. O. “Alguns derivados da beta-lapachona”. Dissertagdo de mestrado, UFRRIJ,
Seropédica, 2001.

Bernardes, B. O. “Sintese de novos derivados do lapachol, alfa e beta-lapachona, explorando

0 sistema quinonico”, Tese de doutorado, UFRRIJ, Seropédica, 2012.

87



Bhattacharya, A. A; Curry, S.; Franks, N. P. J. Biol. Chem. 2000, 275, 38731.

Bhattacharya, B.; Nakka, S.; Guruprasad, L.; Samanta, A. J. Phys. Chem. B. 2009, 113, 2143.
Bi, S.; Yan, L.; Pang, B.; Wang, Y. J. Lumin. 2012, 132, 132.

Bia, S.; Dinga, L.; Tiana, Y.; Songa, D.; Zhoua, X.; Liua, X.; Zhang, H. J. Mol. Struct. 2004,
703, 37.

Borissevitch, I.E.; Tominaga, T.T.; Imasato, H.; Tabak, M. J. Lumin. 1996, 69, 65.

Brumark, A.; Cadenas, E.; Free Radic. Bio. Med. 1989, 7, 435.

Brune, D.; Kim, S. Biophysics. 1993, 90, 3835.

Campos, L. Entender a Bioquimica, 5° ed., Escolar editora, 2008.

Carter, D.; Ho, J.X.; Adv. Protein Chem. 1994, 45, 153.

Carvalho, J. C. T.; Silva, M. F. C.; Maciel, M. A. M.; Da Cunha Pinto, A.; Nunes, D. S.; Lima,
R. M.; Bastos, J. K.; Sarti, S. J. Planta Med. 1996, 62, 402.

Chauviere, G.; Bouteille, B.; Enanga, B.; de Albuquerque, C.; Croft, S. L.; Dumas, | M.; Périé,
J. J. Med. Chem., 2003, 46, 427.

Chaves, O. A., Jesus, C. S. H.; Cruz, P. F.; Sant'/Anna, C. M. R.; Brito, R. M. M.; Serpa, C.
Spectrochim Acta A Mol. Biomol. Spectrosc. 2016a, 169, 175.

Chaves, O. A.; Amorim, A. P. O.; Castro, L. H. E.; Sant’Anna, C. M. R.; de Oliveira, M. C. C;
Cesarin-Sobrinho, D.; Netto-Ferreira, J. C.; Ferreira, A. B. B. Molecules. 2015, 20, 19526.
Chaves, O. A.; Schaeffer, E.; Sant'/Anna, C. M. R.; Netto-Ferreira, J. C.; Cesarin-Sobrinho, D.;
Ferreira, A. B. B. Mediterr. J. Chem, 2016b, 5, 331.

Chaves, O. A.; Soares, B. A.; Maciel, M. A. M.; Sant’Anna, C. M. R.; Netto-Ferreira, J. C.;
Cesarin-Sobrinho, D.; Ferreira, A. B. B.; J. Braz. Chem. Soc. 2016c, in press.

Cheng, X. X.; Lui, Y.; Zhou, B.; Xiao, X-H.; Liu, Y.; Spectrochim Acta A Mol. Biomol.
Spectrosc. 2009, 72, 922.

Cheng, Z.; Liu, R.; Jiang, X. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2013, 115, 92.

Chinnathambi, S.; Velmurugan, D.; Hanagata, N.; Aruna, P. R.; Ganesan, S. J. Lumin. 2014,
151, 1.

Cui, F. L.; Qin, L. X., Gui-Sheng Zhang, G. S.; Yao, X. J.; Du, J.; Int. J. Biol. Macromol. 2008,
42, 221.

88



Curry, S. X-ray crystallography of albumin, in Human Serum Albumin - New Insights on its

Structural Dynamics, Functional Impacts and Pharmaceutical Applications, Ed. M. Otagiri, p.

1-29 (Chapter 1), Sojo Univ. Pub., Kumamoto, 2011.

Daniel, J.F.S.; Alves, C.C.F.; Grivicich, I.; Rocha, A.B.; de Carvalho, M.G. Indian J.

Pharmacol. 2007, 39, 184.

Daniel; J.F.S.; de Carvalho, M.G.; Cardoso, R.S.; Agra, M.F.; Eberlin, M.N.; J. Braz. Chem.

Soc. 2005, 16, 634.

de Carvalho, M.G.; Suzart, L.R.; Cavattia, L.C.; Kaplan, M.A.C. J. Braz. Chem. Soc. 2008, 19,

1423.

de Moura, K. C. G.; Emery, F. S.; Neves-Pinto, C.; Pinto, M. C. F. R.; Dantas, A. P.; Saloméo,

K.; de Castro, S. L.; Pinto, A. V.; J. Braz. Chem. Soc. 2001, 12, 325.

Dewar, M. J. S.; Zoebisch, E. G.; Healy, E. F.; Stewart, J. J. P. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107,

3902.

Di Stasi, L. C.; Hiruma, C. A.; Guimaraes, E. M.; Santos, C. M. Fitoterapia. 1994, 65, 529.

Eftink, M. R.; Ghiron, C. A. Analytical Bioanal. Chem. 1981, 114, 199.

Ekpo, A.; Eseyin, O.; Kalu, N.; Jackson, O.; Edoho, E.J. J. Pharmacol. Toxicol. 2007, 3, 300.

El-Najjar, N.; Gali-Muhtasib, H.; Ketola, R. A.; Vuorela, P.; Urtti, A.; Vuorela, H.;

Phytochemistry 2011, 10, 353.

Fasano, M.; Curry, S.; Terreno, E.; Galliano, M.; Fanali, G.; Narciso, P.; Notari, S.; Ascenzi, P.

IUBMB Life. 2005, 57, 787.

Fasman, G.D. Circular dichroism and the conformational analysis of biomolecules. Plenum
Press, New York, 1996.

Ferraz, P. A. L.; de Abreu, F. C.; Pinto, A. V.; Glezer, V.; Tonholo, J.; Goulart, M. O. F.; J.

Electroanal. Chem. 2001, 507, 275.

Fidelis, Q.C.; Castro, R.N.; Guilhon, G.M.S.P.; Rodrigues, S.T.; Salles, C.M.C.; Salles, J.B.;

de Carvalho, M.G. Molecules 2012, 17, 7989.

Fidelis, Q.C.; Ribeiro, T.A.N.; Aradjo, M.F.; de Carvalho, M.G. Rev. Bras. Farmacogn. 2014,

24,1,

Figueiredo, I. M.; Marsaioli, A. J. Quim. Nova. 2007, 30, 1597.

Filho, J. M. N.; de Melo C. P.; Santos-Magalhdes, N. S.; Rosilio, V.; Maciel, M. A. M.;

Andrade, C. A. S. Colloids Surf A Physicochem Eng Asp. 2010, 358, 42.

89



Forster, T.. Ann. Phys. Leipzig. 1948 2, 55.

Garnier, S.; Wolfebder, J. L.; Nianga, M.; Stoeckli-Evans, H.; Hostettmann, K
Phytochemistry. 1996, 42, 1315.

Gentili, P.L.; Ortica, F.; Favaro, G. J. Phys. Chem. B. 2008, 112, 16793.

Giovannetti, R., 1% ed.; Uddin, J., Ed.; InTech Europe: Rijeka, Croatia, Volume 1, pp. 87108,
2012.

Grynberg, N. F.; Echevarria, A.; Lima, J. E.; Pamplona, S. S. R.; Pinto, A. C.; Maciel, M. A.
M. Planta Med. 1999, 65, 687.

Guimarées, H. A.; Braz-Filho, R.; Vieira, I. J. C. Molecules 2012, 17, 3025.

Guimaraes, H. A.; Vieira, I. J. C.; Braz-Filho, R.; Crotti, A. E. M.; Almeida, V. S.; de Paula,
R.C.; Helv. Chim. Acta. 2013, 96, 1793.

Guo, X.; Han, X.; Tong, J.; Guo, C.; Yang, W.; Zhu, J.; Fu, B. J. Mol. Struct. 2010, 966, 129.
Han, X.-L.; Tian, F.-F.; Ge, Y.-S.; Jiang, F.-L.; Lai, L.; Li, D.-W.; Yu, Q.-L.; Wang, J.; Lin,
C.; Liu, Y. J. Photochem. Photobiol. B 2012, 109, 1.

He, X.M.; Carter, D.C. Atomic Structure and Chemistry of Human Serum Albumin. Nature
1992, 358, 209.

He, Y.; Wang, Y.; Tang, L.; Liu, H.; Chen, W.; Zheng, Z.; Zou, G. J. Fluoresc. 2008, 18, 433.
Hecht, E. Optics. 3. Ed., Addison Wesley Longman, Massachusetts, 1998.

Heywood, V.H.; Flowering Plants of the World, Oxford University Press: London, 1978, p. 82.
Hiruma-Lima, C. A.; Spadari-Bratfisch, R. C.; Grassi-Kassisse, D. M.; Souza Brito, A. R. M.
Planta Med. 1999, 65, 325.

Holtz, K. M.; Rockwell, S.; Tomasz, M.; J. Biol. Chem. 2003, 278, 5029.

Hu, Y. J.; Liu, Y.; Zhao, R. M.; Dong, J. X.; Qu, S. S. J. Photochem. Photobiol. A: Chem.
2006, 179, 324.

Hu, Y.-J.; Wang, Y.; Ou-Yang, Y.; Zhou, J.; Liu, Y. J. Lumin. 2010, 130, 1394.

Jattinagoudar, L.; Meti, M.; Nandibewoor, S.; Chimatadar, S. Spectrochim Acta A Mol.
Biomol. Spectrosc. 2016, 152, 164.

Jones, G; Willett, P.; Glen, R.C. Leach A.R.; Taylor, R. J. Mol. Biol. 1997, 267, 727.
Kaewamatawong, R.; Likhitwitayawuid, K.; Ruangrungsi, N.; Takayama, H.; Kitajima, M.;
Aimi, N. J. Nat. Prod. 2002, 65, 1027.

Kalalbandi, V. K. A.; Seetharamappa, J. Med. Chem. Comm., 2015, 6, 1942.

90



Kelly, S. M.; Tess, T. J.; Price, N. C. Biochim. Biophys. Acta 2005, 1751, 1109.

Khan, S. N.; Islam, B.; Yennamalli, R.; Sultan, A.; Subbarao, N.; Khan, A. U. Eur. J. Pharm.
Sci. 2008, 35, 371.

Kohda, H.; Yamoaka, Y.; Morinaga, S.; Ishak, M.; Darise, M. Chem. Pharm. Bull. 1992, 40,
2557,

Korb, O.; Stitzle, T.; Exner, T. E. J. Chem. Inf. Model. 2009, 49, 84.

Kropf, S.P.; Azevedo, N.; Ferreira, L.O. Revista Ciéncia e Saude Coletiva, 2000, 5, 347.
Kuriyan, J.; Konforti, B.; Wemmer, D. The Molecules of Life - Physical and Chemical
Principles. 12 Ed., 2012.

Lakowicz, J.R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 1st ed.; Springer: New York, NY,
USA 2006.

Lapenda, T. L.; Morais, W. A.; Almeida, F. J.; Ferraz, M. S.; Lira, M. C.; Santos, N. P.;
Maciel, M. A.; Santos-Magalhaes, N. S. J. Biomed. Nanotechnol. 2013, 3, 499.

Lehninger, A. L.; Nelson, D. L.; Cox, M. M. Principios de Bioquimica. 32 Ed., Sarvier, Sdo
Paulo, 2002.

Li, D.; Ji, B.; Sun, H. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2009a, 73, 35.

Li, Q.; Seeger, S. Sens. Actuators B Chem. 2009b, 139, 118.

Li, X.; Hao, Y. J. Mol. Struct. 2015, 1091, 109.

Li, Y.; He, W. Y.; Dong, Y. M.; Sheng, F. L.; Hu, Z. D. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 1431.
Lin, H.; Lan, J.; Guan, M.; Sheng, F.; Zhang, H. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectrosc.
2009, 73, 936.

Lin, V. J.; Koenig, J. L. Biopolymers. 1976, 15, 203.

Liu, J.; Tian, J. N.; Zhang, J.; Hu, Z.; Chen, X. Anal Bioanal Chem. 2003, 376, 864.

Liu, Y.; Qin, C.; Hou, F.; Xie, M. X. Acta Chim. Sinica 2009, 67, 629.

Lopes, M. S.; Junior, P. A. S.; Lopes, A. G. F.; Yoshida, M. I.; da Silva, T. H. A.; Romanha, A.
J.; Alves, R. J.; de Oliveira, R. B. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 2011, 106, 1055.

Lou, K.; Zhu, Z.; Zhang, H.; Wang, Y.; Wang, X.; Cao, J. Chem. Biol. Interact. 2016, 243, 54.
Lovell, S. C.; Word, J. M.; Richardson, J. S.; Richardson, D. C. Proteins 2000, 40, 389.

Luo, S.; Zhang, E.; Su, Y.; Cheng, T.; Shi, C. A. Biomaterials 2011, 32, 7127.

M.G. de Carvalho, L.R. Suzart, L.C. Cavattia, M.A.C. Kaplan, J. Braz. Chem. Soc. 2008, 19,
1423.

91



Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C.; Arruda, A. C.; Pamplona, S. G. S. R.; Vanderlinde, F. A.;
Lapa, A. J.; Echevarria, A.; Grynberg, N. F.; Colus, I. M. S; Farias, R. A. F.; Costa, A. M. L,;
Rao, V. S. N.; J. Ethnopharmacol. 2000, 70, 41.

Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C.; Brabo, S. N.; Da Silva, M. N. Phytochemistry. 1998, 49, 823.
Majorek, K. A.; Porebski, P. J.; Dayal, A.; Zimmerman, M. D.; Jablonska, K.; Stewart, A. J.;
Chruszcz, M; Minor, W.; Mol Immunol., 2012, 52, 174.

Mandal, G.; Bardhan, M.; Ganguly, T.; Colloids Surf. B 2010, 81, 178.

Mandeville, J. S.; Froehlich, E.; Tajmir-Riahi, H. A. J. Pharm. Biomed. Anal. 2009, 49, 468.
Manivel, A.; Anandan, S. Colloids Surf. A Physicochem. Eng. Asp., 2012, 395, 38.

Matei, I.; Hillebrand, M. J. Pharm. Biomed. Anal., 2010, 51, 768.

Matei, I.; lonescu, S.; Hillebrand, M. J. Lumin., 2011, 131, 1629.

Messenger, L. A.; Miles, M. A; Bern, C. Expert Rev. Anti Infect. Ther. 2015, 13, 995.

Moller, M.; Denicola, A. Biochem. Mol. Biol. Educ. 2002, 30, 175.

Moriyama, Y.; Ohta, D.; Hachiya, K.; Mitsui, Y.; Takeda, K.; J. Protein Chem. 1996, 15, 265.
Nair, M. S. J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 2015, 149, 58.

Ofusori, D.A.; Adelakun, A.E.; Ayoka, A.O.; Oluwayinka, O.P.; Omotoso, E.O.; Odukoya,
S.A.; Adeyemi, D.O. J. Neurol. Sci. 2008, 25, 239.

Oliveira, M.C.; de Carvalho, M.G.; Grynberg, N.F.; Brioso, P.S. Planta Med. 2005, 71, 561.
Oliveira, V. B.; Freitas, M. S. M.; Mathias, L.; Braz-Filho, R.; Vieira, I. J. C. Rev. Bras.
Plantas Med. 2009, 11, 92.

Paal, K.; Shkarupin, A.; Beckford, L. Bioorg. Med. Chem., 2007, 15, 1323.

Paul, B. K.; Samanta, A.; Guchhait, N.; J. Phys. Chem. B. 2010, 114, 6183.

Peng, X.; Yu, J.; Yu, Q.; Bian, H.; Huang, F.; Liang, H. J. Fluoresc. 2015, 22, 511.

Pereira, M. M.; Jacome, R. L. R. P.; Alcantara, A. F. C.; Alves, R. B.; Raslan, D. S. Quim.
Nova. 2007, 30, 970.

Peters T. Serum Albumin. Advances in Protein Chemistry, New York: Academic Press, 37,
1985.

Pinto, C. N.; Dantas, A. P.; de Moura, K. C. G.; Emery, F. S.; Polequevitch, P. F.; Pinto, M. C.
F. R.; de Castro, S. L.; Pinto, A. V.; Arzneimittel-Forsch. 2000, 50, 1120.

Poli, P.; de Mello, M. A.; Buschini, A.; Mortara, R. A.; de Albuquerque, C. N.; da Silva, S.;
Rossi, C.; Araujo, T. M.; Zucchi, D. Biochem. Pharmacol. 2002, 64, 1617.

92



Quignard, E. L. J. Acta Amazonica. 2003, 33, 93.

Rajendiran, N.; Thulasidhasan J. Lumin. 2016, 17, 1.

Ribeiro, A. M.; “Estudo espectroscopico da interacdo entre flavonoides e albumina sérica
bovina (ASB ”. Tese de Doutorado,UFRRJ, Seropédica, 2010.

Rodrigues, M.LA.; Furlan, A. Estudo Morfoldgico da Superficie das Sementes de
Portulacaceae através da Microscopia Eletrénica de Varredura. In 54° Congresso Nacional de
Botanica 3% Reunido Amazonica de Botanica, Amazonia-UNAMA, Manaus, Brasil, Setembro
2003; 65.

Rodriguez, J. A.; Hiruma-Lima, C. A.; Souza Brito, A. R. M. Hum. Exp. Toxicol. 2004, 23,
455.

Rogozea, A.; Matei, I.; Turcu, I. M.; lonita, G.; Sahini, V. E.; Salifoglou, A. J. Phys. Chem. B.
2012, 116, 14245.

Ross, P.D.; Subramanian, S. Thermodynamics of Protein Association Reactions: Forces
Contributing to Stability. Biochemistry. 1981, 20, 3096.

Salas, C.; Tapia, R. A.; Ciudad, K.; Armstrong, V.; Orellana, M.; Kemmerling, U.; Ferreira, J.;
Maya, J. D.; Morello, A.; Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 671.

Santos, F. V.; Silva Vieira dos Santos, V. J.; Farias, M. J.; Mesquita, S. D. F. P.; Maciel, M.
A.; Pinto, A. D. C.; Colus, I. M. D. S. Biologia (Bratisl). 2008, 63, 327.

Sarkar, M.; Paul, S. S.; Mukherjea, K. K.; J. Lumin. 2013, 142, 220.

Sastre, C.; Six nouvelles especes d’Ouratea (Ochnaceae) des Guyanes. Adansonia ser. 2007, 3,
85.

Satheshkumar, A.; Elango, K. P. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2014, 130, 337.

Shao, X.; Ai, N.; Xu, D.; Fan, X. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. Spectrosc. 2016, 161, 1.
Shaw, A. K.; Pal, S. K. J. Photochem. Photobiol B: Biol. 2008, 90, 609.

Shena, G.-F.; Liua, T.-T.; Wanga, Q.; Jianga, M.; Shi, J.-H.; J. Photochem. Photobiol. B:
Biology. 2015, 153, 380.

Shi, J.-H.; Chen, J.; Wang, J.; Zhu, Y.-Y.; Wang, Q. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2015,
149, 630.

Shikanai-Yasuda, M.A.; Lopes, M.H.; Tolezano, J.E. Quim. Nova. 1990, 32, 70.

Silva, D.; Cortez, C.M.; Louro, S.R.W. Braz. J. Med. Biol. Res. 2004, 37, 963.

Silva, M. N.; de Souza, M. C. B. V.; Ferreira, V. F.; Quim. Nova. 2003, 26, 407.

93



Silva, R. M.; Oliveira, F. A.; Cunha, K. M. A.; Maia, J. L.; Maciel, M. A. M,; Pinto, A. C,;
Nascimento, N. R. F.; Santos, F. A.; Rao, V. S. N. Vascul. Pharmacol. 2005, 43, 11.

Silva, R. M.; Santos, F. A.; Rao, V. S. N.; Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C. J. Pharm.
Pharmacol. 2001, 53, 535.

Soares, M. C. P. Ver. Soc. Bras. Med. Trop. 2004, 37, 96.

Stagliano, K. W.; Emadi, A.; Lu, Z.; Malinakova, H. C. Twenter, B.; Yu, M.; Holland, L. E,;
Rom, A. M.; Harwood, J. S.; Amin, R.; Johnson, A.; Yves, P.; Bioorg. Med. Chem. 2006, 14,
5651.

Stan, D.; Matei, I.; Mihaileseu, C; Savin, M.; Matache, M; Hillebrand, M.; Baciu, I.; Mol.
2009, 14, 1614.

Stryer, L. Biochemistry. 4th. Ed., W. H. Freeman and Company, New York, EUA, 1995.
Sudlow, G.; Birkett, D. J.; Wade, D. N. Mol. Pharmacol. 1976, 12, 1052.

Sulkowska, A. J. Mol. Struct. 2002, 616, 227.

Sun, D. Z,; Li, L.; Qiu, X. M.; Liu, F.; Yin, B. L. Int. J. Pharm. 2006, 316, 7.

Suryawanshi, V. D.; Walekar, L. S.; Gore, A. H.; Anbhule, P. V.; Kolekar G. B.; J. Pharm.
Anal. 2014, 6, 56.

Takehara, K.; Yuri, K.; Shirasawa, M.; Yamasaki, S.; Yamada, S. Anal. Sci. 2009, 25, 115.
Tian, J.; Liu, X.; Zhao, Y.; Zhao, S. J. Lumin. 2007, 22, 446.

Tian, J.N.; Liu, J.; Hu, Z.D.; Chen, X.G. Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 4124.

Tian, Z.-Y.; Song, L.-N.; Zhao, Y.; Zang, F.-L.; Zhao, Z.-H.; Chen, N.-H.; Xu, X.-J.; Wang,
C.-J. Molecules. 2015, 20, 16491.

Tih, R.G.; Sondengam, B.L.; Martina, M.T.; Bodo, B. Phytochemistry 1989, 5, 1557.
Timaseff, S.N. Thermodynamics of Protein Interactions, In Proteins of Biological Fluids, 1st
ed.; Peeters, H., Ed.; Oxford Pergamon Press: Oxford, UK, 1972; Volume 1, pp. 511-519.
Topala, T.; Bodoki, A.; Oprean, L.; Oprean, R.; Clujul Med. 2014, 87, 215.

Trnkova, L.; Bousova, I.; Kubiéek, V.; Drsata, J. Nat. Sci. 2010, 2, 563.

Tung, S.; Duman, O.; Soylu, 1.; Bozoglan, B. K. J. Lumin. 2014, 151, 22.

Turro, N. J; Molecular Phothochemistry; Benjamin-Cummings Pub. Co.; 1978.

Van Den Berg, M. E.; Plantas Medicinais na Amazonia- Contribuicdo ao seu Conhecimento
Sistematico; Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA, Brasil, 1993.

Varlan, A.; Hillebrand, M. Molecules 2010, 15, 3905.

94



Voet, D; Voet, J. G.; Pratt, C. W. Fundamentos de Bioquimica — A Vida em Nivel Molecular,
2°ed., Porto Alegre:Artmed, 2008.

Wang, N.; Ye, L.; Zhao, B. Q.; Yu, J. X.; Braz. J. Med. Biol. Res. 2008, 41, 589.

Wang, Q.; Liu, X.; Su, M.; Shi, Z.; Sun, H, Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2015, 136, 321.
Wang, Q.; Liu, X.; Su, M.; Shi, Z.; Sun, H. Spectrochim. Acta Mol. Biomol. 2015, 136, 321.
Wang, Q.; Ma, X.; He, J.; Sun, Q.; Li, Y.; Li, H. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. 2016, 53,
612.

Wang, T.; Zhao, Z.; Wei, B.; Zhang, L.; Ji, L. J. Mol. Struct. 2010, 970, 128.

Wang, Y. Li.; Xia, R.; Scien. Hortic. 2010, 125, 116.

Wardell, M.; Wang, Z.; Ho, J.X.; Robert, J.; Ruker, F.; Ruble, J.; Carter, D.C. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2002, 291, 913.

Woody, R.W. Meth. Enzymol. 1995, 246, 34.

Xia, Y.; Zhu, Q.; Jun K. Y.; Wang, J.; Gao, X. Magn. Reson. Chem. 2010, 48, 918.

Xie, M. X.; Xu, X. Y.; Wang, Y. D. Biochim. Biophys. Acta. 2005, 1724, 215.

Yan, C.; Kepa, J. K.; Siegel, D.; Mol. Pharmacol. 2008, 74, 1657.

Yuan, J. L.; Lv, Z,; Liu, Z. G.; Hu, Z.; Zou, G. L. J. Photochem. Photobiol. A: Chem. 2007,
191, 104.

Yue, Y.; Zhang, Y.; Li, Y.; Zhu, J.; Qin, J.; Chen, X.; J. Luminesc. 2008a, 128, 513.

Yue, Y.; Zhang, Y.; Qin, J.; Chen, X. J. Mol. Struc. 2008b, 888, 25.

Zani, C. L.; Chiari, E.; Krettli, A. U.; Murtaa, S. M. F.; Cunninghamc, M. L.; Fairlambc, A. H.;
Romanha, A.; Bioorg. Med. Chem. 1997, 5, 2185.

Zhang, G.; Ma, Y.; Wang, L.; Zhang, Y.; Zhou, J. Food Chem. 2012, 133, 264.

Zhang, J.; Chen, L.; Zeng, B.; Kang, Q.; Dai, L. Spectrochim. Acta A Mol. Biomol. Spectrosc.
2013a, 105, 74.

Zhang, S. -L.; Chang, J. -J.; Damu, G. L. V.; Geng, R. —X.; Zhou, C. —H.; Med. Chem. Comm.,
2013b, 4, 839.

Zhang, X.; Li, L.; Xu, Z.; Liang, Z.; Su, J.; Huang, J.; Li, B.; PLoS ONE 2013c, 8, 1.

Zhang, Y. Z.; Zhou, B.; Zhang, X. P.; Huang, P.; Li, C. H.; Liu, Y. J. Hazard. Mater. 2009,
163, 1345.

Zhang, Y.; Li, Y.; Dong, L.; Li, J. Z.; He, W. Y.; Chen, X. G.; Hu, Z. D. J. Mol. Struct. 2008,
875, 1.

95



Zhang, Y.; Shi, S.; Sun, X.; Xiong, X.; Peng, M. J. Inorg. Biochem., 2011, 105, 1529.

96



7. ANEXO

Relac&o de trabalhos cientificos realizados pelo aluno OTAVIO AUGUSTO CHAVES
durante o curso de Mestrado em Quimica pela UFRRJ, sendo bolsista do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq — NUmero Processo:
154693/2014-6)

Resumos Publicados em Anais de Eventos:

*CHAVES, O. A,; Sant’Anna, C. M. R.; Cesarin-Sobrinho, D.; Netto-Ferreira, J. C.;
Ferreira, A. B. B. Molecular modeling as a tool to understand the interaction between
bovine serum albumin and small molecules. In: XV Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2016, Rio de Janeiro. Anais da XV Encontro Regional da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2016.

*Pinto, D. C. A.; CHAVES, O. A.; Netto-Ferreira, J. C.; Sant’Anna, C. M. R.; Castro,
R. N.; Lima, M. E. F. Binding of mangiferin to human serum albumin (HSA):
spectroscopic and computational studies. In: XV Encontro Regional da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2016, Rio de Janeiro. Anais do XV Encontro Regional da
Sociedade Brasileira de Quimica, 2016.

*CHAVES, O. A.; Ferreira, R. C.; Pereira, A.; Amorim, A. P. O.; Oliveira, M. C. C,;
Cesarin-Sobrinho, D.; Netto-Ferreira, J. C.; Ferreira, A. B. B. Fitoquimica e
Fotoquimica. Uma Relacdo Didatica. In: XIlI Encontro Latino Americano de
Fotoquimica, 2015, Maresias-SP. Livro de Resumos do XII Encontro Latino Americano
de Fotoquimica, 2015.

*Vitorio, L.; Pereira, T. M.; CHAVES, O. A.; Ferreira, A. B. B.; Graebin, C. S.;
Kummerle, A. E. Sintese e caracterizacdo fotofisica de novas cumarinas fluorescentes
de Biginelli. In: 37° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2014, Natal -
RN. Livro de Resumos da 37° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2014,

*CHAVES, O. A.; Amorim, A. P. O.; Teixeira, F. S. M.; Barros, L.S.; Ferreira, R. C.;
Oliveira, M. C. C.; Cesarin-Sobrinho, D.; Ferreira, A. B. B. Estudo Espectroscépico da
Interacdo entre Albumina Sérica Humana e uma Nova Porfirina da Planta Talinum
triangulare. In: 37° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2014, Natal -
RN. Livro de Resumos da 37° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
2014.

*Ferreira, R. C.; Barros, L.S.; Teixeira, F. S. M.; Tardem, V. S.; CHAVES, O. A.;
Ferreira, A. B. B.; Cesarin-Sobrinho, D.; Ferreira, V. F.; Ferreira, S. B.; Silva, F. A,;
Netto-Ferreira, J. C. Estudo por espectroscopia de fluorescéncia da interacédo entre
derivados analogos a alfa-lapachona com albumina sérica humana. In: 37° Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2014, Natal - RN. Livro de Resumos da 37°
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2014.

97



Artigos em Fase Final de Correcgéo:

*CHAVES, O. A.; da Silva, E. B.; Sant’Anna, C. M. R.; Quintella, C. M.; Okano, L. T.;
Cesarin-Sobrinho, D.; Ferreira, A. B. B.; Netto-Ferreira, J.C. “Combined spectroscopic
analysis and molecular modeling on the interaction between g-lapachone and its 3-
sulfonic acid derivative with bovine serum albumin”. Chemical Physics Letters. I.F. =
1.860, Qualis = B2.

*Ferreira, R. C.; CHAVES, O. A.; de Oliveira, C. H. C. S.; de Barros, L. S.; Sant’Anna,
C. M. R.; Cesarin-Sobrinho, D.; Netto-Ferreira, J. C. “Comparative study of the
interaction between 1,4-naphtoquinone derivatives and human serum albumin”.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy. I.F. = 2.653,
Quialis = B2.

*de Oliveira, C. H. C. S.; Ferreira, R. C.; CHAVES, O. A.; Cesarin-Sobrinho, D.;
Sant’Anna, C. M. R.; Netto-Ferreira, J. C. “Spectroscopic and computational studies of
the interaction between human serum albumin (HSA) and 1,2-naphthoquinone
derivatives”. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry. I.F. = 2.477,
Quialis = BL1.

*CHAVES, O. A,; da Silva, L. S.; de Souza, B; C. E.; Netto-Ferreira, J. C.; Cesarin-
Sobrinho, D.; Sant’Anna, C. M. R.; Ferreira, A. B. B. “The interaction and binding of
human plasmatic albumin with antiparasitic drugs: benznidazole, metronidazole and
megazol”. Med.Chem.Comm. I.F. = 2.319, Qualis = N&ao ha.

Artigo em Fase Inicial de Escrita:
*CHAVES, O. A.; Netto-Ferreira, J. C.; Ferreira, A. B. B.; Sant’Anna, C. M. R.
“Molecular docking and semi-empirical calculations as a tool to understand the

interaction between bovine serum albumin and small molecules”. Journal of Molecular
Structure. I.F. = 1.780, Qualis = B2.

98



Capitulo de Livro:

*CHAVES, O. A;; Silva, F.A.; MOURA, M. V. L. P. (Foto) Fisica, Penas e Carnaval.
In: Maria Aparecida Ribeiro e Ana Paula Arnaut. (Org.). Viagens do Carnaval: No
Espaco, no Tempo, na Imaginacdo. led.Salvador: EDUFBA, 2014, v. 1, p. 293-298.

' Viagens

. doCarnaval
wi’““’ \,‘" >
N\ ¢

99



Artigo Publicado:

*CHAVES, O. A.; Amorim, A. P. O.; Castro, L. H. E.; Sant’Anna, C. M. R.; de
Oliveira, M. C. C.; Cesarin-Sobrinho, D.; Netto-Ferreira, J. C.; Ferreira, A. B. B.
“Fluorescence and docking studies of the interaction between human serum albumin
and pheophytin”. Molecules 2015, 20, 19526-19539. I.F. = 2.416, Qualis = B2.

Molecules 2015. 20, 19526-19539; doi:10.3390/molecules201019526
OPEN ACCESS

molecules

ISSN 1420-3049
www.mdpi.com/journal/'molecules
Article

Fluorescence and Docking Studies of the Interaction between
Human Serum Albumin and Pheophytin

Otavio Augusto Chaves 1, Ana Paula de O. Amorim 17, Larissa H. E. Castro 17,
Carlos Mauricio R. Sant’ Anna L7, Marcia C. C. de Oliveira 1", Dari Cesarin-Sobrinho L,
José Carlos Netto-Ferreira 127 and Aurélio B. B. Ferreira 1=

1 Departamento de Quimica. Universidade Federal Rural do Ric de Janeiro. BR 465, km 47,
23890-000 Seropédica-RJ. Brazil; E-Mails: otavio_ufirj@hotmail.com (O.A.C.);

anamoriml 6@gmail com (AP.O.A)); larissa_hec/@hotmail com (L.HE.C.);

santanna/@ufiry.br (CM.R_S.A.); mcedeo@ gmail com (M.C.C.0.); dari@ufrr br (D.C.-S.);
jenettoufrry@ gmail com (JCN.-F)

Instituto Nacional de Metrologia. Qualidade e Tecnologia-INMETRO. Divisdo de Metrologia Quimica,
25250-020 Duque de Caxias-RJ. Brazil

(=

These authors contributed equally to this work

* Author to whom correspondence should be addressed: E-Mail: aureliobf@uol.com br;
Tel.: +55-21-26-822-807 (ext. 6); Fax: +55-21-26-822-807 (ext. 7).

Academic Editor: Gregor Drummen

Received: 28 September 2015 / Accepted: 20 October 2015 / Published: 27 October 2013

100



Artigo Publicado:

*CHAVES, O. A.; Schaeffer, E.; Sant‘/Anna, C. M. R.; Netto-Ferreira, J. C.; Cesarin-
Sobrinho, D.; Ferreira, A. B. B. “Insight into the interaction between a-lapachone and
bovine serum albumin employing a spectroscopic and computational approach”.
Mediterranean Journal of Chemistry 2016, 5, 331-339. I.F. =1.348, Qualis=C

s umal ol Sy Mediterranean Journal of Chemisny 2016, 5(1),331-339

Available free online at www.medjcheni.com

Insight info the interaction between ¢-lapachone and bovine
serum albumin employing a spectroscopic and computational
approach

Otivie Auguste Chn's , Edgar Schaeffer ', Carlos Mauricio R. Sant'Anna’, José Carhs Netto-
Ferreira™ Dan Csam-Sobmho and Aurelio Baird Buarque fen'un
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? Instituto Nacional de Metrologia. Qualidade e Tecnologia (NMETRO), Divisio de Matrologia Quimica,
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Abstract: Serum albumin s the most abundant protein in bloed plasmn; among its functions is the transport of a
high wariety of drugs in the body. Quinones show several biological and pharmacological activities, such as anti-
malaral. antitumor, anti-mucrobial, anti-inflammatory and anti-parasitic. We report fluorescence and circular
dichroism (CD) spectroscopic studies to try to understand the interaction process between a-lapachone (a-LAP)
and bovine serum albumin (BSA). Studies using computational methods, such as molecular docking, were
performed to identify the main cavity in which this interaction occurs as well as the type of intermolecular
interactions between the amino acd residues fom albumin and the lizand. The BSA fluorsscence quenching by
2dded o-LAP is a static process, indicating an initial associaton BSA: a-LAP. The K, and K, values for the
interaction BSA: o-LAP are in the range 10°-10* L-moi”, indicating a strong binding between these two spacies.
CD data show that there is no significant perturbation on the secondary structure of the protein with binding. The

AG” values are consistent with spontaneous binding occuming endothermically (AH® = 127 kJ-mol™),
and possibly driven by hydrophobic factors (AS® = 0.526 kJ-mol”5s"). The number of binding sites () indicates
the existence of just one main binding site in BSA for o-LAP, with molecular docking results showing that it
binds preferentially to the albumn in the domain A where the Trp-212 residue is located The lizand interacts
via hydrogen bond with Arg-259 and Tyr-149 residues and vig T-stacking with the fuorophore Trp-212 residus.

Keywords: Bovne Serum Albunsn, a-Lapachone, spectroscopy, molecular docking.
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Evaluation by fluorescence, STD-NMR, docking and semi-empirical Oc,,mﬁ
calculations of the o-NBA photo-acid interaction with BSA

Otédvio A. Chaves *?, Catarina S.H. Jesus ™, Pedro F. Gruz ®, Carlos MR. Sant'Anna?,
Rui M.M. Brito *®, Carlos Serpa *
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Aracle hestory: Serum albumnins present reversitie pH dependent nfarmatonal transitions. Asudden Leserinducsd pH-jump is
Receved 16March 016 a methodology that can provide new insights on kxcalied protein (un olding proossses that occur within the
Rettived In witcd faw 3 me 206 nanasecand to micasemnd time wale. To generate the f25t pH jump nesdad b fast- tigger 2 prot=in o rma.
mmﬁi 2006 tional event, a phoo triggenad acid genearaor & o-nivrobenzaldehyde (0 -NBA) can be conveniendly used In
arder to detect potential specfc or nompecific interactions between o-NBA and BSA, we have performed li-
ey wonds: gand-binding studies ising flunrewcencs spectrascopy, ssturation transfer difference (STD) NMR, moleculer
SNBA docking and semi-empirical cakulations. Ruorescence quenching indiates the formation of 3 non-fluoresa=nt
Bowhe werumaisumen complex in theg round-stte between the fluorophare and the quencher, but o-NBA does ot bind much effec
pH-ump tively & the proten (K, <434 5 10 M~ ") and s can be aonsidersd a relatively weak binder. The o pond-
Florescence ing hermodynamic parameter: MG, AS™ and AH™showed that the hinding process i spantaneous and entropy
STD-NMR driven. Results of "H STD-NMR confirm that Sie photo-a¢id and BSA interact, and the relative intensities of the
Nolecdar docking sig naks in the STD s pectra show that all 0-NBA protons areequally involved in the binding proces which should

carrespond to 2 noms ped fic interaction. Maleula docking and semi-empirikal crlculations suggest that the o
NBA binds preferentially to the Trp212 contsining sie= of BSA (FA7 ), interacting via hydrogen bands with
Arg-217 and Tyr-149 residues.

© 2016 Elsevier BV. All rights reserved.
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A Study of the Interaction Between trans-Dehydrocrotonin, a Bioactive Natural
19-nor-Clerodane, and Serum Albumin

Otdvio Augusto Chaves,” Breno A. Soares,” Maria Aparecida M. Maciel,*
Carlos Mauricio R. Sant’Anna,* José Carlos Netto-Ferreira,** Dari Cesarin-Sobrinho®
and Aurélio B. B. Ferreira*™*

“Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
23970-000 Seropédica-RJ, Brazil

"Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Campus Lagoa Nova,
59072-970 Natal-RN, Brazil

“Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), Divisao de Metrologia
Quimica, 25250-020 Dugue de Caxias-RJ, Brazil

The interaction between 19-nor-clerodane trans-dehydrocrotonin (from Croton cajucara Benth.)
and bovine serum albumin was studied, applying spectroscopic techniques (fluorescence and
circular dichroism), combined with molecular modeling. Fluorescence quenching of albumin by the
nor-clerodane (k; ca. 10" mol L~ 57" and Stem-Volmer, Ky, increase with temperature) indicates a
combination of static and dynamic quenching mechanism. The binding constant (K, ca. 10° mol L")
and circular dichroism data suggest that this association is weak and causes only a moderate change
in the a-helix content of the protein. Thermodynamic parameters indicate a spontaneous (Gibbs free
energy, AG®, ca. =21.28 kJ mol~* at 310 K) and probably entropy-driven (AS®=0.072 kJ mol~* K-')
association, typical of hydrophobic interactions. The number of binding sites (n ca. 1) indicates
one main binding site and molecular modeling suggests subdomain IIA (Sudlow’s site II) as the
main binding site to the nor-clerodane, which is able to make hydrophobic interactions with leucine
(Leu)-24, phenylalanine (Phe)-36, valine (Val)-40 and tryptophan (Trp)-134 residues.

Keywords: Croton cajucara Benth., bovine serum albumin, fluorescence, circular dichroism.
molecular modeling
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MINTPPS is & metallic water soluble porphyrin with high potential to be a contrast agent in Photoacoustic Tomography. In

order to fully understand the interaction betwesn MnTPPS and sarum albumin and to appredate the effect of the light
prompt fast in situ heat deposition by MNTPPS inside the protein, we performed several experimentzl studies such as
fluorescence, droular dichroism spectroscopies and photoacoustic calorimetry. To evaluate the possible binding site(s) of
the metalloporphyrin and to compare spectroscopic and theoratical results, 3 molecular docking exercise was also carried
out. The MnTPPS shows a pre assodation with the albumin in the ground state and the guencher binds effectively to the
protein. As A5 >0 and AH*<0 indicate, hydrogen bonding and electrostatic interaction as the main binding forces. AG =0 is
consistent with the spontaneity of the binding, being enthalpically and entropically driven. The number of binding sites (n
= 1) indicates just one main binding site for BSAMNTPPS. The molecular docking and structure-relaxation suggest an
external site at subdomain 1B, where Trp-134 residue can be found, as the main binding site for MnTPPS. The CD data
indicate no significant conformational changes on the BSA secondary structure upon binding with MNTPPS and upon
saveral minutes of laser excitation of MNTPPS bound to BSA. TR-PAC results indicate that the in situ heat deposition from
MNTPPS does not make any transient conformational change to 854 structure. It is shown that MnTPRS, in addition to the
phiysic and chemical properties to be a contrast agent in Photoacoustic Tomography, can be effectively carried by albumin

and that in situ heat releass following light absorption does not cause damage to the protein structure.
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