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RESUMO

A interacdo entre ASB e as chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F) em solugdo tamponada (PBS, pH = 7,4) foi estudada por espectroscopia no
ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, dicroismo circular
(DC). Os resultados dos estudos obtidos para as constantes de supressdo kq (= 10%? a 10
L/mol.s) e os valores calculados pela teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de
Forster (r=2a4nm) menores que 7 nm, indicam a ocorréncia de uma forte interacéo
chalconas-ASB que independe da temperatura, sugerindo nesse caso um mecanismo estatico
para 0 processo de supressao.

O deslocamento batocrémico, observado tanto nos estudos de UV-Vis, quanto nos
experimentos de supressdao de fluorescéncia para a interacdo chalcona-ASB, indicam que o
croméforo da ASB estd em um ambiente menos hidrofébico (mais hidrofilico) em relagdo
aquele quando para ASB livre. Os valores de AH® e AS positivos, em todos 0s casos, exceto
para a CH (AH? negativo), demonstrou que o processo de interagdo das chalconas com a ASB
foi endotérmico, e que o tipo de interacdo é hidrofébico. No caso em especial para a chalcona
(CH), em que o valor de AH® é ligeiramente negativo, e demonstra que a interacdo entre a
ASB e a chalcona (CH) tem um maior carater hidrofilico. Neste caso, deve estar operando
também interacdes eletrostaticas, tipo ligacdo de hidrogénio. Os valores de AG® negativos
(AG® = -28 a -21 kJ/mol) demonstraram a espontaneidade de ligacdo das chalconas com a
ASB. Consequentemente, a principal interacdo é o contato hidrofébico, mas a interacédo
eletrostatica também néo pode ser excluida.

A analise quanto ao nimero e a posi¢do dos atomos de flior como substituintes sobre
o anel (A) da chalcona apresenta uma melhor correlagdo com a quantidade de &tomos
presentes. Um aumento no grau de substituicdo indica um maior carater hidrofobico para a
complexacéo. Isto pode ser confirmado por altos valores tanto de AH® e de AS® para os
compostos mais substituidos.

No dicroismo circular foi verificada uma diminuicdo do % de a-hélice da ASB em 208
nm e 222 nm, devido ao aumento de concentracdo das chalconas. Esses efeitos podem ser
atribuidos a formacdo de um complexo chalconas/ASB que pode estar induzindo variacdes
conformacionais na ASB.

Palavras-chave: Espectroscopia. Chalconas. Albumina sérica bovina (ASB).
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ABSTRACT

The interaction between BSA and chalcones (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F, CH2356F) in buffer solutions (PBS, pH = 7.4) was studied by UV/Vis and
fluorescence spectroscopy and circular dicroism. The obtained results to quencher constants
(Kg) (kg = 10" a 10" L/mol.s) and calculated by Forster theory no radioactive energy
transference (r ~ 2 a 4 nm), slower that 7.0nm, demonstrate the occurrence of a strong
interaction between chalcone-BSA that is temperature independent suggesting that if a static
mechanism for the suppression process.

The displacement batocromic, observed in both studies, UV-Vis and fluorescence
guenching experiments for the interaction chalcone-ASB, indicate that the chomophore in the
BSA is in a less hydrophobic ambient (more hydrophilic) compared to that free to BSA.

The positive values to AH? and AS? in all cases, unless to CH (AH® negative) showed
that the interaction process chalcone-BSA is endothermic and hydrophobic. To CH, with AH®
lightly negative is indicate, possibility, one character more hydrophilic to interaction. In this
case, must be operated too electrostatic interactions us hydrogen bonds. The negative values
to AG® (~ -28 to -21 Kj.mol™) demonstrate a spontaneous interactions protein-compounds.
Concluding, the principal interaction is the hydrophobic contact, but the electrostatic
influence must be considered.

The analysis about the number and positions of the fluorinated atoms us substituting
on (A) ring of the chalcone, the best correlation was with the quantitative of atoms presents.
An increase of the substitution grade is indicated one better hydrophobic character to the
formed complex. It can be confirmed by high values obtained of AH® and AS° by compounds
with more substitutions.

In the circular dicroism was observed a diminution on the percentage of a-helix
conformation of the protein between 208 and 222nm with increase of chalcone concentration.
These effects can be attributed to the complex formation protein-compound, that induce
conformations changes on BSA.

Key-word: Spectroscopy, Bovine Serum Albumin; Chalcone.

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estruturas quimicas e a simbologia usada na representacdo dos compostos

estudados neste trabalho. 2
Tabela 2. Temperatura utilizada na absorcdo de UV-VIS de ASB na presenca da chalcona
(CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F CH25F e CH2356F). 24

Tabela 3. Concentracdo final das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F), ap6s a adicéo de aliquotas de uma solucdo estoque 1,0 x 10° mol/L, em 3 mL da

solucdo de ASB 1,00 x 10”° mol/L, para T = 298 K. 24
Tabela 4. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de emissédo de fluorescéncia de ASB na
presenca da chalcona (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). 24

Tabela 5. Concentracéo final das chalconas (CH, CH3F, CH23F, e CH2356F), apds a adi¢do
de aliquotas de uma solucéo estoque 1,0 x 10° mol/L diluida na propor¢éo (1:3), em 3 mL da
solucdo de ASB 1,00 x 10° mol/L, para T = 288 K, 293 K e 298 K. 25
Tabela 6. Concentracdo final das chalconas (CH4F, CH25F e CH35F), apds a adicdo de
aliquotas de uma solucéo estoque 1,0 x 10 mol/L diluida na proporcéo (1:3), em 3 mL da

solugdo de ASB 1,00 x 10™ mol/L, para T = 288 K, 293 K e 298 K. 25
Tabela 7. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de dicroismo circular de ASB na
presenca da chalcona (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). 25

Tabela 8. Concentracdo da chalcona (CH) e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) apds a adicdo de aliquotas de uma solugdo das CHs (1,0 x 10
mol/L), em 3 mL da solugdo de ASB (1,00 x 10°® mol/L), para T=288 K, 293 K e 298 K. 26
Tabela 9. Valores de Ksy e kq obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer para a supresséo
de fluorescéncia de ASB (Lexe = 280 nm) pelas chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) em diferentes temperaturas (288 K, 293 K e 298 K). 33
Tabela 10. Valores de K, obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm) pelas chalconas (CH, CH3F, CH4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) em diferentes temperaturas (288 K, 293 K e 298 K). 34
Tabela 11. Valores de AH?, AS® e AG® (parametros termodinamicos) obtidos a partir dos
graficos de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm) pelas
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). 36
Tabela 12. Valores estatisticos obtidos a partir dos graficos de van’t Hoff modificados pela
supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm) para as chalconas (CH, CH3F, CH4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). 36
Tabela 13. Valores de nimero e ordem de ligagcdo (n e kb) obtidos a partir dos gréaficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB (lexc = 280 nm) pelas
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). 39
Tabela 14. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicdo entre o espectro de emisséo
de fluorescéncia da ASB (hexc = 280 nm e T = 288 K, 293 K e 298 K) e 0 espectro de
absorcdo UV-Vis das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F)
Casg = Ccrs = 1,00 x 10”° mol/L. 44
Tabela 15. % o-Helice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) em
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), T = 288 K, 293 K e 298
K. Nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CHs, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cchs =
0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30 (x 10®) mol/L. 48
Tabela 16. MRE calculado em 208nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) em chalconas (CH,
CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), T = 288 K, 293 K e 298 K. Nas
proporgOes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CHs, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cchs = 0; 4,04:
8,08; 16,20 e 32,30 (x 10°®) mol/L. 99



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Niveis de organizacédo da estrutura molecular de uma proteina. 8
Figura 2. Estrutura do tipo o-hélice. 9
Figura 3. Estrutura do tipo folha-g. 9
Figura 4. Exemplo de estrutura terciaria de uma proteina. 10
Figura 5. Estrutura da albumina. 10

Figura 6. Estrutura quaternaria da ASH com os residuos de cisteina e triptofano em destaque
(construida a partir das coordenadas 1BMO, disponiveis no PDB (Protein Data Bank)) [Dose
(1982)]. 13
Figura 7. Estrutura da albumina sérica bovina (ASB) determinada por analogia com estrutura
da albumina sérica humana (ASH) do PDB e seus dominios e subdominios

[Ribeiro (2010)]. 13
Figura 8. Esquema dos componentes basicos do dicroismo circular. 16
Figura 9. Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular. E é a
magnitude dos vetores elétricos da luz circularizada para a direita e para a esquerda, a € 0 eixo
maior enquanto que b é o eixo menor
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. 18
Figura 10. Espectros de absor¢do no UV-Vis de agua milli-Q (AD), solucdo tampdo de PBS
(pH = 7,4) e solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4), Cass

= 1,00 x 10° mol/L. 27
Figura 11. Estrutura de fenilalanina, tirosina e triptofano
[www?2.ig.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf]. 28

Figura 12. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH), Casg = 1,00 x 10™° mol/L e Ccy = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69;
2,02; 2,36:¢ 2,7 0 (x 10™) mol/L. 28
Figura 13 Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) da solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4), Casg = 1,00 x 10° mol/L, a T =288 K, 293 K, 298 K. 29
Figura 14. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de agua milli-Q (AD),
solucdo tampdo de PBS (pH = 7,4) e solugdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada
com PBS (pH = 7,4), Casg = 1,00 x 10” mol/L. 30
Figura 15. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH), Cass = 1,00 x 10° mol/L e Ccy = O;

0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51: 0,60; 0,67 e (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 30
Figura 16. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH). 32
Figura 17. Gréafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH). 34
Figura 18. Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH). 35
Figura 19. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressao de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH). 39

Figura 20. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH). Casg = Ccy = 1,00 x 10°
mol/L. 42
Figura 21. Sobreposi¢édo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH). Casg = Ccy = 1,00 x 10°
mol/L. 42



Figura 22. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH). Casg = Ccn = 1,00 x 10°

mol/L. 43
Figura 23. Espectros de dicroismo circular de ASB (pH = 7,4), Cass = 1,00 x 10 mol/L, a T
=288 K, 293 K e 298 K. 45

Figura 24. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccy = 0; 3,9:7,9;
15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 46
Figura 25. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccn = 0; 3,9:7,9;
15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K. 46
Figura 26. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccy = 0; 3,9:7,9;
15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 47
Figura 27. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH3F), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccpsr = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35;
1,69; 2,02; 2,36:¢ 2,7 0 (x 10™) mol/L. 59
Figura 28. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), Casg = 1,00 x 10 mol/L e Ccpgr = O;

0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 e (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 59
Figura 29. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH3F). 60
Figura 30. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH3F). 60
Figura 31. Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH3F). 61
Figura 32. Gréafico de Log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH3F). 61

Figura 33. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH3F). Casg = Cepiae = 1,00 x 10
mol/L. 62
Figura 34. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcéo UV da chalcona (CH3F). Cass = Cchar = 1,00 x 10
mol/L. 62
Figura 35 Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcéo UV da chalcona (CH3F). Cass = Cchar = 1,00 x 10
mol/L. 63
Figura 36. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e Ccpse =0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 63
Figura 37. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), nas
proporgOes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Casg = 1,00 X 10 mol/L e Ccnar =0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 293 K. 64
Figura 38 Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Cass = 1,00 x 10°® mol/L e Ccpsze =0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 298 K. 64
Figura 39. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH4F), Casg = 1,00 x 10™ mol/L e Ccrar = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35;
1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10°) mol/L. 65

Xi



Figura 40. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), Casg = 1,00 X 10®° mol/L e Ccpar = O;

0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 € 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 65
Figura 41. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH4F). 66
Figura 42. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH4F). 66
Figura 43 Grafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASB (hexc = 280 nm)
pela chalcona (CH4F). 67
Figura 44. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdao de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH4F). 67

Figura 45. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 Nnme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorc&o UV da chalcona (CH4F). Casg = Cepar = 1,00 x 10
mol/L. 68
Figura 46. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH4F). Casg = Cepar = 1,00 x 10
mol/L. 68
Figura 47. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcéo UV da chalcona (CH4F). Casg = Cchar = 1,00 x 10
mol/L. 69
Figura 48. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), nas
proporgoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB: CH4F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e Ccpar = O;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 69
Figura 49. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH4F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccpae = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 293 K. 70
Figura 50. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), nas
proporgoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB: CH4F, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Ccpar =0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 298 K. 70
Figura 51. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH35F), Casg = 1,00 X 10®° mol/L e Ccnase = 0; 0,34: 0,67; 1,01; 1,35;
1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10™) mol/L. 71
Figura 52. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), Cass = 1,00 X 10™ mol/L e Ccpasr =

0;0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 € 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 71
Figura 53. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH35F). 72
Figura 54. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH35F). 72
Figura 55. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH35F). 73
Figura 56. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressao de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH35F). 73

Figura 57. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH35F) Cass = Ccuase = 1,00 X
10" mol/L. 74
Figura 58. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH35F) Cass = Ccuase = 1,00 X
10" mol/L. 74

xii



Figura 59. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 Nnme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH35F) Casg = Ccuase = 1,00 X
10" mol/L. 75
Figura 60. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e Ccnase = 0;
3,9:;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 288 K. 75
Figura 61. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e Ccnase = O;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K. 76
Figura 62. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e Ccnase = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 298 K. 76
Figura 63. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH23F), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Cchasr = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35;
1,69; 2,02 e 2,36 (x 10™°) mol/L. 77
Figura 64. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), Cass = 1,00 x 10™ mol/L e Ccpisr =

0; 0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 e (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 77
Figura 65. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH23F). 78
Figura 66. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH23F). 78
Figura 67. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH23F). 79
Figura 68. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressao de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH23F). 79

Figura 69. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 nme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH23F) Cass = Ccrzsr = 1,00 X
10" mol/L. 80
Figura 70. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 nme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH23F) Cass = Ccrzsr = 1,00 X
10" mol/L. 80
Figura 71. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH23F) Cass = Ccrzsr = 1,00 X
10" mol/L. 81
Figura 72. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), nas
proporgOes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Casg = 1,00 X 10% mol/L e CcHoar = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 81
Figura 73. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Ccpigsr = 0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K. 82
Figura 74. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), nas
proporgOes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Casg = 1,00 X 10% mol/L e CcHoar = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, a T = 298 K. 82
Figura 75. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH25F), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Cchase = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35;
1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10™°) mol/L. 83

Xiii



Figura 76. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), Casg = 1,00 X 107° mol/L e Ccpsr =

0;0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 € 3,84 (x 10”°) mol/L, a T = 298 K. 83
Figura77. Gréafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH25F). 84
Figura 78. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH25F). 84
Figura 79. Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH25F). 85
Figura 80. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH25F). 85

Figura 81. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 Nnme T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH25F) Cass = Ccrzse = 1,00 X
10" mol/L. 86
Figura 82. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH25F) Casg = Cchzse = 1,00 X
10" mol/L. 86
Figura 83. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH25F) Cass = Ccrzse = 1,00 X
10" mol/L. 87
Figura 84. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), nas
proporgoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Casg = 1,00 X 10 mol/L e Cepse = 0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°°) mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 87
Figura 85. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cchase = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 293 K. 88
Figura 86. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), nas
proporgOes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Casg = 1,00 X 10 mol/L e Cepse = 0;
3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°°) mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 298 K. 88
Figura 87. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH2356F), Casg = 1,00 X 10®° mol/L e Ccposser =0; 0,34; 0,67; 1,01;
1,35; 1,69; 2,02: 2,36 e 2,70 (x 10°) mol/L. 89
Figura 88. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona CH2356F, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Ccpyaser

=0; 0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; € 0,60 (x 10™) mol/L, a T = 298 K. 89
Figura 89. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH2356F). 90
Figura 90. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH2356F). 90
Figura 91. Grafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalcona (CH2356F). 91
Figura 92. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH2356F). 91

Figura 93. Sobreposi¢édo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
288 K) de ASB (pH =7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH2356F) Casg = Cchazsser = 1,00
x 10"° mol/L. 92
Figura 94. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH2356F) Casg = Cchazsser = 1,00
x 10®° mol/L. 92

Xiv



Figura 95. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nnme T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH2356F) Casg = Cchasser = 1,00
x 10" mol/L. 93
Figura 96. Espectros de dicroismo circular pra ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH2356F), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e
Cerzsser=0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 288 K. 93
Figura 97. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH2356F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e
Cehaaser =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10%) mol/L, a T = 293 K. 94
Figura 98. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH2356F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e

Cchaaser =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10®) mol/L, a T = 298 K. 94
Figura 99. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH) em etanol (ETOH) Ccy = 1,00 x
10” mol/L. 95
Figura 100. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH3F) em etanol (ETOH) Ccpar =
1,00 x 10° mol/L. 95
Figura 101. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH4F) em etanol (ETOH) Ccpar =
1,00 x 10° mol/L. 96
Figura 102. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH35F) em etanol (ETOH) Cchsse =
1,00 x 10° mol/L. 96
Figura 103. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH23F) em etanol (ETOH) Cchose =
1,00 x 10° mol/L. 97
Figura 104. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH25F) em etanol (ETOH) Ccpose =
1,00 x 10° mol/L. 97
Figura 105. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH2356F) em etanol (ETOH)
Cchzsser = 1,00 x 10° mol/L. 98

XV



LISTA DE EQUACOES

Equacao 1. Equacdo para determinar a absor¢éo de luz ndo-polarizada. 17
Equacéo 2. Equacdo para determinar o coeficiente de extingdo molar [Pace et al. (1995)]. 17
Equacdo 3. Equacdo para determinar o dicroismo circular molar [Fasman (1996), Hecht
(1998), Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. 18
Equacdo 4. Equacdo para determinar a elipticidade [Fasman (1996), Hecht (1998), Woody

(1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. 18
Equacdo 5. Equacdo para determinar a elipticidade molar [Fasman (1996), Hecht (1998),
Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. 19
Equacdo 6. Equacéo para a determinagéo de Ksy, e consequentemente, Kq. 32
Equacéo 7. Equacdo para determinar os valores de K. 33
Equacao 8. Equacdes para a obtencdo dos valores de AH®, AS® e AG. 35
Equacao 9. Equacdo para determinar dos valores de K; e n. 38

Equacdo 10. Equacdo para o célculo da integral de sobreposicdo entre os espectros de
emissdo de fluorescéncia de ASB e os espectros de absor¢do UV/visivel [Shi et al. (2007)]

das chalconas. 40
Equacdo 11. Equacéo para o calculo da distancia critica entre a ASB e as chalconas, quando
sua eficiéncia de transferéncia é 50% [Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)]. 41
Equacdo 12. EquacOes para o calculo da distancia entre o triptofano da ASB e as chalcona
[Sklar et al. (1977) e Yue et al. (2008)]. 41
Equacdo 13. Equacdo para calcular os valores de MRE [Khan et al. (2002)]. 47
Equacédo 14. Equacdes para calcular os valores de % de a-hélice da ASB. 48

XVi


http://www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf
http://www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf
http://www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AD Agua milli-Q

ASB Albumina sérica bovina

ASH Albumina sérica humana

BSA Bovine serum albumin

HSA Human serum albumin

CH Chalcona

CH3F 3-Fluorchalcona

CHA4F 4-Fluorchalcona

CH35F 3,5-Difluorchalcona

CH23F 2,3-Difluorchalcona

CH25F 2,5-Difluorchalcona

CH2356F 2,3,5,6-Tetrafluorchalcona

DC Dicroismo circular

ETOH Etanol

MRE Elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
PBS Phosfate buffer solution

UV-Vis Espectroscopia no ultravioleta/visivel

Xvii



SUMARIO
1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Chalconas

2.1.1 O Efeito do Substituinte

2.2 Albuminas

2.2.1 Albumina sérica bovina (ASB) e albumina sérica humana (ASH)
2.2.2 Interacdo entre compostos bioativos e albuminas (ASB e ASH)
2.3 Descricdo da Técnica de Dicroismo circular (DC)

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Aparelhos

3.1.2 Vidraria

3.1.3 Reagentes

3.2 Métodos

3.2.1 Sinteses

3.2.2 Solucgbes

3.2.3 Estudos espectroscopicos na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis)
3.2.4 Estudos espectroscopicos de emissdo de fluorescéncia
3.2.5 Estudos espectroscopicos de dicroismo circular

3.2.6 Condicdes de analises

3.2.6.1 Ultravioleta/Visivel

3.2.6.2 Fluorescéncia

3.2.6.3 Dicroismo

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis)
4.2 Espectroscopia de fluorescéncia

4.3 Célculo do raio de Forster

4.4 Dicroismo circular (DC)

5 CONCLUSOES

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7 ANEXO

Xviii



1 INTRODUCAO

Benzilidenoacetofenonas (1,3-difenilpropen-3-ona) sdo conhecidas como chalconas,
produtos naturais encontrados em plantas das espécies Pyracantha coccinea [Bilia et al.
(1994)], Paratocarpus Venenosa zoll [Hano et al. (1995)], e Bidens pilosa [Sashida et al.
(1991)], entre outras. A importancia desta classe de compostos se justifica pela grande
diversidade de processos na qual ela toma parte. Na natureza atuam como precursores na
biossintese de flavonas [Chawla et al. (1984), Shih et al. (2008)] flavanonas [Matsushima et
al. (1980), Sean et al. (2010)] flavonoéides [Chawla et al. (1978), Wang et al. (2010)] e
cromanonas [Miquel et al. (1964), Bhandari et al.(1992)] que desempenham atividade
bioldgica essencial na protecdo de plantas contra doencas e parasitas. Na industria possuem
aplicacdes tais como fotoestabilizadores de polimeros [Gunder et al. (1968), Budde et al.
(1992) e Trager et al. (2008)], na utilizacdo geral como filtro solar em logdes bronzeadoras
[Fischer et al. (1970), Lee et al. (2008)], em fotografia a cores [Schellenberg et al. (1961)],
em resinas sensiveis a irradiacdo [Kawaki et al. (1989) e Rezaie et al. (2011)], como
catalisadores para fotopolimerizacdo [Okuma et al. (1989) e Schuetz et al. (2005)], padréo
cromatografico para sistemas de eluentes e colunas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia [Walczak et al. (1991), Azzaovi et al. (1995) e Regos et al. (2011)], em células
coletoras de energia solar [Chudgar et al. (1989) e Warpeha et al. (2008)] e conversor de
freqiiéncias de luz para a faixa de cor verde e azul. [Karaki-Doy et al. (1995)].

Compostos derivados de chalconas apresentam grande valor farmacéutico como
antibidticos [Bowden et al. (1990) e Lee et al. (2010)], antimitoticos e citotoxicos [Alias et al.
(1995) e Kamal et al. (2010)], antitumorais [lwata et al. (1995), Kamal al. (2010)] e
antimalarico [Li et al. (1995)], e ainda potencial de modulacéo de resisténcia a multidrogas
[Bois et al. (1998)].

As interaces de albumina sérica humana (ASH) e de albumina sérica bovina (ASB)
vém sendo estudadas na literatura com varias moléculas (quinonas, cumarinas, psoralenos,
flavondides, &cidos, etc.) por diversas técnicas. As técnicas de analise mais utilizadas séo:
espectroscopia de fluorescéncia [Xu et al. (1996), Yamasaki et al. (1999) e Wilting et al.
(1980)], espectroscopia no ultravioleta (UV) [Baroni et al. (2001)], espectroscopia de
dicroismo circular (DC) [Wilting et al. (1980)], reflectancia total atenuada - infravermelho
com transformada de Fourier (ATR-FTIR) [Millot et al. (2001)], modelagem molecular (MM)
[Cui et al. (2008), Yue et al. (2008) e Monti et al. (2009)] e fotolise por pulso de laser [Bueno
et al. (2009) e Monti et al. (2009)].

A interacdo de ASH com diversos flavondides tem sido extensamente estudada,
podendo-se citar como exemplo: alpinetina [He et al. (2005)], camferol [Kanakis et al.
(2006)], delfinidina [Kanakis et al. (2006)], icariina [Zhang et al. (2008)], isoflavonas
(genisteina e daldzeina) [Mahesha et al. (2006)], hesperetina [Xie et al. (2005)], 3-
hidroxiflavona [Sytnik e Litvinyuk (1996)], 7-hidroxiflavona [Banerjee et al. (2008)], morina
[Xie et al. (2006)], nevadensina [Li et al. (2007)], nobiletina [Yue et al. (2008)], puerarina [Li
et al. (2008)], quercetina [Sengupta (2002), Zsila et al. (2003) e Kanakis et al. (2006)] e rutina
[Pastukhov et al. (2007)].

Na literatura, existe somente um relato de estudo da interacdo entre ASB e uma
chalcona, empregando a molécula licochalcona [Monti et al. (2009)], sendo assim decidiu-se
estudar a interagdo da chalcona (CH) e de seus derivados fluorados apresentando diferentes
graus de substituicdo de atomos de hidrogénio por atomos de fltor sobre o anel A (Tabela 1)
com albumina sérica bovina (ASB) (bovine serum albumin (BSA)), empregando-se diversas
técnicas de analise, espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia e dicroismo circular (DC) de modo a obter informacdes referentes a



parametros termodinamicos AG°, AH° e AS°, da constante de supressdo de Stern-Volmer
(ksv), do raio de Forster (R), da constante de ligacao (Kp) e do nimero de sitios de ligacdo (n),
bem como os valores de % elipticidade relativo a albumina sérica bovina.

Tabela 1. Estruturas quimicas e a simbologia usada na representacdo dos compostos
estudados neste trabalho.

CH3F CHA4F

o O F

- O Td
F F

CHB35F CH25F

o F o F
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Chalconas

Quimicamente, as chalconas podem ser definidas como cetonas a,B-insaturadas onde
tanto a carbonila quanto a porcdo olefinica estdo ligadas a grupamentos aromaticos.
Apresentando um amplo espectro de atividade bioldgica, as chalconas sdo alvo de varios
estudos de isolamento, identificacdo e investigacdo de propriedades bioldgicas. As chalconas
tém apresentado atividade antinociceptiva e antipirética [Satyanarayana et al. (1994)].

Chalconas fluoradas também produzem inibicdo da polimerizacdo da tubulina
tornando assim um antimitético muito eficiente como conseqliéncia comprometem a
formagdo de tumores [Lawrence et al. (2006)]. Muito evidente também é o alto poder
leishmanicida de chalconas fluoradas [Boeck et al. (2006)]. S&o inibidores da producéo de
Oxido nitrico que tem um metabolismo célcio-dependente [Rojas et al. (2002)]
consequentemente chalconas fluoradas agem com antiartritico [Rojas, et al. (2003)].

As chalconas sdo compostos pertencentes a classe dos flavondides que tem atraido

grandes interesses devido a apresentarem grande atividades bioldgicas. A pesquisa de novos
farmacos tendo flavonoides como principio ativo vem crescendo nos ultimos anos, uma vez
que estes apresentam uma ampla variedade de propriedades farmacoldgicas que atuam sobre
sistemas bioldgicos, tais como: a capacidade antioxidativa, atividade antiinflamatdria e de
efeito vasodilatador; acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti-
hepatotoxica, antiulcerogénica; antiplaquetaria, bem como ac¢des antimicrobianas e antivirais.
Sabe-se também que os flavondides podem inibir varios estagios dos processos que estdo
diretamente relacionados com o inicio da arterosclerose, como a ativacdo de leucdcitos,
adesdo, agregacao e secrecdo de plaquetas, além de atividades hipolipidémicas e aumento da
atividade de receptores de LDL (lipoproteina de baixa densidade - colesterol ruim), assim
como, de outras doengas.[Ribeiro (2010)]
Sob o ponto de vista da sua fotoguimica, flavonoides estdo envolvidos em reacdes de
fotossensibilizacdo e de transferéncia de energia em plantas. Estudos fotoquimicos em
flavonas mostraram que a dimerizacdo € a sua principal fotorreacdo, a qual ocorre via estado
excitado triplete, apresentando um rendimento quantico de cruzamento entre sistemas
préximo da unidade, o qual é especifico para flavonas. [Cesarin-Sobrinho et al. (2002)].

Nos compostos «,f—insaturados, tendo as chalconas como principal representante, o
processo de fotoisomerizacdo Z/E ou E/Z desempenha um papel relativamente importante na
etapa de dissipacdo da energia do estado excitado. Estudos dos processos de fotoisomerizagédo
ou fotodimerizacdo para chalcona (CH) e derivados em solucdes homogéneas, no estado
solido, assim como em micelas ou cristais liquidos, tém sido publicados na literatura e estdo
representados pelo esquema 1.1 [Chapman et al. (1967), de Mayo et al. (1971), Baldwin et al.
(1987) e Cesarin-Sobrinho et al. (2002)].
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Esquema 1.1

A fotofisica e a fotoquimica de «,f-enonas sdo muito sensiveis a sua estrutura
(aciclica ou ciclica), aos substituintes, a polaridade e a viscosidade do solvente e também ao
estado de agregacdo. De um modo geral, as «,f-enonas aciclicas apresentam baixos
rendimentos quanticos de fluorescéncia ou de fosforescéncia, apresentando normalmente
decaimento do estado excitado através de processos ndo radiativos como isomerizagdo e
dimerizacdo [2+2], que ocorrem preferencialmente por mecanismos envolvendo um estado
(m—n*) [Sashida et al. (1991)], devido ao seu elevado rendimento de cruzamento entre
sistemas (CES), possivel neste caso como resultado de uma rotagdo em torno da ligagdo C=C,
[Bonneau et al. (1980), Schuster et al. (1991) e Yamauchi et al. (1988)].

Nas chalconas ambos os grupos fenila interagem com o grupo carbonila através das
ligacbes o e m. Tais interacbes favorecem a deslocalizacdo dos elétrons w, e 0 grupo
carbonilico perde parte de suas propriedades caracteristicas, fazendo com que as chalconas
sejam moléculas com um consideravel momento de dipolo (2,9 D, em benzeno). O baixo
rendimento quéntico de fluorescéncia observado a partir desse estado (n-n*) [Bilia et al.
(1994)], é devido a uma conversdo interna rapida para Sp ou a um cruzamento entre sistemas
eficiente para os estados (n-n*) ou, (r—n*) [Sashida et al. (1991)] que sdo muito proximos em
energia ao estado excitado S; [Sashida et al. (1991)]. Foi também sugerido que o estado
(m—=n*) fosse estabilizado pela rotacdo ao redor da ligacdo C=C. Assim, uma pequena rotacao
do angulo ¢ deste estado pode levar a um cruzamento com a superficie de potencial do estado
(n-m*) [Sashida et al. (1991)], apresentando um minimo de energia na geometria proxima a
$=90°. Proximo ao minimo twisted (r—n*), 0 sistema pode cruzar com o estado So, criando
um canal de cruzamento entre sistemas, levando a isomerizacdo da ligacdo dupla [Sashida et
al. (1991)]. Alem do mais, esse modelo proposto por Becker prevé um processo eficiente de
fotoisomerizagdo a partir de um estado, (m—=m*) para a excitacdo acima de 300 nm, e a
auséncia de um processo de isomerizagdo conformacional s-cis/s-trans no estado excitado T
de energia mais baixa.



2.1.1 O Efeito do Substituinte.

E bem conhecido o fato de que substituintes retiradores de elétrons aumentam a
fotorreatividade de cetonas aromaticas. Por exemplo, 4-carbometoxibenzofenona é 50% mais
reativa do que benzofenona frente a reacdo de abstracdo intermolecular de hidrogénio
[Wagner et al. (1985)], enquanto que, a fotorreatividade de chalconas fluoradas no estado
solido levando a formacdo de produtos de fotocicloadicdo, é fortemente influenciada pela
posicdo bem como pelo nimero de atomos de fllor presente como substituinte [Cesarin-
Sobrinho et al. (2002)].

O aumento na fotorreatividade de cetonas aroméaticas como uma consequéncia da
substituicdo de atomos de hidrogénio por fluor foi claramente demonstrada por Scaiano e
colaboradores [Boate et al. (1989)], no estudo da fotoquimica, em solugdo homogénea, de
decafluorbenzofenona, pentafluorbenzofenona e pentafluoracetofenona. O estado triplete
destas cetonas € muito mais reativo frente a reacdo de supressao envolvendo transferéncia de
elétron e/ou de hidrogénio do que as cetonas correspondentes ndo fluoradas. No caso de
2-propanol, onde a reatividade pode ser totalmente acompanhada pela abstracdo de
hidrogénio, decafluorbenzofenona é 35 vezes mais reativa do que benzofenona.
Decafluorbenzofenona exibe uma correlacdo excelente entre constantes de velocidade de
supressdo envolvendo transferéncia de elétron e o potencial de oxidacdo do supressor. Uma
vez que a mudanga na polaridade do solvente acarreta somente um pequeno efeito sobre estas
constantes de velocidade, este processo de supressdo deve envolver uma transferéncia parcial
de elétron [Boate et al. (1989)].

A grande diferenca na constante de velocidade entre decafluorbenzofenona e
benzofenona foi atribuida ao aumento no efeito indutivo devido as substituicGes por &tomos
de fluor, os quais aumentam o grau de polarizacdo de carga do estado (n-n*) nas cetonas
polifluoradas [Sashida et al. (1991)].

Foi observado um aumento da reatividade triplete frente a reacdo de fotorreducao de
alquilfenilcetonas com a substituicdo por atomos de flior na posi¢do o, quando comparada
com acetofenona [Wagner et al. (1986)]. Esse aumento da reatividade atinge um valor
maximo com a substituicdo por dois atomos de fldor e, quando da presenca de trés atomos de
fldor, ocorre uma mudanca no estado excitado de menor energia que, de carater (n-7*), passa
para (n—m*), tornando assim a a,o,a-trifluoracetofenona ndo reativa frente a reacdo de
abstracdo de hidrogénio [Sashida et al. (1991)].

Estudos tedricos [Leska et al. (1973)], visando a identificacdo dos efeitos dos
substituintes em chalconas apontam no sentido de que a densidade de carga sobre o oxigénio
carbonilico aumenta com a introducdo de substituintes doadores de elétrons e diminui com
grupos retiradores, e que esses efeitos sdo mais fortes quando a substitui¢cdo ocorre no anel A
(Esquema 1.1). No caso do carbono 7 de chalcona (Cg) verificou-se que este é pouco afetado
pela presenga de substituintes no anel A ou B. A densidade de carga sobre o carbono 9 (C=0)
depende de os substituintes estarem sobre o anel A ou B. Estando um substituinte no anel A,
grupos doadores de elétrons aumentam a densidade eletrbnica enquanto que grupos
retiradores diminuem a sua densidade eletrnica. A situagdo oposta ocorre para substituintes
presentes no anel B. No caso do carbono 1, substituintes doadores sobre o anel A diminuem a
densidade de carga enquanto que grupos retiradores provocam um aumento, sendo que
substituintes no anel B exercem efeitos opostos aqueles observados no caso do anel A.

Estudo da influéncia de substituintes polares sobre o deslocamento quimico dos
carbonos nos espectros de RMN “*C de uma série de chalconas substituidas revelaram que os
efeitos séo transferidos de diferentes maneiras dependendo da posi¢cdo do grupo substituinte
[Solaniova et al. (1976)]. Assim, em chalconas substituidas no anel cinamoilico (anel A), os
efeitos sdo maiores sobre o carbono 8 (C,) do que sobre o carbono 7 (Cg), enquanto que nas
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chalconas contendo substituintes no anel benzoilico (anel B) o efeito é oposto e o carbono 7
(Cp) sofre maiores efeitos que o carbono 8 (C,). Em ambos os casos a influéncia dos
substituintes sobre o carbono carbonilico foi pequena. A densidade eletrénica = calculada
também confirma que as mudancas na densidade de carga do carbono carbonilico séo pouco
influenciadas pelos substituintes. Acredita-se que, semelhante ao caso do estireno [Hamer et
al. (1973)], as mudancas induzidas pelos substituintes na densidade de carga do grupo
CH=CH-C=0 sdo dominadas por mudancas na densidade de elétrons =, sendo que 0s
resultados da correlacdo de Hammett confirmam essa hipdtese. O fato de que uma boa
correlacéo foi encontrada para Cg, C; e C; para o0 caso de chalconas contendo substituintes no
anel A, e nenhuma para chalconas substituidas no anel B, confirma a hipotese de que neste
grupo de chalconas o efeito de ressonancia ¢ normalmente localizado no anel benzoilico
substituido.

Para obter informacdes sobre as contribui¢bes de ressonancia e o efeito indutivo sobre
o0 deslocamento quimico em chalconas, a equacéo de Swain-Lupton [Swain et al. (1968)], (A
=& + fF + rR, onde AS é a variacdo de deslocamento quimico, &y é o deslocamento quimico
padrdo, F e R sdo os parametros dos substituintes para os efeitos de campo e ressonancia,
respectivamente, e f e r sdo os coeficientes da equacdo) foi aplicada, tendo sido obtida uma
boa correlagdo com os parametros F e R ndo somente utilizando deslocamentos quimicos, mas
também com a densidade de carga = de Cg, C7, Cy, Cy, C1’, Cy’e Cy4’ para substituintes no anel
A. Para substituintes no anel B foram obtidos bons resultados para Cg, C;, C=0, C;, C,, Cs,
C4 e C;’. Foi assumido que para a chalcona, assim como para estireno e fenilacetileno, trés
tipos de efeito de substituintes podem ser transmitidos através das ligaces: o indutivo, o
mesomeérico e o efeito indutivo n. Para chalconas substituidas no anel A o efeito indutivo =
contribui mais sobre o deslocamento quimico de C; e o de ressonancia pode primariamente
afetar a densidade de elétrons n sobre Cg. A situacdo oposta ocorre para chalconas
substituidas em B, onde o efeito indutivo = € maior em Cg € 0 de ressonancia em C7. Assim, 0
aumento na dependéncia do efeito de campo e o decréscimo no efeito de ressonancia para Cg
confirmam a alta localizac&o da interacdo por ressonancia no grupo benzoilico.

No caso do efeito indutivo = o dipolo do substituinte polariza o sistema n da cadeia
lateral. O efeito é transmitido através do espaco, mas pode ser modificado pelas propriedades
dielétricas da cavidade molecular intermediaria, representado pelo grupo aromatico. Por
exemplo, no caso do estireno a densidade de carga = é aumentada sobre C; e diminuida sobre
Cs. Este é o efeito polar mais importante sobre os deslocamentos quimicos em cadeias laterais
de compostos insaturados [Craik et al.(1970)].
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Também pode ser observado que, grupos fortemente retiradores de elétrons presentes
como substituintes em derivados de chalconas, exercem grande influencia sobre a posi¢édo do
equilibrio conformacional s-cis/s-tran, sendo encontrado mudangas na concentragcdo do
equilibio conformacional para chalcona e seu derivado pentafluorado no anel B (anel
benzilico), que passou de 88,6% e 92,1 % na forma s-cis respectivamente para 67,6% e 83,4%
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quando os derivados sdo as chalconas pentafluorada no anel A (anel cinamoilico) e a
decafluorada substituiada nos anéis A e B (anel cinaomilico e benzilico) respectivamente
[Cesarin-Sobrinho et al. (2001)].

2.2 Albuminas

Em animais superiores, as proteinas sao 0s compostos organicos mais abundantes,
representando cerca de 50 % do peso seco dos tecidos. As proteinas sdo moléculas
poliméricas de grande tamanho, pertencendo a categoria das macromoléculas, constituidas por
um grande nudmero de unidades monoméricas estruturais (os amino &cidos) que formam
grandes cadeias. Devido a esse grande tamanho, quando sdo dispersas em um solvente
adequado formam solugdes coloidais, que possuem caracteristicas especiais que as distinguem
das solucdes de moléculas pequenas. Por meio da hidrolise podemos quebra-las em
seqliéncias menores de amino &cidos, pois centenas ou milhares de amino acidos podem
participar na formacdo da grande molécula polimérica de uma proteina. As proteinas sao
formadas através de ligagBes peptidicas entre os diversos tipos de amino acidos e podemos
classifica-las em duas grandes categorias [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

e Proteinas globulares: sdo proteinas em que as cadeias de amino acidos se voltam sobre
elas mesmas, formando um conjunto compacto que tem forma esferdide ou elipséide, em que
o0s trés eixos da molécula tendem a ser de tamanhos similares. Em geral, sdo proteinas de
grande atividade funcional, como por exemplo, as enzimas, 0s anticorpos, os horménios, a
hemoglobina; sdo sollveis em meio aquoso [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

e Proteinas fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de amino acidos se ordenam de
maneira paralela, formando fibras ou laminas estendidas, nas quais o eixo longitudinal
predomina sobre os transversais. Em geral, sdo pouco sollveis em agua e participam na
formagé&o de estruturas de sustentacéo, como as fibras do tecido conjuntivo e outras formagdes
de tecidos de grande resisténcia mecanica. A estrutura molecular das proteinas é muito
complexa, por essa razdo é conveniente dividi-la em niveis distintos de organizagdo:
estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, (Figura 1) [Lehninger et al. (1993),
Stryer (1995) e Dose (1982)].
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Figura 1. Niveis de organizacdo da estrutura molecular de uma proteina.

Estrutura priméria (Figura 1): refere-se ao nimero e identidade dos amino &cidos que
compdem a molécula e ao ordenamento ou seqliéncia dessas unidades na cadeia polipeptidica.
A unido peptidica somente permite a formacdo de estruturas lineares e, por isso, as cadeias
ndo apresentam ramificacGes [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

Estrutura secundéria (Figura 1): & medida que o comprimento das cadeias vai
aumentando, e em funcdo das condicBes fisico-quimicas do meio, a estrutura secundaria €
criada, representando a disposicdo espacial regular, repetitiva, que a cadeia polipeptidica pode
adotar, geralmente mantida por ligacdes de hidrogénio. Sendo assim, pode-se ter: a) a-hélice:
as cadeias de amino acidos tém varios centros polares e, devido a isto, a fibra enrola-se dando
lugar a uma hélice que se estabiliza formando ligacdes intramoleculares com pontes de
hidrogénio, (Figura 2); e b) folha-g: as cadeias de peptideos se unem formando filas paralelas
gue se estabilizam de maneira intermolecular mediante pontes de hidrogénio, (Figura 3)
[Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

Estrutura tercidria (Figura 1): é a estrutura da maioria das proteinas globulares e
aparece a partir das hélices, que voltam a enrolar-se. E uma estrutura tridimensional completa
que se forma a partir das forcas de atracdo ou repulsdo eletrostatica, das pontes de hidrogénio,
das forcas de van der Waals e das pontes dissulfeto existentes entre os residuos de amino
acidos que formam as cadeias, (Figura 4) [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

Estrutura quaternaria (Figura 1): sdo estruturas de carater oligomérico, que sdo
compostas por varias moléculas separadas, mas entrelacadas em estrutura terciaria. Aplica-se
somente a proteinas constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas e se refere a
disposicdo espacial dessas cadeias e as ligacOes que se estabelecem entre elas - ligacdes
hidrogénio, atragdes eletrostaticas, interagbes hidrofdbicas, pontes dissulfeto entre cisteinas de
cadeias diferentes. Um exemplo deste tipo de estrutura é a hemoglobina, que é composta por
guatro subunidades semelhantes a mioglobina [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].



Hélice o

Figura 3. Estrutura do tipo folha- 5.
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Figura 4. Exemplo de estrutura terciaria de uma proteina.

A albumina (Figura 5) é uma proteina de alto valor bioldgico, presente na clara do
ovo, no leite e no sangue. No sangue é a principal proteina, que se encontra em grande
abundancia no plasma, e é sintetizada no figado. A concentracdo normal de albumina no
sangue animal fica entre 3,5 e 5,0 gramas por decilitro, e é cerca de 50% das proteinas
plasmaticas. O resto de proteinas presentes no plasma chama-se globulinas. A albumina é
fundamental para a manutencdo da pressdo osmdtica, necessaria para a distribuicdo correta
dos liquidos corporais entre o compartimento intravascular e o extravascular, localizado entre
0s tecidos.

Figura 5. Estrutura da albumina.

Existem resultados contraditérios e muitas discussGes sobre a determinacdo da
estrutura da albumina, porém com base em experimentos de hidrodinamica e espalhamento de
raios-X, a albumina sérica aproxima-se de um elipsoide de 140 x 40 Angstroms com trés
dominios homdlogos. Albuminas sdo caracterizadas por conterem um numero pequeno de
residuos de triptofano e metionina e um alto nimero de cistina e amino &cidos carregados,
acidos aspartico e glutamico, lisina e arginina. O contetdo de glicina e isoleucina & menor que
a média encontrada em proteinas [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].
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As albuminas, dependendo de sua origem, podem ser classificadas em: soro-albumina
ou albumina sérica (é a albumina do soro sanguineo), ovoalbumina (é a albumina da clara do
ovo, proteina majoritaria do ovo, que possui propriedades antigénicas resistentes a
desnaturacdo térmica e é termo-estavel) e lactoalbumina (é a albumina do leite).

2.2.1 Albumina sérica bovina (ASB) e albumina sérica humana (ASH)

A albumina sérica é a proteina mais predominante no plasma sanguineo, e por isso, é
uma das proteinas mais estudadas [Zsila et al. (2003) e Takehara et al. (2009)]. Muitos
pesquisadores tém estudado a estrutura e as propriedades da albumina sérica e suas interagdes
com outras proteinas com o intuito de compreender todas as suas fun¢des no organismo.

Albuminas séricas (ASs (em portugués) ou SAs (em ingés, serum albumin)) sdo
proteinas de maior solubilidade, contituintes do sistema circulatorio e tém muitas funcgdes
fisioldgicas, incluindo a manutencdo da pressdo osmotica [He et al (1992), Sugio et al.
(1999), Cui et al. (2008) e Yue et al. (2008)] e controle do pH [Sugio et al. (1999) e Tang et
al. (2006)]. além da sua agdo como transportadoras, distribuidoras e metabolizadoras de
inimeros ligantes enddgenos e exdgenos (por exemplo, farmacos, metabdlitos, acidos graxos,
amino &cidos (geralmente triptofano e cisteina), hormonios, esterdides, cations e anions,
metais (como célcio, cobre, zinco, niquel, mercurio, prata e ouro etc.) resultando no aumento
de solubilidade de compostos bioativos no plasma, diminuindo a sua toxicidade, e/ou
protegendo contra a oxidacdo da ligacdo do ligante (composto bioativo) [He et al. (1992),
Bhattacharya et al. (2000), Zsila et al. (2003), He et al. (2005), Tang et al. (2005), He et al.
(2006), Tang et al. (2006), Cui et al. (2007), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al.
(2008), Shaw e Pal (2008), Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)]. A ligacdo entre ligantes
(compostos bioativos) e ASs é um fator determinante e importante para a farmacodinamica e
farmacocinética da droga, dependendo da concentracdo de droga administrada, podendo afetar
a distribuicdo e a eliminacdo da droga [Petitpas et al. (2001), He et al. (2005), Cui et al.
(2007), Yue et al. (2008) e Stan et al. (2009)].

A albumina sérica humana (ASH) (Figura 6) € um polipeptideo simples e nao-
glicosilado que organiza a estrutura da proteina em forma de coracdo [Falini et al. (2006) e Li
et al. (2009)] com aproximadamente 67% de «a-hélice [He et al. (1992), He et al. (2006) e
Stan et al. (2009)] e pode se ligar e transportar compostos bioativos pouco sollveis em agua
(hidrofébicos) [Li et al. (2008) e Takehara et al. (2009)]. A capacidade das proteinas se
ligarem a compostos aromaticos e heterociclicos, depende amplamente da existéncia de duas
regides de ligacdo majoritarias, conhecidas como sitios | e Il de Sudlow [Sudlow et al. (1975),
Petitpas et al. (2001) e Stan et al. (2009)]. A estrutura da ASH apresenta trés dominios o-
hélice semelhantes (I, 11 e I11) [Sugio et al. (1999), Petitpas et al. (2001), Falini et al. (2006),
Li et al. (2007), Shaw et al. (2008) e Yue et al. (2008)]. Cada dominio subdivide-se em dois
subdominios, A e B [Falini et al. (2006)], que contém seis e quatro a-hélices, respectivamente
[Petitpas et al. (2001) e He et al. (2005)]. Analises cristalograficas da estrutura revelam que
0s sitios de ligacdo com 0s compostos bioativos estdo localizados nos subdominios I1A e 1HI1A
[Sulkowska (2002), Zsila et al. (2003), Tang et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Li et al.
(2007), Shaw et al (2008) e Li et al. (2009)], os quais sdo consistentes com os sitios | e II,
respectivamente [Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)]. Uma grande cavidade hidrofobica (um
residuo de triptofano) esta presente no subdominio 1A [Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)]. A
geometria da bolsa em 11A é completamente diferente do encontrado para I11A [Kandagal et
al. (2006)]. O sitio I, também é conhecido como o sitio de ligacdo da warfarina, e é formado
por uma bolsa no subdominio 1A e contem somente um triptofano de ASH (Trp-214) neste
subdominio [Krangh-Hansen et al. (2002), Kandagal et al. (2006), Stan et al. (2009) e
Takehara et al. (2009)]. O sitio Il esta localizado no subdominio Il1A e é conhecido como o
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sitio de ligacdo da benzodiazepina [Krangh-Hansen et al. (2002) e Stan et al. (2009)]. Dentre
esses sitios, o sitio | parece ser mais versatil, porque ele pode se ligar com alta afinidade, a
ligantes que sd@o muito diferentes do ponto de vista quimico [Peters (1996) e Stan et al.
(2009)]. A ASH é um polipeptideo com 585 residuos de amino acidos [Cui et al. (2008), Li et
al. (2008), Shaw et al. (2008) e Li et al. (2009)], contendo 17 pares de dissulfeto, uma cisteina
livre [He et al. (1992), Sugio et al. (1999), Bhattacharya et al (2000), Petitpas et al. (2001),
He et al. (2006) e Stan et al. (2009)] e um residuo de triptofano (Trp-214) [He et al.(1992), Li
et al. (2007), Shaw et al. (2008) e Takehara et al. (2009)]. Na ASH, os dominios I, Il e Ill
contém os residuos de amino acidos 1-195, 196-383, 384-585, respectivamente [Tang et al.
(2006), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)].
A concentracdo de ASH no plasma sanguineo é de 40 mg/mL (4-5 g/100mL) [Sugio et al.
(1999)]. O peso molecular da albumina humanaa (ASH) € de 66-66,5 kDa (66.000-66.500
g/mol) [Tang et al. (2005) e He et al. (2006)].

A albumina sérica bovina (ASB) (Figura 7) ¢ um polipeptideo, que tem o formato de
um coracdo, liga-se de forma reversivel a um grande ndmero de ligante, apresenta 582
residuos de amino acidos [Stan et al. (2009)], contendo como base de distribuicdo 17 pares de
dissulfeto, uma cisteina livre [Sugio et al. (1999)] e dois residuos de triptofano. A ASB possui
uma estrutura muito semelhante a da HSA [Falini et al. (2006)]. Ela apresenta trés dominios
homologos (I, Il e Ill) ligados entre si [Sugio et al. (1999)]. Cada dominio pode ser
subdividido em dois subdominios, A e B. A ASB tem dois residuos de triptofano, Trp-134 e
Trp-212 [Sulkowska (2002) e Kandagal et al. (2006)]), localizados nos subdominios IB e lIA,
respectivamente [Moriyama et al. (1996) e Stan et al. (2009)]. Na ASB, os dominios I, Il e 11l
contém os residuos de amino &cidos 1-195, 196-383, 384-582, respectivamente. A albumina
sérica bovina (ASB) é a proteina mais abundante no plasma bovino. A ASB é produzida no
figado bovino e a concentracdo de ASB no plasma bovino é de 35-50 mg/mL. O peso
molecular da albumina bovina é de aproximadamente 66 kDa (66.000 g/mol).

Tanto a albumina sérica bovina (ASB) quanto a albumina sérica humana (ASH)
possuem apenas um residuo de cisteina livre, Cys-34. Os outros formam 17 pontes dissulfeto
ajudando a manter a estrutura terciaria. A Figura 6 mostra a estrutura de cadeias de duas
moléculas de ASH (PDB, 1BMO), onde os residuos Cys-34 e Trp-214 aparecem como esferas
[Dose (1982)].
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Albumina sérica humana

Figura 6. Estrutura quaternaria da ASH com os residuos de cisteina e triptofano em destaque
(construida a partir das coordenadas 1BMO, disponiveis no PDB (Protein Data Bank)) [Dose
(1982)].

Dominio |

Figura 7. Estrutura da albumina sérica bovina (ASB) determinada por analogia com estrutura
da albumina sérica humana (ASH) do PDB e seus dominios e subdominios. [Ribeiro (2010)].
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2.2.2 Interagdo entre compostos bioativos e albuminas (ASB e ASH)

As albuminas séricas (ASB e ASH) sdo proteinas que sdo abundantes no plasma
samguineo, seja ele bovino ou humano. Elas apresentam grande solubilidade no sistema
ciculatorio, aumentando a solubilidade aparente de compostos bioativos hidrofébicos no
plasma, além de apresentarem indmeras fungdes fisioldgicas e modelarem a atuacdo de
farmacos na célula in vivo e in vitro [Li et al. (2008)], e por isso, sdo extremamente utilizadas
para transpontar compostos bioativos endddenos e exdgenos. A interagdo do composto
bioativo com a albumina influencia a sua distribuicéo, excrecao, metabolismo e interacdo com
0 problema alvo, uma vez que, isso vai depender da concentracdo de composto bioativo
administrado [Petitpas et al. (2001), He et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Tang et al.
(2006), Shi et al. (2007) e Stan et al. (2009)].

Dentre algumas técnicas geralmente utilizadas para detectar a interacdo entre um
composto bioativo e a albumina sérica (ASH ou ASB) destacam-se: espectroscopia de
fluorescéncia [Xu et al. (1996), Yamasaki et al. (1999) e Wilting et al. (1980)],
espectroscopia no ultravioleta (UV) [Baroni et al. (2001)], espectroscopia de dicroismo
circular (DC) [Wilting et al. (1980)], espectroscopia Raman [Shen et al. (2003)], ressonancia
magnética nuclear (RMN) [Sulkowska et al. (2005)], eletroquimica [Hepel (2005) e Wu et al.
(2004)], reflectancia total atenuada - infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR)
[Millot et al. (2001)], modelagem molecular (MM) [Cui et al. (2008), Yue et al. (2008) e
Monti et al. (2009)] e fotdlise por pulso de laser [Bueno et al. (2009) e Monti et al. (2009)].
Sendo assim, a interacdo entre compostos bioativos e a albumina sérica humana (ASH) ou a
albumina sérica bovina (ASB), e o efeito da transferéncia de energia nessas intera¢fes, vém
sendo investigados por essas técnicas de analise. Assim como, os efeitos da temperatura sobre
estas reacdes de interacdo droga-albumina (ASH e ASB).

A espectroscopia de fluorescéncia € um dos métodos mais poderosos para se estudar
as interacGes moleculares envolvendo proteinas, isso porque € uma técnica altamente sensivel,
seletiva, conveniente, rapida, simples e com fundamento tedrico abundante. Ela apresenta
vantagens em relacdo aos métodos convencionais empregados para se estudar a interacdo
compostos bioativos-proteinas, tais como, cromatografia de exclusdo por afinidade ou
tamanho, ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo. Esses métodos convencionais apresentam pouca
sensibilidade ou tempo de operacdo muito longo, ou ambos. Além disso, esses métodos
normalmente requerem proteinas em concentragbes muito superiores & da constante de
dissociacdo do complexo droga-proteina sob investigacdo [Oravcova et al. (1996) e Epps et
al. (1998)]. Medindo-se a fluorescéncia intrinseca da albumina suprimida, a acessibilidade de
supressores aos grupos fluoroforos da albumina pode ser estimada. Esta informacdo pode
ajudar a prever o mecanismo de interacdo da droga com a albumina sérica [Yue et al. (2008)].

A supressao de fluorescéncia se refere a qualquer processo que diminua a intensidade
de fluorescéncia de uma amostra. Uma variedade de interagcbes moleculares pode resultar em
supressao, incluindo reacfes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
energia, formacdo de complexo no estado fundamental e supressdo colisional [Lakowicz
(2006) e Cheng et al. (2009)]. A supressao tanto estatica quanto dindmica pode ser distinguida
por sua dependéncia com a temperatura e a viscosidade do meio, ou por mudancas
consideraveis no tempo de vida do estado excitado singlete [Cheng et al. (2009)].

Partindo-se dos estudos de supressdo de fluorescéncia, os valores termodindmicos
AG®, AH® e AS° podem ser obtidos experimentalmente por estudos de constantes de supressao
de Stern-Volmer, Stern-Volmer modificado e van’t Hoff, 0s quais possibilitam ainda a
obtencédo de outros valores como constantes de ligagdo (Kp) e 0 numeros de sitios de ligacdo

(n).
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As forcas que atuam entre uma molécula pequena e uma macromolécula, incluem,
principalmente, ligagdo hidrogénio, forca de van der Waals, forca eletrostatica, forca de
interacdo hidrofobica e outras. Considerando a dependéncia da constante de ligacdo com a
temperatura, um processo termodindmico é responsavel pela formacdo do complexo [Li et al.
(2007) e Yue et al. (2008)].

Os calculos do raio de Forster obtidos através da sobreposicdo dos espectros de
emissdo e absorcdo doador-aceptor, fornece a distancia média entre o residuo de triptofano
(doador) e a molécula supressora (aceptor), que pode ser calculado de acordo com a teoria de
transferéncia de energia ndo-radiativa de Forster [Forster (1948), Yue et al. (2008) e Cheng et
al. (2009)]. A eficiéncia de transferéncia de energia (E) esta relacionada com as distancias Rg
e r entre doador e aceptor e € a distancia critica entre o doador (ASB) e o0 aceptor (composto
bioativo), quando sua eficiéncia de transferéncia for 50%.
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2.3 Descricéo da Técnica de Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular (DC) é uma técnica sensivel para monitorar mudancas
conformacionais nas proteinas [Yue et al. (2008)] e é geralmente usado para a determinacao
da estrutura secundaria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et al. (2009)]. O
dicroismo circular € particularmente Util para o estudo de moléculas quirais, macromoléculas,
sejam elas ou ndo de origem bioldgica, tais como proteinas, carboidratos, dendrimeros, etc.,
compostos esses que possuem unidades oticamente ativas, ou seja, podem exibir sinal na
espectroscopia de dicroismo circular. Quando tais moléculas interagem com a luz
circularmente polarizada provocam uma alteracdo nessa luz incidente. O DC € uma forma de
espectroscopia que faz uso da absorcdo diferenciada da luz polarizada no sentido horario
(direita) ou no sentido anti-horario (esquerda). O DC ¢é a diferenga de absor¢do (A) da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direitaz DC = Ag - Ap. Este fenbmeno ¢é
rotineiramente utilizado no estudo da estrutura secundaria de proteinas. A técnica de DC
detecta exatamente a alteracdo através da medida da diferenca da absorcdo da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita, apds a luz passar pela amostra [Fasman (1996)
e Woody (1995)].

O DC pode ser utilizado para detectar: mudancas conformacionais de macromoléculas;
composicdo de misturas quirais; interacdo dessas macromoléculas com outras moléculas
menores, especialmente aquirais. Existem algumas vantagens na utilizacdo desta técnica,
como por exemplo: experimentos simples e rapidos; recuperacao total da amostra (técnica ndo
destrutiva); as analises sdo feitas em solucdo; e 6tima para o estudo da estrutura secundaria de
biomoléculas em solucdo. Este detalhe é importante porque no processo de cristalizacdo pode
ocorrer alteracdo na estrutura da molécula, principalmente em sistemas bioldgicos. Em
solucdo tem-se uma reproducdo muito préxima do que é a realidade dos sistemas bioldgicos
in vivo. A (Figura 8) mostra um esquema dos componentes basicos do dicroismo circular
[Fasman (1996) e Woody (1995)].

modulador fotoelastico

polarizad or

monoc o mador
fonte de huz amosira
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Figura 8. Esquema dos componentes basicos do dicroismo circular.
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A luz linearmente polarizada é composta de dois componentes circularmente
polarizados de mesma intensidade. Em cada uma dessas componentes o vetor eletromagnético
gira na direcdo de propagacdo. Observando-se perpendicularmente a variacdo no vetor
elétrico com o tempo, percebe-se que a ponta deste vetor segue uma hélice, rodando no
sentido horéario para a luz polarizada circularmente (para a direita) e anti-horario (para a
esquerda). A absorcdo de luz ndo-polarizada é descrita pela absorbancia (A) e é definida pela
Equacdo 2 [Fasman (1996) e Woody (1995)].

A =log(lo/1)

Equacéo 1. Equacdo para determinar a absorcdo de luz ndo-polarizada.

Onde: A = absorbancia;
lo = intensidade da luz incidente;
| = intensidade apos a luz percorrer uma distancia | no meio.

Segundo a lei de Lambert-Beer (Equagéo 3) [Pace et al. (1995)], pode-se determinar o
coeficiente de extin¢cdo molar, ou coeficiente de absorcdo molar, ou absortividade molar (&)
[Pace et al. (1995)]. Da mesma forma que se pode definir um coeficiente de extin¢cdo molar
para a luz circularmente polarizada para a direita ou para a esquerda, €p € g, respectivamente.
O dicroismo circular molar (Ag), Equacéo 4, é definido como a diferenca entre os coeficientes
de extincao entre os dois tipos de luz polarizada (o coeficiente de extingdo molar para a luz
ndo-polarizada é simplesmente a média aritmética entre ¢g e ¢p) [Fasman (1996), Hecht
(1998) e Woody (1995)].

A=¢g.cl
Equacéo 2. Equacdo para determinar o coeficiente de extingdo molar [Pace et al. (1995)].

Onde: A = absorbancia;
¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
| = distancia que a luz percorre no meio (em cm);
¢ = coeficiente de extincdo molar (em L/cm.mol).

Todos os instrumentos comerciais de DC medem a variacdo de absorbancia (AA) (AA
= Ae - Ap = (e — ep).c.l). Por razdes historicas, entretanto, os aparelhos de DC sdo calibrados
para elipticidade (0), Equacdo 5 [Fasman (1996), Hecht (1998), Woody (1995) e
www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. Para eliminar os efeitos do
caminho 6ético e da concentragéo, a elipticidade (0) é expressa na forma de elipticidade molar
(6m), Equacdo 6 [Fasman  (1996), Hecht (1998), Woody (1995) e
www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf], que também é representada
por MRE (elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual). Dessa forma, o
dicroismo  circular (DC) gera luz elipticamente polarizada, (Figura 9)
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].
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Ae=¢gg-gp= (AE - AD)/Cl

Equacéo3. Equacéo para determinar o dicroismo circular molar [Fasman (1996), Hecht
(1998), Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Onde: Ae = dicroismo circular molar (em L/cm.mol);

ee = coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a esquerda
(em L/cm.mol);

ep = coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita
(em L/cm.mol);

Ag = absorbéancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda;

Ap = absorbéancia para a luz circularmente polarizada para a direita;

¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);

| = distancia que a luz percorre no meio (em cm).

Figura 9. Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular. E é a
magnitude dos vetores elétricos da luz cicularizada para a direita e para a esquerda, a € 0 €ixo
maior enquanto que b é o eixo menor
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

0 (em deg) = 180.In10.AA/47 = 32,98AA

Equacéo 4. Equacéo para determinar a elipticidade [Fasman (1996), Hecht (1998), Woody
(1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Onde: 0 = elipticidade (em deg (graus));
AA = variacéo de absorbancia.

Om = 1000/c.] = 3298A¢e
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Equacao 5. Equacdo para determinar a elipticidade molar [Fasman (1996), Hecht (1998),
Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Onde: 0y, = elipticidade molar (em deg.cm?/dmol);
0 = elipticidade (em deg (graus));
¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz;
| = disténcia que a luz percorre no meio (em cm);
Ag = dicroismo circular molar (em L/cm.mol).

As medidas de dicroismo circular (DC) permitem analisar o conteddo da estrutura
secundaria e terciaria de proteinas [Johnson (1988), Venyaminov e Yang (1996) e Cordeiro
(2005)]. Para avaliar a estrutura secundaria sdo feitas medidas na regido do ultravioleta
distante. Valores negativos méximos de elipcicidade (6) em 208 nm e 222 nm indicam a
presenca de uma estrutura predominantemente em a-hélice, e valores de elipcicidade
negativos entre 215 nm e 225 nm sugerem a presenca de estrutura em folha-g [Johnson
(1988), Venyaminov e Yang (1996) e Cordeiro (2005)].
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Aparelhos

Os espectros na regido do ultravioleta (UV) foram obtidos em espectrofotdmetro
Shimadzu modelo Mine 1240, com cela de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

Os espectros de fluorescéncia foram realizados em um espectrofluorimetro Jasco
modelo J-815 com cela de quartzo de 1 cm de passo Otico equipada com sistema
termostatizado Jasco PFD-425S15F com precisdo 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 preciséo de 0,1°C.

3.1.2 Vidraria

Todo o material de vidro utilizado nos processos de preparacdo e na manipulagédo das
amostras foi limpo de acordo com o roteiro abaixo:
- A vidraria foi colocada em imersdo em uma solucdo de etanol/agua, com 10% de NaOH,
durante 24 horas;
- Enxaguada com &gua corrente;
- Enxaguada com agua destilada;
- Enxaguada com etanol P.A.;
- Enxaguada com acetona P.A.;
- Enxaguada com acetona grau espectroscopico;
- Seca em estufa a 150°C.

3.1.3 Reagentes

Acetofenona e benzaldeido foram adquiridos a Carlo Erba e usados como recebidos.

3-Fluorbenzaldeido; 4-fluorbenzaldeido; 3,5-difluorbenzaldeido; 2,3-
difluorbenzaldeido; 2,5-difluorbenzaldeido e 2,3,5,6-tetrafluorbenzaldeido; foram adquiridos
a Aldrich Chemical e usados como recebidos.

Etanol, acetona, grau espectrofotométrico, hidréxido de potassio e de sodio foram
adquiridos ao Vetec.

A albumina utilizada neste trabalho foi a albumina sérica bovina (ASB), produto
comercial comprado da Aldrich.

Pastilhas ou sachés de PBS, utilizados neste trabalho, foram produtos comerciais
comprados da Aldrich, com os quais foram preparadas solugfes tampéo fosfato (PBS) de pH
=7,4.

Agua, grau milli-Q, foi obtida através do aparelho DIRECT-Q, modelo MILLIPORE,
que se encontra na sala 22 do departamento de quimica da Universidade Federal Rural do Rio
de janeiro (UFRRJ) no LBBMA ( Laboratério de bioguimica e biologia molecular de
artropodes).
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3.2 Métodos

Chalcona (CH) e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F CH25F e
CH2356F) foram analisados por técnicas de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis), e
em albumina sérica bovina (ASB) por técnicas de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-
Vis), espectroscopia de emisséo de fluorescéncia com variagdo de temperatura (Aexc = 280
nm; T =288 K, 293 K, 298 K) e dicroismo circular com variacdo de temperatura (T =288 K,
293 K e 298 K).

3.2.1 Sinteses

Chalcona (CH) foi sintetizada utilizando-se uma simples reacdo de condensacao
aldolica em meio basico (método de Koller e Chadwell), cujo procedimento vai descrito a
seguir [Kohler et al. (1932)].

A um baldo de 50 ml provido de agitador magnético e contendo, inicialmente, uma
mistura de etanol (10 ml) e hidroxido de potéssio aquoso a 10% (16 ml), em banho de gelo,
foram adicionados 550 mg (5,18 mmol) de benzaldeido (utilizou-se 10% em excesso do
aldeido). Em seguida, adicionou-se gota a gota 559 mg (0,57 ml; 4,66 mmol) de acetofenona,
mantendo-se a reacdo sob agitacdo por 8 horas e posterior repouso por 24 horas. Apos este
periodo foram obtidos cristais amarelos que foram lavados com &gua gelada e posteriormente
recristalizados de uma mistura de EtOH/H,O. Os cristais obtidos foram secos a pressao
reduzida, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

A sintese dos derivados fluorados foi realizada por um procedimento semelhante ao
descrito pelo método de Koller e Chadwell. Em um baldo de 50 ml, equipado com agitador
magnético, em banho de gelo, contendo 10 ml de EtOH/H,0 (6:4) e KOH na concentragdo de
10% molar (conc. 0,0026 g/ml) em relacdo a da cetona, adicionou-se em uma Unica por¢ao
todo o aldeido (550 mg - 5,2 mmol) e em seguida a metade da massa de cetona (279 mg - 2,33
mmol). Apds o inicio da reacdo, aproximadamente 1-2 h, adicionou-se o restante da cetona e,
sob agitacdo constante, a reacdo prosseguiu até a obtencdo de um precipitado. A mistura
reacional foi entdo filtrada e o residuo sélido obtido foi lavado com H,O gelada até pH neutro
(medido em papel de tornassol) e recristalizado sucessivas vezes de uma mistura de
EtOH/H,0. Em seguida, os cristais obtidos foram secos sob pressdo reduzida e mantidos ao
abrigo da luz.

Quando nestas condicdes a reacdo ocorria muito lentamente, ou nao ocorria,
provavelmente devido a baixa concentracdo de base, esta foi aumentada progressivamente até
a reacdo ter inicio (mudanca na cor da solucdo, algumas vezes variando de incolor para
amarelo claro, ou atravées da formacéo de precipitado nas paredes do baléo).

3.2.2 Solugdes

e Solucdes de concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10° mo/L de chalconas
(CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) em etanol (solugéo 1);

e Solugédo buffer de fosfato (PBS), uma solucdo tampdo fosfato de pH = 7,4 (1
pastilha solubilizada em 200 mL de agua milli-Q ou 1 saché solubilizado em 1 L
de agua milli-Q);

e Solugdes 1,00 x 10° mol/L de albumina sérica bovina (ASB) em solugéo buffer de
fosfato (PBS) (tampdo fosfato de pH = 7,4) (solugéo 2);

e Solucgdes 1,00 x 10°® mo/L de albumina sérica bovina (ASB) em solucéo buffer de
fosfato (PBS) (tampdo fosfato de pH = 7,4) (solucéo 3).
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3.2.3 Estudos espectroscopicos na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis)

Foram registrados espectros de absorcéo na regidao do UV-Vis com varreduras na faixa
de 200 nm a 500 nm para agua milli-Q, solucdo tampéo de PBS (pH = 7,4) e da ASB em
solucdo tampdo de fosfato (pH= 7,4), com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10°
mol/L (Figura 10).

No espectrémetro de ultravioleta, também foram realizadas varreduras na faixa de 200

nm a 400 nm, utilizando-se células de quartzo, com um volume de 3 mL de solucdo de
albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10” mol/L (branco), de modo a se obter um espectro de absorcao
UV-Vis de ASB. Aos 3 mL de solucdo de albumina (ASB), foi efetuada uma titulacdo com
adicdo de aliquotas de 10 uL de uma solucdo das chalconas (CH, CH3F, CH4F,CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L, e os
espectros de absorcdo UV-Vis eram registrados ao longo das adi¢fes das chalconas (Figuras
12, 27, 39, 51, 63, 75 e 87).
No espectrometro de ultravioleta, também foram realizadas varreduras na faixa de 200 nm a
400 nm, utilizando-se células de quartzo, com um volume de 3 mL de etanol, em que se
adicionou aliquotas de solucdo etanolica de chalconas até se obter uma concentracdo final de
1,00x10™° mol/L, e os espectros das chalconas foram registrados ap6s a adicéo da solucéo de
chalcona (Figuras 99, 100, 101, 102, 103, 104 e 105).

3.2.4 Estudos espectroscopicos de emissdo de fluorescéncia

Foram registrados espectros de emissdo de fluorescéncia da ASB (1ex=280, emissao
300-500 nm) em solucéo tampéo de PBS (pH = 7,4), com concentragdo de aproximadamente
1,00 x 10™ mol/L nas temperaturas de 288 K, 293 K e 298 K (Figura 13).

Foram também registrados espectros de emissdo de fluorescéncia (he=280, emissdo
300-500 nm) para agua milli-Q, solucdo tampédo de PBS (pH = 7,4) e da ASB em solugéo
tampdo de fosfato (pH= 7,4), com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L
(Figura 14).

Os estudos da interacdo das chalconas (CH, CH3F, CH4F,CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F) com a albumina sérica bovina (ASB), por espectroscopia de fluorescéncia foi
realizada inicialmente pelo registro da emissdo de fluorescéncia de uma aliquota de 3 mL de
uma solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) concentracdo
de aproximadamente 1,00 x 10”> mol/L de modo a obter a intensidade de fluorescéncia inicial
(Fo), sendo em seguida, realizada uma titulacdo através da adi¢do de aliquotas sucessivas das
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10 mol/L de modo a obter um valor de supressao inicial (Fo-F) com
aproximadamente 10% do valor inicial da fluorescéncia da ASB (Fo) (Figuras 15, 28, 40, 52,
64, 76 e 88).

As condicdes utilizadas para estas analises foram as seguintes: espectro de emisséo de
fluorescéncia (varredura de 300 nm a 450 nm), e comprimento de onda de excitacdo (Aexc =
280 nm), com fendas de emissdo a 6,0 nm e de excitagdo a 10 nm e velocidade de 100
nm/min. Todos os estudos espectroscopicos de emisséo de fluorescéncia foram realizados nas
temperaturas de 288 K, 293 K e 298 K.
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3.2.5 Estudos espectroscopicos de dicroismo circular

As condicdes utilizadas para esta analise foram: varredura (faixa) de 200 nm a 250 nm,
com velocidade de 100 nm/min no espectropolarimetro e controle de temperatura (T = 288 K,
293 K e 298 K). A linha de base foi uma solucédo aquosa de PBS (pH = 7,4). Os espectros das
solucBes aquosas de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com
concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10° mol/L foram subtraidos desta linha de base
Para a realizagdo das analises de dicroismo circular, foram colocados 3 mL de uma solugéo de
albumina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) de 1,00 x 10 mol/L em uma célula de
quartzo, e medida a sua elipticidade (branco), em diferentes temperaturas (T = 288 K, 293 K e
298 K), (Figura 23) as quais foram suprimidas com a adi¢éo de pequenas aliquotas da solucao
1 (de 12 uL, 24 pL, 48 pulL e 96 uL) de solucdes de chalconas (CH, CH3F, CH4F,CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) com concentragdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L, até se
obter uma concentracéo final de chalconas na célula de quartzo em torno de 3,00 x 10°
mol/L. Ap6s cada uma dessas adi¢Oes, era feita uma leitura da solucdo contida na célula de
quartzo.(Figuras 24-26, 36-38, 48-50, 60-62, 72-74, 83-85, 96-98).
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3.2.6 Condicdes de analises
3.2.6.1 Ultravioleta/Visivel

Tabela 2. Temperatura utilizada na absorcdo de UV-VIS de ASB na presenca da chalcona
(CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F CH25F e CH2356F).

pH T
(K)
7,4 295

Tabela 3. Concentracdo final das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F), ap6s a adicdo de aliquotas de uma solucdo estoque 1,0 x 10° mol/L, em 3 mL da
solucéo de ASB 1,00 x 10™ mol/L, para T = 298 K.

Adicdo de CHs (de 10 pL. em 10 pL) Concentracao de CHs (mol/L)

0L 0

10 uL 3,40 x 10°
20 puL 6,70 x 10°
30 pL 1,01x 10°
40 uL 1,35x 10”
50 pL 1,69 x 10°
60 pL 2,02 x 10°
70 uL 2,36 x 107
80 pL 2,70 x 10°

3.2.6.2 Fluorescéncia

Tabela 4. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de emissdo de fluorescéncia de ASB na
presenca da chalcona (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

pH T
(K)

7,4 288
293
298
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Tabela 5. Concentracéo final das chalconas (CH, CH3F, CH23F, e CH2356F), apos a adi¢édo
de aliquotas de uma solucéo estoque 1,0 x 10° mol/L diluida na propor¢éo (1:3), em 3 mL da
solucdo de ASB 1,00 x 10° mol/L, para T = 288 K, 293 K e 298 K.

Adicdo de CHs (de 10 pL. em 10 pL) Concentracao de CHs (mol/L)

0pL 0

10 pL 8,50 x 10"
20 puL 1,60 x 10°
30 uL 2,50 x 107
40 uL 3,30 x 10°
50 pL 4,20 x 10°®
60 puL 5,10 x 107
70 pl 6,00 x 10
80 uL 6,70 x 10°

Tabela 6. Concentracdo final das chalconas (CH4F, CH25F e CH35F), apds a adicdo de
aliquotas de uma solucéo estoque 1,0 x 10 mol/L diluida na proporcéo (1:3), em 3 mL da
solucdo de ASB 1,00 x 10° mol/L, para T = 288 K, 293 K e 298 K.

Adicdo de CHs (de 15 pL em 15 pl) Concentracao de CHs (mol/L)
0L 0
15 uL 1,20x 10°®
30 uL 2,40 x 10°
45 uL 1,47 x 10°
60 puL 1,96 x 10”
75 uL 2,43 x 10”
90 pL 2,91x 107
105 pL 3,33x107
120 pL 3,84 x 10°

3.2.6.3 Dicroismo

Tabela 7. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de dicroismo circular de ASB na
presenca da chalcona (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

pH T
(K)

7,4 288
293
298
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Tabela 8. Concentracdo da chalcona (CH) e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) ap6s a adicéo de aliquotas de uma solucdo das CHs (1,0 x 107
mol/L), em 3 mL da solucéo de ASB (1,00 x 10°® mol/L), para T=288 K, 293 K e 298 K.

(ASB:chalconas) Concentracao final de chalcona
(mol/L)
(1:0) 0
(1:4) 3,90x 10°
(1:8) 7,90 x 10°
(1:16) 1,57 x 10”
(1:32) 3,10 x 10”




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo acerca dos estudos fotofisico da interagdo da chalcona (CH)
e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) com

albumina sérica bovina (ASB) estdo apresentados a seguir.
4.1 Espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A albumina sérica bovina (ASB) apresenta uma banda em comprimento de onda
maior, em torno de 280 nm, a qual ¢ atribuida principalmente a absor¢do por parte do
triptofano e em menor grau pela tirosina e pela fenilalanina (Figura 10)
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf e
www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf]. A Figura 10 mostra ainda
que ndo ha diferengas entre os espectros de absor¢do UV-Vis, de dgua milli-Q (AD) e de
solugdo tampao de PBS (pH = 7,4) e que nessa regido do espectro UV-Vis (200-500 nm) nao
apresentam absorg¢des significativas.

3,04
2,5
> 2,01
<
=]
N
<
g 1,5 1 -
< : Agua milli-Q (AD)
§ 1,0 _\‘ — PBS
e}
2] BSA
0,51
0,0 +——= T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 10. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis de agua milli-Q (AD), solugao tampao de PBS
(pH = 7,4) e solugdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4), Cass
=1,00 x 10 mol/L.

Triptofano, tirosina e fenilalanina (Figura 11) sdo relativamente ndo polares, podem
participar de interagdes hidrofobicas, que sdo razoavelmente fortes quando os grupos
aromaticos (grupos aromaticos ligados a estrutura base do amino acido) estdo reunidos um ao
lado do outro. O grupo hidroxila da tirosina pode formar ligagdes hidrogénio, e isso atua
como um grupo funcional importante na atividade de algumas enzimas. A tirosina e o
triptofano  sdo mais polares devido ao grupo  hidroxila e  nitrogénio,
[www?2.1iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].
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Figura 11. Estrutura de fenilalanina, tirosina e triptofano
[www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].

As mudangas na estrutura de ASB, induzidas pela adi¢do de chalconas, foram
investigadas através de espectros de absor¢cao UV-Vis. Os resultados obtidos acerca da ASB,
e da interacdo entre ASB ¢ as chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F) por absor¢ao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) na faixa de 200 nm a 400 nm estao

apresentados na Figura 12 para CH e no anexo para os demais compostos (Figuras 27, 39, 51,
63,75 e 87).

— ASB
Chalcona (CH) —— ASB+10uL
ABS+20ul
—— ASB+30ulL
ASB+40ul
T ——— ASB+50ul

2,5 1

2,0 1

ASB+60uL
— ASB+70uL
— ASB+80uL

1,5 1

1,0 H

Absorbancia (u.a.)

0,5 1

0,0

-

T T T T T T T T
200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢do de ASB tamponada com PBS (pH
= 7,4) em chalcona (CH), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccy = 0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69;
2,02;2,36;e 2,7 0 (x 10°) mol/L.

Os resultados dos estudos da interacdo da chalcona (CH) e seus derivados fluorados
(CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) com ASB mostra um aumento das
bandas de absor¢ao com o aumento da concentragao de chalcona (Figura 12, 27, 39, 51, 63,
75 e 87) apresentando um deslocamento batocrdmico (vermelho) da banda de absorgdo
proxima a 280 nm, caracteristica do triptofano, indicando que houve a formagdao de um
complexo entre as chalconas e a albumina sérica bovina (ASB).
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As regides principais para a ligacdo dos compostos bioativos com os sitios de ligacao
da albumina estdo localizadas em cavidades hidrofobicas nos subdominios IB e IIA, os quais
sdo consistentes com os sitios I e II, respectivamente, ¢ os residuos de triptofano (Trp-134 e
Trp-212) de ASB estdo nesses subdominios, respectivamente. Existe uma grande cavidade
hidrofobica presente no subdominio ITA, onde muitos compostos bioativos, como por
exemplo, as chalconas, podem se ligar formandos os complexos chalconas-ASB.

Os espectros de UV-Vis das chalcona (CH) e seus derivados fluorados indicaram uma
banda maior em torno de 300 nm, e se encontram no anexo (Figuras: 99-105).

4.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A Figura 13 mostra os espectros de emissdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm),
em diferentes temperaturas (T = 288 K, 293 K e 298 K), enquanto que na Figura 14 estdo
sobrepostos os espectros de emissdo de fluorescéncia para a ASB em solugdo tampao de
fosfato (pH= 7,4), 4gua milli-Q (AD) e solugdo tampao de PBS (pH = 7,4), sendo que os dois
ultimos assim como as chalconas ndo apresentaram emissdo de fluorescéncia entre 310 e
500nm (Aexe = 280 nm) [Cesarin-Sobrinho (2002)], consequentemente, o que se observa nessa
regido, ¢ somente a emissao de fluorescéncia da albumina sérica bovina (ASB).

2,0 5

187 — ASB288K

—ASB293 K
ASB 298 K

1,6 H

1,4

1,2—-
1,0—-
0,8—-
0,6—-

0,4

Intensidade de emissdo (u.a)

0,2 1

0,0 T T T T T T T SERE—
300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 13. Espectro de emissdo de fluorescéncia (Aee = 280 nm) da solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4), Casg = 1,00 x 10° mol/L, a T =288 K, 293 K, 298 K.
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Figura 14. Espectros de emissdo de fluorescéncia (A = 280 nm) de agua milli-Q (AD),
solucao tampao de PBS (pH = 7.,4) e solu¢ao de albumina sérica bovina (ASB) tamponada
com PBS (pH = 7,4), Casg = 1,00 x 10° mol/L.

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia para a interagdo entre a
chalcona (CH) e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F) com ASB em solu¢do de tampdo de fosfato (pH= 7,4) na temperatura de 298 K
estdo apresentados na Figura 15 para CH e no anexo para os demais compostos (Figuras 28,
40, 52, 64, 76 e 88).

—— ASB
—— ASB+10uL
ASB+20ulL
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Figura 15. Espectros de emissdao de fluorescéncia (A = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH), Casg = 1,00 x 10° mol/L € Ccx = 0; 0,085;
0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 ¢ (x 10°) mol/L, a T =298 K.
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Nesses estudos, observou-se que a emissdo de fluorescéncia da ASB era suprimida
pelas chalconas (com a adigdo de aliquotas das chalconas). A adicdo de chalconas levou a
uma gradativa diminuicdo na intensidade de fluorescéncia maxima de ASB (Figuras 15, 28,
40, 52, 64, 76 e 88) o que indica que a posicdo de interacdo entre as chalconas e a ASB esta
localizada proxima aos residuos de triptofano [Wei et al. (2006) e Cheng et al. (2009)]. Como
ndo se observa mudangas considerdveis no comprimento de onda de emissdo maxima, isto
implica em que a adi¢do das chalconas ndo deve exercer grande influéncia na polaridade do
microambiente hidrofébico ao redor do triptofano na ASB [Cheng ef al. (2009)].

Com o aumento da concentracao das chalconas ocorreu um leve deslocamento para o
vermelho na emiss@o da albumina, sugerindo que o composto se ligue a cavidade hidrofébica
da albumina, resultando em uma mudanga estrutural da albumina, com um aumento de
polaridade ao redor do residuo de triptofano (ou dos residuos) e em uma diminui¢do de
hidrofobicidade [Shi et al. (2007) e Tang et al. (2006)] indicando que a chalcona suprime a
fluorescéncia de ASB durante a complexagao.

Existem casos na literatura, onde, com o aumento da concentragdo do composto
bioativo na solugdo de albumina, ocorre um leve deslocamento para o azul [Zhang et al
(2008), Cui et al. (2007), He et al. (2006), Li et al. (2008), Yue et al. (2008), Li et al. (2009) e
Ribeiro (2010)], na emissdo da proteina (albumina sérica bovina (ASB)), sugerindo que o
cromdforo da proteina (ASB) estd em um ambiente diferente daquele anterior a adigdo dos
compostos bioativos [Li ef al. (2009)], ou seja, ASB pura (livre), o croméforo da ASB esta
localizado em um ambiente mais hidrofébico apds a adicdo dos compostos bioativos [Yuan et
al. (1998), Zhang et al. (2008) e Cui ef al. (2007)], indicando mudanca de conformacao da
albumina [Yue et al. (2008)].

A interacdo entre as chalconas e ASB se dar em ambiente menos hidrofébico do que o
ambiente da ASB livre significa que a interacdo e a transferéncia de energia foram fortes. Ao
mesmo tempo, os residuos de triptofano foram levados para um ambiente menos hidrofébico,
tornando a polaridade ao redor do triptofano mais hidrofilica, aumentando a polaridade do
ambiente ao redor do ligante (chalconas) [Cui et al. (2007), He et al. (2006) e Li et al.
(2009)].

Os mecanismos possiveis para o processo de supressdo podem ser estdtico ou
dindmico, e sua interpretacdo pode ser investigada através do espectro de supressdo de
fluorescéncia da proteina, e a partir da construcdo de graficos de Stern-Volmer a diferentes
temperaturas [Yue ef al. (2008) e Li et al. (2009)], obtendo dessa forma as constantes de
supressao de Stern-Volmer (Ksv) e as constantes de velocidade de supressao de fluorescéncia
(ky) para a interacdo entre ASB e os compostos bioativos (Equagao 6 [Gao et al. (2004), He et
al. (2005), Xie et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Lakowicz (2006), Xie et al. (2006), Cui
et al. (2007), Li et al. (2007), Shi et al. (2007), Cui et al. (2008), Yue et al. (2008), Wang et
al. (2008), Zhang et al. (2008), Li et al. (2009), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan
et al. (2009)]). Para o tempo de vida de ASB (Ty), na auséncia de supressor, foi utilizado o
valor de 1o = 10® s [Xie ef al. (2005), Tang et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Lakowicz
(2006), Cui et al. (2007), Cui et al. (2008), Zhang et al. (2008) e Cheng et al. (2009)].

Os graficos de Stern-Volmer correspondentes a supressao de fluorescéncia dos
residuos de triptofano de ASB pelas chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F), a diferentes temperaturas (288 K, 293 K e 298 K), estdo mostrados na Figura 16
para CH e no anexo para os demais compostos (Figuras 29, 41, 53, 65, 77 e 89).

Os valores de Ksy ¢ kq estdo dados na Tabela 9. Todos os valores demonstram que o
provavel mecanismo de supressdo de ASB pela interacdo com as chalconas ¢é estatico, em
funcdo dos altos valores encontrados para as constantes de velocidade de supressdo pelas
chalconas (k, (010" a 10" L/mol.s), e pouco dependente da temperatura. Estes valores sdo
muito mais altos do que a constante de velocidade de difusdo (kq 05 x 10° L/mol.s, em agua),
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indicando a formacao inicial de um complexo ASB-chalconas. Os valores de Ksy foram bem
parecidos com os da literatura para outras moléculas (Ksy (J10° a 10° L/mol), e também, com
os valores de k, da literatura para outras moléculas (k, 010" a 10" L/mol.s) [He et al. (2005),
Xie et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Zhang et al.
(2008) e Li et al. (2009)].

Dmreknlol =1+ K, 0 k=2

Equacio 6. Equacdo para a determinagdo de Kgv, e consequentemente, k.

Onde: Kgy = constante de supressao de Stern-Volmer;
kq = constante de velocidade de supressao de fluorescéncia da biomolécula;
To = tempo de vida de ASB sem supressor;
[Q] = concentracdo de supressor (chalcona) ou concentracao de ligante (chalcona);
Fo = intensidade de emissao de fluorescéncia sem supressor (ASB pura);
F = intensidade de emissdo de fluorescéncia com supressor (com chalcona).
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2,6—- i 293K
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Figura 16. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (A = 280
nm) pela chalcona (CH).
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Tabela 9. Valores de Ksyv e ky obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer para a supressao
de fluorescéncia de ASB (Acx. = 280 nm) pelas chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F e CH2356F) em diferentes temperaturas (288 K, 293 K e 298 K).

T (K) 288 293 298

Ksv (L/mol) | kq(L/mol.s) | Ksv (L/mol | kq(L/mol.s) | Ksv (L/mol | k,(L/mol.s)
CH 211355 2,11E+13 213205 2,13E+13 219945 2,20E+13
CH3F 23676 2,37E+12 24199 2,42E+12 24182 2,42E+12
CH4F 48851 4,89E+12 49297 4,93E+12 49385 4 94E+12
CH35F 78825 7,88E+12 80336 8,03E+12 82427 8,24E+12
CH23F 116227 1,16E+13 120184 1, 20E+13 123566 1,24E+13
CH25F 73936 7,39E+12 74824 7,48E+12 72742 7,27E+12
CH2356F 67041 6,70E+12 67853 6,79E+12 70016 7,00E+12

As constantes de supressdo efetivas para as chalconas, ou constantes de ligagdo de

Stern-Volmer modificadas (K,), foram obtidas a partir da constru¢dao de graficos de Stern-
Volmer modificados (Equagdo 7 [He et al. (2005), Xie et al. (2005), Lakowicz (2006), Tang
et al. (2006), Xie et al. (2006), Cui et al. (2007), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Zhang et al.
(2008), Li et al. (2009) e Cheng et al. (2009)]), conforme mostrado na Figura 17 para CH e no
anexo para os demais compostos (Figuras 30, 42, 54, 66, 78, ¢ 90).

Ko 11,1
Fy,—F fKa@ S

Equacio 7. Equagdo para determinar os valores de K.

Onde: K. = constante de supressdo efetiva para os fluordéforos acessiveis, ou constante de

ligacdo de Stern-Volmer modificada;
[Q] = concentracdo de supressor (chalcona);
intensidade de fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fracdo da
fluorescéncia inicial que ¢ acessivel ao supressor (chalcona);
Fo = intensidade de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);
F = intensidade de emissdo de fluorescéncia com supressor (com chalconas)

f
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Figura 17. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) pela chalcona (CH).

Tabela 10. Valores de K, obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASB (A = 280 nm) pelas chalconas (CH, CH3F, CHA4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) em diferentes temperaturas (288 K, 293 K e 298 K).

Temperatura (K)
Composto 288 293 298
Ka(L/mol) Ka(L/mol) Ka(L/mol)

CH 86668 86221 85657
CH3F 8599 9169 9909
CH4F 20404 21016 21730
CH3S5F 21858 29494 37764
CH23F 55813 56895 58034
CH2SF 29052 36339 48131
CH2356F 44338 50251 55990

Os valores de K, encontrados na presen¢a das chalconas (K, O 10* a 10° L/mol)
apresentados na Tabela 10, deixam claro que as chalconas se ligam fortemente a ASB, pois os
valores de K, foram bem parecidos com os da literatura para outras moléculas (K, 010* a 10°
L/mol) que apresentam fortes interagdes entre as moléculas bioativas e albumina [He et al.
(2005), Tang et al. (2006), Li et al. (2007), Zhang et al. (2008) e Li et al. (2009)].

Através dos valores de K, encontrados para a supressdo de ASB foram construidos
graficos de van’t Hoff (van’t Hoff do Stern-Volmer modificado), (Equagao 8) [Gao et al.
(2004), He et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Tang et al. (2006), Xie et al. (2006), Cui et
al. (2007), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Yue et al. (2008), Wang et al.
(2008), Zhang et al. (2008), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Li et al. (2009)]
apresentados na Figura 18 para CH e no anexo para os demais derivados fluorados da
chalcona (Figuras 31, 43, 55, 67, 79 e 91), a partir dos quais foram feitas as determinacdes
dos parAmetros termodindmicos de varia¢do de entalpia (AH®) e de entropia (AS’) envolvidos
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no processo de supressdo da ASB e, a partir deles, foram calculados os valores de variagao de
energia livre de Gibbs (AG"), (Tabela 11). As temperaturas de 288 K, 293 K e 298 K foram
escolhidas, pois a albumina sérica bovina (ASB) ndo apresenta qualquer degradagdo estrutural
nestas temperaturas. Foi também decisivo para a escolha dessa faixa de temperatura o
comportamento apresentado nos experimentos de supressdo pelas chalconas, pois somente em
temperaturas mais baixas, foi possivel obter os valores de Ka com um alto grau de precisao, o
que pode ser observado pelos bom valores dos coeficientes de correlagdo obtidos para os
graficos de van’t Hoff (Tabelal2).

AH  AS°
+

RT R

Equacio 8. Equagdes para a obtengdo dos valores de AH’, AS® e AG®.

InK,=- AG® =AH° —TAS"

Onde: AH® = variacao de entalpia;
AS° = variagdo de entropia;
AG°® = variagdo de energia livre de Gibbs;
T = temperatura absoluta (em K);
R = constante dos gases (R = 0,008314 kJ/mol.K).
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Figura 18. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
pela chalcona (CH).
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Tabela 11. Valores de AH’, AS® e AG" (parAmetros termodinamicos) obtidos a partir dos

graficos de van’t Hoff para a supressdao de fluorescéncia de ASB (A = 280 nm) pelas
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

T AH’ AS’ AG’
(K) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
CH 288 -27,22
293 -0,83 0,0916 -27,68
298 -28,14
CH3F 288 -21,68
293 10,11 0,1104 -22,23
298 -22,79
CHA4F 288 -23,75
293 4,49 0,0980 -24.24
298 -24,74
CH35F 288 -23,94
293 39,03 0,2186 -25,03
298 -26,12
CH23F 288 -26,17
293 2,78 0,1005 -26,67
298 -27,17
CH25F 288 -24,58
293 35,99 0,2103 -25,63
298 -26,68
CH2356F 288 -25,62
293 16,65 0,1468 -26,35
298 -27,09

Tabela 12. Valores estatisticos obtidos a partir dos graficos de van’t Hoff modificados pela
supressao de fluorescéncia de ASB (Aee = 280 nm) para as chalconas (CH, CH3F, CHA4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

Valores estatisticos
Composto R (Coeficiente SD (Desvio N (Numeros de P
de correlacio) Padrao da pontos) (Probabilidade)
regressio)

CH 0,99693 6,50908E-4 3 0,04988
CH3F 0,9979 0,0065 3 0,04124
CH4F 0,99897 0,00202 3 0,02883

CH35F 0,99897 0,01759 3 0,02892
CH23F 0,99982 5,19339E-4 3 0,01199
CH25F 0,99717 0,02688 3 0,04788
CH2356F 0,99948 0,00534 3 0,02058
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Para interagdo composto bioativo-proteina, valores positivos de AS° frequentemente
levam a evidéncia de que a interagdo ¢ hidrofobica [Ross € Subramanian (1981), Yue et al.
(2008) e Li et al. (2009)], devido as moléculas de agua que estdo arranjadas ordenadamente
ao redor do ligante, conferindo assim a proteina uma melhor conformagao randémica. Nos
processos de interagdo compostos bioativos-proteina, valores de AS° positivos e de AH’
negativos indicam que os processos de ligagdo ocorrem entropicamente. Para interagdes
tipicamente hidrofobicas, os valores de AS° e de AH sdo positivos, enquanto que valores de
AS® ¢ de AH? negativos, indicam que a ligagdo composto bioativo-proteina é principalmente
comandada pela entalpia e a entropia ¢ desfavoravel para a ligacdo, apontando para intera¢des
por forcas de van der Waals e formacao de ligacdo hidrogénio em um meio dielétrico baixo
[Ross e Subramanian (1981), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Além disso, interagdes
eletrostaticas especificas entre espécies i0nicas e solugcdes aquosas sdo caracterizadas por um
valor de AS° positivo e um pequeno valor de AH® negativo [Yue et al. (2008) e Li et al.
(2009)].

Os valores de AH° positivos, em todos os casos, exceto para a chalcona (CH),
mostraram que o processo de ligagdo das chalconas com a ASB foi endotérmico (Tabela 12).
Os valores de AS® positivos evidenciaram que o tipo de intera¢do entre as chalconas € a ASB
foi hidrofébico, e os valores de AG” negativos (AG® [ -28 a -21 kJ/mol) demonstraram a
espontaneidade de ligagdo das chalconas com a ASB (Tabela 12). Os valores de AS° e de AH®
positivos, indicam que a interacao entre ASB e as chalconas fluoradas foi hidrofobica (Tabela
12). Nao ¢ possivel contabilizar pardmetros termodindmicos de compostos de coordenacdo
chalconas-ASB baseado, simplesmente, em um modelo de for¢a intermolecular. A ligagao das
chalconas a ASB pode envolver uma interagdo fortemente hidrofobica, evidenciada pelos
valores positivos de AS’ (grande contribui¢do de AS’), tendo pouca contribuigdo de AH’.
Consequentemente, a principal interag¢do ¢ o contato hidrofobico, mas a interagao eletrostatica
também ndo pode ser excluida.

No caso em especial para a chalcona (CH), em que o valor de AH’ é ligeiramente
negativo, indica que a intera¢do entre ASB e chalcona (CH) tem um maior carater hidrofilico,
enquanto que o valor de AS® ainda que positivo, entretanto menor que os valores encontrados
para os demais compostos sugerem que, para a chalcona (CH) em relag¢do aos seus derivados
fluorados, a interacio CH-ASB exerce um papel preponderantemente hidrofilico ao
microambiente ao redor do grupo triptofano, e que interacdes especificas, tais como ligacao
de hidrogénio possam estar operando nesse caso em especial [Yue et al. (2008) e Li et al.
(2009)].

Essas mudancas no papel exercido pelos fatores entalpico (AH®) e entropicos (AS),
para as interacdes entre a ASB e a série de chalcona estudadas (Tabela 12), devem estar
correlacionadas aos efeitos eletronicos gerados pelos atomos de flior presentes como
substituintes no anel cinamoilico, sobre os elétrons Tt dos sistemas a,[-insaturados das
chalconas. A grande eletronegatividade apresentada pelos atomos de flior diminuem as
possibilidades de interagdes via caminhos eletrostaticos, como as ligagdes de hidrogénio e
dipolo-dipolo, resultando em valores positivos para os derivados fluorados, enquanto que, se
observa valor negativo de AH® para a chalcona (CH), sendo nesse ultimo caso, possivel a
formacao de ligagdes de hidrogénio relativamente forte com a hidroxila da tirosina ou mesmo
com o atomo de hidrogénio inddlico do triptofano.

Quanto ao numero ¢ a posi¢ao dos atomos de fluor presentes como substituintes sobre
o anel cinamoilico da chalcona (anel A), este apresenta uma melhor correlagdo com a
quantidade de atomos presentes. Um aumento no grau de substitui¢dao indica um maior carater
hidrofobico para a complexagdo, o que pode ser verificado por altos valores tanto de AH’ e de
AS° para os compostos mais substituidos (Tabela 12).
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No caso dos valores termodindmicos de AH’ e AS° obtidos para os composto CH3F e
CHA4F (Tabela 12), indicam que a mudanca da posicdo do atomo de flaor presente como
substituinte no anel A da chalcona, passando da posi¢do 3 para 4, ocorre uma diminui¢do de
seu efeito retirador de elétrons por efeito indutivo sobre a nuvem eletronica Tt da chalcona
[Craik et al.(1970)], sendo que na posicdo 4, pode ainda ocorrer uma intera¢do cruzada
(doadora de elétrons) por parte do atomo de fltior contribuindo assim para os menores valores
de AH’ e AS® observados para o derivado CH4F quando comparado com a chalcona CH3F.

Para uma supressdo estdtica, os sitios de ligacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula [Cheng et al. (2009)]. Valores de constantes de ligacao (Ky) e
de numeros de sitios de ligacdo (n) foram obtidos a partir da constru¢ao de graficos de log(Fo-
F)/F versus log[Q] (Equagao 9 [Gao et al. (2004), Kandagal et al. (2006), Xie et al. (2006), Li
et al. (2007), Shi et al. (2007), Qi et al. (2008), Wang et al. (2008), Zhang et al. (2008), Li et
al. (2009), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]), como mostrados na
Figura 19 para CH e no anexo para os demais derivados fluorados (Figuras 32, 44, 56, 68, 80
e 92). De acordo com os resultados mostrados na Tabela 13, o nimero de sitios de ligagao
entre a ASB e as chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), ¢
aproximadamente igual a 1. Isso indica que existe somente uma interacdo molecular entre as
chalconas estudadas ¢ uma molécula de ASB. Essas intera¢des entre as chalconas e a
albumina (ASB) sdo do tipo hidrofilico para a chalcona (CH) e hidrofébica para os derivados
fluorados (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

logBMB:logKb +nlog[Q]
O F 0O

Equacao 9. Equacao para determinar dos valores de K, e n.

Onde: K, = constante de ligacao;
n = numero de sitios de ligagao;
[Q] = concentragao de supressor (chalcona);
F, = intensidade de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);
F = intensidade de emissao de fluorescéncia com supressor (com chalconas).
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Figura 19. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) pela chalcona (CH).

Os resultados encontrados para os valores de K, ¢ » mostraram (Tabela 13), mais uma
vez, pouquissima dependéncia com a temperatura. De uma maneira geral, os valores de K, e n
indicam que o provavel mecanismo de supressdo de fluorescéncia de ASB pelas chalconas ¢
estatico, pois ndo houve uma relacdo com o aumento da temperatura.

Tabela 13. Valores de nlimero e ordem de ligacdo (n e kb) obtidos a partir dos graficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB (A = 280 nm) pelas
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F).

T (K) n kb
288 1,19 1757721
CH 293 1,19 1806758
298 1,20 2075678
288 1,14 95827
CH3F 293 1,14 100285
298 1,13 88627
288 1,13 200456
CH4F 293 1,13 196951
298 1,12 180164
288 1,14 390058
CH35F 293 1,12 310034
298 1,10 263432
288 1,10 382851
CH23F 293 111 421871
298 111 435491
288 1,11 274031
CH25F 293 1,09 221105
298 1,06 152816
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288 1,04 108173

CH2356F 293 1,03 99099

298 1,03 100626

4.3 Calculo do raio de Forster

A distancia entre o residuo de triptofano (doador) e a molécula supressora (aceptor)
pode ser calculada de acordo com a teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de Forster
[Forster (1948), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. A eficiéncia de transferéncia de
energia (E) estéd relacionada com as distancias Ry e r entre doador e aceptor [Yue et al. (2008)
e Cheng et al. (2009)].

O processo de transferéncia de energia envolvido na interacdo entre ASB e as
chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) foi verificado a partir da
sobreposi¢do entre os espectros de emissdao de fluorescéncia da ASB (Aie = 280 nm) a
diferentes temperaturas (T = 288 K, 293 K e 298 K) e os espectros de absor¢cdo UV/visivel
das chalconas, (Figuras 20-22, 33-35, 45-47, 57-59, 69-71, 81-83 e 93-95). Os valores da
integral de sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB) com o
espectro de absor¢do do aceptor (chalcona) (J) foram calculados de acordo com a Equagao 10
[Horrocks Jr. et al. (1981), Sytnik e Litvinyuk (1996), Gao et al. (2004), He et al. (2005),
Lakowicz (2006), Xie et al. (2005), Mahesha et al. (2006), Kandagal et al. (2006), Li et al.
(2007), Shi et al. (2007), Banerjee et al. (2008), Cui et al. (2008), Wang et al. (2008), Yue et
al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)].
As sobreposi¢des entre os espectros de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB) com os
espectros de absor¢do do aceptor (chalcona) para uma concentracdo de ASB igual a da
chalcona ([ASB] = [chalconas] = 1,00 x 10~ mol/L) estdo mostradas nas Figuras 20-22.

7 :J':F(A)E(A)/“‘ dA _ ZF(A)S(A)/\4 A
[ FQ) A > F(}) &

Equacéo 10. Equacdo para o calculo da integral de sobreposicao entre os espectros de
emissdo de fluorescéncia de ASB e os espectros de absor¢ao UV/visivel [Shi et al. (2007)]
das chalconas.

Onde: J = integral de sobreposi¢ao do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB)
com o espectro de absor¢ao do aceptor (chalcona);

F(M) = intensidade de fluorescéncia do doador (ASB) em um comprimento de onda A;

€(A) = coeficiente de absor¢do molar, ou absortividade molar do aceptor (chalcona) em
um comprimento de onda A [Pace et al. (1995)];

A = comprimento de onda (A em ¢cm; 1 nm = 1x107 ¢cm; 1 cm = 1x10” nm);

AM = variagdo de comprimento de onda.

A Equagdo 11 [Karreman et al. (1967), Horrocks Jr. et al. (1981), Sytnik e Litvinyuk
(1996), He et al. (2005), Gao et al. (2004), Xie et al. (2005), Kandagal et al. (2006),
Lakowicz (2006), Mahesha et al. (2006), Li et al. (2007), Shi et al. (2007), Banerjee et al.
(2008), Cui et al. (2008), Wang et al. (2008), Yue et al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et
al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)] foi utilizada para calcular os valores de
distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (chalcona), quando sua eficiéncia de
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transferéncia ¢ 50% (Ro). Para esses calculos, o fator de orientagdo espacial do dipolo ou fator
de orientacdo entre a emissao do dipolo do doador (ASB) e a absor¢do do dipolo do aceptor
(chalcona) (K?) é o pardmetro menos certo. Teoricamente, o pardmetro K* pode ser na faixa
de 0 a 4, mas, os valores extremos requerem orientagdes muito rigidas. Se ambos, doador e
aceptor, sdo rapidamente ligados e sdo livres para assumir qualquer orientagdo, entdo, K* é
igual a 2/3 [Liu et al. (2003), Kandagal et al. (2006), Shi et al. (2007), Yue et al. (2008) e
Qing et al. (2009)].

K2=2/3
RS =8,8x10 * K>N*aqy N=1,336 |_ASB
©=0,15

Equacio 11. Equacdo para o célculo da distancia critica entre a ASB e as chalconas, quando
sua eficiéncia de transferéncia € 50% [Epps ef al. (1998) e Yue et al. (2008)].

Onde: K* = fator de orientagdo espacial do dipolo ou fator de orientagdo entre a emissdo do
dipolo do doador (ASB) e a absor¢ao do dipolo do aceptor (chalcona) (doador e aceptor sao
livres para assumir qualquer orientagdo, K* = 2/3);

N = indice de refracao do meio;

¢ = rendimento quantico de fluorescéncia do doador (ASB);

J = integral de sobreposi¢do do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB)
com o espectro de absor¢do do aceptor (chalcona);

R, = distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (chalcona), quando sua
eficiéncia de transferéncia ¢ 50%.

Para calcular os valores de eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster)
entre doador (ASB) e aceptor (chalcona) (E) foi usada a Equagdo 12 [Sklar et al. (1977),
Horrocks Jr. ef al. (1981), Gao ef al. (2004), He et al. (2005), Xie et al. (2005), Kandagal et
al. (2006), Lakowicz (2006), Mahesha et al. (2006), Li et al. (2007), Shi et al. (2007),
Banerjee et al. (2008), Cui et al. (2008), Yue et al. (2008), Wang et al. (2008), Zhang et al.
(2008), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. Como existe uma relagdo entre J, E e Ry,
pdde-se calcular os valores de distancia entre o triptofano do doador (ASB) e o aceptor
(chalcona) ou distancia de ligagdo entre doador (ASB) e aceptor (chalcona) (r). Os valores de
J, Ro, E e r calculados estdo apresentados nas Tabelas 14.

_F _ RS rézRg'(l_E)
F, Ry+r° E

Equacio 12. Equagdes para o calculo da distancia entre o triptofano da ASB e as chalcona
[Sklar et al. (1977) € Yue et al. (2008)].

Onde: E = eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster) entre doador (ASB) e
aceptor (chalcona);

F, = intensidade de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);

F = intensidade de emissao de fluorescéncia com supressor (com chalcona);

R, = distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (chalcona), quando sua
eficiéncia de transferéncia ¢ 50%;

r = distancia entre o triptofano do doador (ASB) e o aceptor (chalcona) ou distancia de
ligacao entre doador (ASB) e aceptor (chalcona).
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Figura 20. Sobreposicgdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 nm e T =
288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH). Casg = Cen = 1,00 x 107
mol/L.
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Figura 21. Sobreposigdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 nm e T =
293 K) de ASB (pH = 7.,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH). Casg = Cen = 1,00 x 107
mol/L.
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Figura 22. Sobreposigdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 nm e T =
298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH). Casg = Cen = 1,00 x 107
mol/L.

43



Tabela 14. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposi¢ao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aex. =280 nm e T =288 K, 293 K e 298 K) ¢ o espectro de absor¢ido
UV-Vis das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) Casg = Ccus

= 1,00 x 10 mol/L.

T (K) J (cm*.L/mol) Ry (nm) E r (nm)
CH 288 3,16 x 107 3,09 0,59 2,90
293 3,16 x 10 3,09 0,63 2,84
298 3,15x 10" 3,09 0,59 2,90
CH3F 288 0,57 x 107 2,96 0,34 3,29
293 0,58 x 10" 2,97 0,33 3,33
298 0,61x 10" 2,99 0,28 3,49
CH4F 288 0,91 x 10-14 3,11 0,37 3,44
293 0,92x 10" 3,28 0,39 3,45
298 0,94 x 10 3,22 0,37 3,50
CH3SF 288 0,32x 10" 2,69 0,26 3,20
293 0,31 x 10" 2,67 0,31 3,05
298 0,31 x 10" 2,67 0,27 3,15
CH23F 288 0,45x10" 2,86 0,366 3,13
293 0,47 x10™ 2,86 0,405 3,09
298 0,51 x10™ 2,90 0,396 3,12
CH25F 288 0,81x10" 3,12 0,305 3,61
293 0,82x10" 3,15 0,399 3,36
298 0,84x10" 3,15 0,395 3,39
CH2356F | 288 0,47x107" 2,87 0,316 3,25
293 0,47x10" 2,85 0,290 3,31
298 0,46x10" 2,85 0,283 3,32

De acordo com as Equagdes 10-12, e para as condi¢des de ASB (K*=2/3, N=1,336 ¢
@ = 0,15) [Miller (1979) e Cheng et al. (2009)], o valor da distancia entre as chalconas e o
residuo de triptofano (r [J2 a 3 nm, Tabelas 14) foi menor que 7 nm (r < 7 nm) [He et al.
(2006) e Yue et al. (2008)], para todos os casos de interacdo entre ASB e chalconas. Isto ¢ um
forte indicio da possibilidade de ocorrer o fenomeno de transferéncia de energia entre ASB e
chalconas. Isso estd de acordo com a teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de
Forster (Teoria de Forster) [Yue ef al. (2008)], indicando que ocorreu realmente, um processo
de supressdo estatica na interagdo entre chalconas e ASB. [Lakowicz (2006) e Cheng et al.

(2009)].
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4.4 Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular é uma técnica sensivel para monitorar mudangas conformacionais
em proteinas [Yue et al. (2008)] e ¢ geralmente usado para a determinag¢do da estrutura
secundaria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et al. (2009)]. Espectros de
dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanca estrutural de ASB induzida
pela adigdo das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F). Os
espectros de dicroismo circular obtidos para ASB na auséncia de chalconas (Figura 23) e na
presenga chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F, e CH2356F) em diferentes
temperaturas (T = 288 K, 293 K e 298 K), estdo apresentados nas Figuras 24-26 para a
chalcona (CH) e no anexo para os demais derivados fluorados (Figuras 36-38, 48-50, 60-62,
72-74, 84-86 e 96-98). Nestes estudos foi observado que a adi¢do de aliquotas das chalconas a
albumina sérica bovina influenciou na sua elipticidade. Os espectros de DC de ASB e de
ASB:Chalconas (Figuras 24-26, 36-38, 48-50, 60-62, 72-74, 84-86 e¢ 96-98) exibiram duas
bandas negativas na regido do ultravioleta (UV) de 208 nm e 222 nm, caracteristicas de
estrutura 0-hélice de proteina [Johnson (1988), Venyaminov e Yang (1996), Cordeiro (2005),
Navea et al. (2006), He et al. (2005), Oberg e Uversky (2001), He et al. (2006), Kandagal et
al. (20006), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Yue et al. (2008), Qing et al. (2009), Cheng et al.
(2009) e Stan et al. (2009)]. Essas bandas sdao contribuintes para a transi¢cao n1t* da ligacao da
estrutura a-hélice do peptideo [Yang e Gao (2002), He ef al. (2006), Li et al. (2007) e Yue et
al. (2008)]. Os espectros de dicroismo circular para ASB na presenca e na auséncia de
chalconas foram semelhantes, quanto ao formato, somente apresentando variacdes de
intensidade das bandas, o que significa que a estrutura de ASB foi predominantemente Q-
hélice [Yue et al. (2008)]. A interacdo das chalconas com a ASB resultou na diminuicdo de
ambas as bandas, sugerindo a ocorréncia de mudangas na estrutura secundaria da proteina, o
que pode ser indicativo da formagao de complexos entre ASB e as chalconas.
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Figura 23. Espectros de dicroismo circular de ASB (pH = 7,4), Casg = 1,00 x 10° mol/L, a T
=288 K, 293 K e 298 K.
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Figura 24. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 € 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccn = 0; 3,9;7,9;

15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K.
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Figura 25. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L ¢ Ccu = 0; 3,9;7,9;

15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 26. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH), nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32 de ASB:CH, Casg = 1,00 x 10° mol/L ¢ Ccu = 0; 3,9;7,9;
15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.

O comportamento das bandas negativas da albumina, em 208 nm e 222 nm
(caracteristicas de transi¢des nTt* da estrutura secundaria a-hélice de proteinas no
ultravioleta), mostrou-se bem parecido frente a variacdo de temperatura tanto para ASB livre
(Figuras 23) quanto para as ASB:CHs (Figuras 24-26, 36-38, 48-50, 60-62, 72-74, 84-86 ¢
96-98), as curvas dos espectros apresentaram pouca mudangas em T = 288 K, 293 K e 298 K.
Dessa forma, a temperatura contribuiu pouquissimo para essas mudangas espectrais,
enquanto, as concentragdes das chalconas foram as grandes responsaveis por essas mudangas.

Estimativas acerca do % de a-hélice para a estrutura secundaria de ASB na auséncia e
na presenca das chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) foram
feitas usando as Equagdes 13 e 14 [Chen et al. (1972), Khan et al. (2002), Gao et al. (2004),
He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al. (2006), Yue et al. (2008), Cheng et al.
(2009) e Stan et al. (2009)]. Os valores experimentais de elipticidade (0) foram lidos nos
comprimentos de onda de 208 nm e 222 nm, e foram utilizados para calcular a elipticidade
residual significativa ou elipticidade molar residual (MRE), especificamente MREy;s e
MREx; (Equagdo 13 [Khan ef al. (2002), Gao et al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006),
Kandagal et al. (2006) e Stan et al. (2009)]). Essas bandas negativas em torno de 208 - 209
nm e 222 - 223 nm (na regido do ultravioleta) sdo caracteristicas da estrutura a-hélice de
proteina [Stan et al. (2009)] e correspondem as transi¢des nTt* que ocorrem na sua estrutura
secundaria a-hélice (no caso, albumina sérica bovina (ASB)) [Yang et al. (2002) e Yue et al.
(2008)]. Posteriormente, os valores de MRE,js ¢ MRE,,, foram substituidos na Equagdo 14
[Khan et al. (2002), Gao et al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al.
(2006), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Yue et al. (2008) e Stan et al. (2009)] para calcular
os valores de percentual de a-hélice na estrutura secundaria da ASB (% a-hélice), (Tabelas
15).

- @
(10.17.1.C,)
Equacéo 13. Equacao para calcular os valores de MRE [Khan ef al. (2002)].
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Onde: MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm*/dmol);

0 = elipticidade observada (mdeg);

n = nimero de amino acidos residuais ou residuos de amino acido (582 para ASB);

1 = comprimento 6tico da cubeta (1 cm);

C» = concentragdo molar de ASB (1,00x10° mol/L).

— MRE,,, - 40000

RE,,, —2340)0
(33000-4000] F'

100 % a — hélice = %“M s 100

% O — hélice= a

Equacio 14. Equagdes para calcular os valores de % de a-hélice da ASB.

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

Tabela 15. % a-Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) em
chalconas (CH, CH3F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), T =288 K, 293 K ¢ 298 K. Nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32 de ASB:CHs, Casg = 1,00 x 10° mol/L € Ccps = 0; 4,04;
8,08; 16,20 ¢ 32,30 (x 10®) mol/L.

%a-hel.
T (K) 288 293 298
0 (mdeg) 208 222 208 222 208 222
1:0 54,70 53,60 52,90 51,88 52,67 51,02
CH 1:4 54,64 53,55 52,72 51,63 51,92 50,61
1:8 54,13 53,24 52,59 51,32 50,34 50,13
1:16 53,51 52,55 50,75 50,76 49,88 49,48
1:32 51,05 51,53 50,30 49,77 48,69 48,33
1:0 55,57 54,56 53,23 52,70 52,84 51,30
CH3F 1:4 55,00 54,44 53,63 52,26 52,08 50,80
1:8 55,19 54,08 52,70 51,79 51,13 50,29
1:16 53,17 53,20 49,57 49,03 50,21 49,57
1:32 51,91 52,12 51,18 50,22 48,62 48,42
1:0 54,93 53,71 53,28 52,07 52,95 51,95
CH4F 1:4 54,59 53,40 5239 51,76 5227 51,66
1:8 5431 53,21 52,28 51,48 52,68 51,25
1:16 53,85 52,65 51,66 51,18 51,82 50,76
1:32 51,142 51,84 4925 50,13 51,28 49,81
Continua
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Tabela 15 continuagdo

1:0 55,18 55,10 55,12 54,43 53,53 53,04
CH3SF 1:4 54,95 54,76 55,09 54,00 5321 52,58
1:8 54,51 54,24 54,41 53,73 52,83 52,25
1:16 53,51 53,66 53,38 53,04 51,84 51,58
1:32 52,15 52,75 52,45 51,79 49,98 50,72
1:0 54,75 54,29 52,49 51,68 51,95 51,77
CH23F 1:4 54,63 53,99 52,07 51,28 51.82 5131
1:8 53,79 53,41 52,07 51,28 51,60 50,84
1:16 52,80 52,76 51,02 50,77 50,828 50,08
1:32 52,17 51,79 50,28 49,31 49,66 48,79
1:0 55,35 54,39 53,87 53,25 53,70 52,24
CH25F 1:4 5462 | 54065 | 5422 52,71 53,19 51,78
1:8 54,17 53,51 53,59 52,37 52,98 51,14
1:16 53,63 52,71 52,38 51,68 51,48 50,55
1:32 53,05 51,66 51,26 50,36 51,32 49,78
1:0 54,70 53,23 53,20 52,10 54,13 52,81
CH2356F 1:4 53,72 53,26 52,19 51,75 53,40 52,39
1:8 53,68 52,89 52,06 51,38 53,27 52,05
1:16 53,17 52,34 51,56 50,78 51,97 51,63
1:32 51,32 51,49 51,44 50,03 50,94 50,51

Os resultados obtidos para a variagdo do % a-hélice da estrutura secundaria da
proteina (ASB), mostrados na Tabela 15, apresentam uma diminuicdo com a presenca das
chalconas (nas razdoes molares de ASB:chalconas de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando
comparados com os resultados na auséncia de chalconas (ASB:chalconas na proporg¢ao 1:0),
indicando que houve interacao das chalconas com os residuos de amino acidos da cadeia
principal polipeptidica de ASB e que houve uma diminui¢do da rede de ligagcdes hidrogénio
[Kang et al. (2004), Shaikh et al. (2007), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Esta
justificativa € compativel com as possiveis mudangas conformacionais obtidas pela
observagdo dos espectros de UV-Vis e de emissao de fluorescéncia. A interagdo entre a
albumina sérica bovina (ASB) e as chalconas, avaliada por dicroismo circular mostrou-se
dependente da concentracao de chalcona ministrada e muito pouco da temperatura, ocorrendo,
de uma maneira geral, diminui¢do da % de a-hélice na estrutura da ASB, devido ao aumento
de concentragao das chalconas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados dos estudos espectroscopicos de absorcdo na regido do
ultravioleta/visivel (UV-Vis) para a interagdo entre a albumina sérica bovina (ASB) com a
chalcona (CH) e seus derivados fluorados (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e
CH2356F), indicaram a formacéo do complexo chalcona-proteina, que pode ser evidenciado
pelo deslocamento batocrémico da banda de absor¢cdo em 280 nm, sugerindo uma diminuicao
da hidrofobicidade na regido proximo aos residuos de triptofano da albumina (banda de
absorcdo bem mais intensa) e da tirosina (banda de absorcdo mais fraca). A interacdo das
chalconas proximo ao triptofano, indica que o possivel sitio de ligacdo esta localizada nas
cavidades hidrofébicas nos subdominios IB e 1lA, os quais sdo consistentes com os sitios |
(Trp-134) e 11 (Trp-212), respectivamente, sendo que a cavidade de maior hidrofobicidade se
encontra no subdominio IlIA, onde muitos compostos bioativos, como por exemplo, as
chalconas, podem se ligar, formandos os complexos, complexo bioativo-ASB.

Os resultados dos estudos por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia da interacdo
entre ASB e as chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), nas
temperaturas de 288 K, 293 K e 298 K, mostraram que ocorreu a supressdo da banda de
emissdo de fluorescéncia da albumina (ASB) que apresenta um maximo de emissao entre 341
e 346 nm (Aexc = 280 nm), indicando qua a posicdo de interacdo entre as chalconas e a ASB
esta localizada préxima aos residuos de triptofano. O leve efeito batocrémico observado com
0 aumento da concentracdo das chalconas, na banda de emissdo da proteina (ASB), sugere
que o cromoforo da proteina (ASB) esta em um ambiente diferente daquele anterior a adicdo
das chalconas (ASB livre), sendo levado para um ambiente menos hidrofébico ap6s a adicdo
de chalconas, como consequéncia do aumento da polaridade do ambiente ao redor do
triptofano, e indicando uma provavel formacao do complexo ASB-chalcona.

Os altos valores encontrados para as constantes de velocidade de supressdo de
fluorescéncia (kq) para a interagdo entre ASB e as chalconas (kq = 10" a 10" L/mol.s),
quando comparados com a constante de velocidade de difuséo (kq =5 x 10° L/mol.s, em 4gua)
[He et al. (2005)], e das constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ksyv) (Ksv = 10* a 10°
L/mol), apontam sua independéncia com a temperatura, indicam que o provavel processo de
supressdo de ASB pela interacdo com as chalconas é estatico, com a formacdo de um
complexo ASB-Chalconas, anterior ao processo de transferéncia de energia.

Os valores de K, obtidos a patir dos estudos de Stern-Volmer modificados das
chalconas apresentaram valores (K, = 10* a 10° L/mol), bem parecidos com os da literatura
para outras moléculas (K, = 10* a 10°) [He et al. (2005), Tang et al. (2006), Li et al. (2007),
Zhang et al. (2008) e Li et al. (2009)] indicando a ocorréncia de interacdo forte chalconas-
ASB.

Os valores de AH® positivos, na maioria dos casos, mostraram que 0 processo de
ligagdo das chalconas com a ASB foi endotérmico, e os valores de AS° também positivos
evidenciaram que o tipo de interacdo entre as chalconas substituidas por flior e a ASB ¢
hidrofobico, e os valores de AG°® negativos (AG® = -28 a -21 kJ/mol) demonstraram a
espontaneidade de ligagdo das chalconas com a ASB.

O valor de AH® negativo para a chalcona CH, indica que a interacio nesse caso deve
possuir um certo carater eletrostatico, sugerindo algum tipo de interacdo hidrofilica. O valor
positivo para o termo de AS° indica ainda a preponderancia das interagdes hidrofébicas para a
relacdo CH-ASB, e que nesse caso em especial, pode estar ocorrendo a formacdo de uma
ligagdo de hidrogénio.

O numero de sitios de ligagdo (n) foi aproximadamente igual a 1 em todos os casos.
Isso indica que existe somente uma interacdo molecular entre as chalconas estudadas e a
molécula de ASB. Os valores de Ky, fortalecem essa afirmacao.
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Os resultados obtidos para o processo de transferéncia de energia de Forster, com
valores de r =2 a4 nm (r <7 nm), sugerem uma alta probabilidade de ocorrer o fenémeno de
transferéncia de energia entre ASB e chalconas, indicando que ocorreu realmente, um
processo de supressao estatica na interacao entre chalconas e ASB.

Os resultados dos estudos por espectroscopia de dicroismo circular para a interagdo
entre ASB e as chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), nas
temperaturas de 288 K, 293 K e 298 K, mostraram que ocorreu uma diminuicdo da % de o-
hélice da estrutura secundaria da proteina (ASB), como consequéncia apenas do aumento da
concentracdo das chalconas e independente da variacdo da temperatura. Como pode ser
evidenciado pela manutencdo da forma dos espectros com varia¢fes somente nas intensidade
das bandas negativas (208 e 222 nm), indicando a formacdo de um complexos entre ASB e as
chalconas.
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7 ANEXO

Os espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com PBS (pH =
7,4) em chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) em estdo
mostrados nas Figuras: 27, 39, 51, 63, 75 e 87.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) a T=298 K, em chalconas (CH3F, CH4F, CH35F,
CH23F, CH25F e CH2356F) estdo mostrados nas Figuras: 28, 40, 52, 64, 76 e 88.

Os graficos de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pelas chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) estdo mostrados
nas Figuras: 29, 41, 53, 65, 77 e 89.

Os gréficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Lexc
= 280 nm) pela chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) estdo
mostrados nas Figuras: 30, 42, 54, 66, 78, e 90.

Os gréaficos de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pela chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) estdo mostrados
nas Figuras: 31, 43, 55, 67, 79 e 91.

Os gréaficos de Log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) pela chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F),
estdo mostrados nas Figuras: 32, 44, 56, 68, 80 e 92.

A sobreposicao entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T = 288
K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcao UV das chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F e CH2356F), estdo mostrados nas Figuras: 33, 45, 57, 69, 81e 93.

A sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =293
K) de ASB (pH = 7,4) e de absorg¢do UV das chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F e CH2356F), estdo mostrados nas Figuras: 34, 46, 58, 70, 82 e 94.

A sobreposicado entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T = 298
K) de ASB (pH = 7,4) e de absorg¢do UV das chalconas (CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F e CH2356F) estdo mostrados nas Figuras: 35, 47, 59, 71, 83 e 95.

Os espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalconas (CH3F, CH4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) nas proporgoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32,a T =
288 K estdo mostrados nas Figuras: 36, 48, 60, 72, 84 e 96.

Os espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F, CH4F,
CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F) nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32,a T =
293 K, estdo mostrados nas Figuras: 37, 49, 61, 73, 85 e 97.

Os espectros de dicroismo circular ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F, CH4F, CH35F,

CH23F, CH25F e CH2356F) nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, a T = 298 K,
estdo mostrados nas Figuras: 38, 50, 62, 74, 86 e 98.
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Os espectros de absor¢cdo no UV-Vis de chalconas (CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F,
CH25F, CH2356F) em etanol (ETOH). Cchs = 1,00 x 10°. Estdo mostrados nas
Figuras: 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105.

Tabela 16. MRE calculado em 208nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) em chalconas
(CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), T = 288 K, 293 K e 298 K.
Nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CHs, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccs
= 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30 (x 10°) mol/L.
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Figura 27. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com

PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Ccpse = 0; 0,34: 0,67;
1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36;e 2,7 0 (X 10'5) mol/L.
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Figura 28. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH3F), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Ccsr
=0; 0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 e (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 29. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH3F).
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Figura 30. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH3F).
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Figura 31. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (hexc = 280
nm) pela chalcona (CH3F).
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Figura 32. Grafico de Log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH3F).
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Figura 33. Sobreposicdo entre o0s espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH =7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH3F). Casg = Ccpar =

1,00 x 10™° mol/L.
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Figura 34. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T=293 K) de ASB (pH =7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH3F). Casg = Ccpsr =

1,00 x 10™° mol/L.
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Figura 35 Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm e
T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH3F). Casg = Cchsr =

1,00 x 10 mol/L.
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Figura 36. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Casg = 1,00 x 10°® mol/L e
Censr =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K.
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Figura 37. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e
Censr =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 38 Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH3F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH3F, Cass = 1,00 x 10 mol/L e
Cerae =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 39. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com
PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), Casg = 1,00 x 10™ mol/L e Cchar = 0; 0,34; 0,67;
1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10™) mol/L.
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Figura 40. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH4F), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Ccpar

=0:0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 € 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 41. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH4F).
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Figura 42. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH4F).
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Figura 43 Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Lexc = 280
nm) pela chalcona (CH4F).
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Figura 44. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH4F).
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Figura 45. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH =7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH4F). Casg = Ccpar =
1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 46. Sobreposicédo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T=293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH4F). Casg = Cchar =
1,00 x 10° mol/L.
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Figura 47. Sobreposicdo entre o0s espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH4F). Casg = Ccpar =

1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 48. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB: CH4F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e

Cchar = 0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10%) mol/L, a T = 288 K.
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Figura 49. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH4F, Casg = 1,00 x 10°® mol/L e
Cenar = 0; 3,9;7,9; 15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 50. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH4F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB: CH4F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e
Cenar =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 51. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com
PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), Casg = 1,00 x 10®° mol/L e Ccnasr = O; 0,34;

0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36 € 2,70 (x 10”) mol/L.

1,8—.
1,6—.
1,4-.
1,2-.
10-
0,8—-

0,6 4

Intensidade de Emissao (u.a.)

0247

CHB35F a 298 K e exc=280nm

044 7/

— ASB

— ASB+15uL
ASB+30uL

—— ASB+45uL
ASB+60uL

— ASB+75uL
ASB+90uL

— ASB+105uL

—— ASB+120uL

300

3&0 ' 400
Comprimento de Onda (nm)

Figura 52. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH35F), Casg = 1,00 x 10” mol/L e

Cenase = 0; 0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 e 3,84 (x 10™) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 53. Gréafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH35F).
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Figura 54. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH35F).
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Figura 55. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (hexc = 280
nm) pela chalcona (CH35F).
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Figura 56. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH35F).
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Figura 57. Sobreposicédo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH35F) Casg = CcHask
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 58. Sobreposicédo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH35F) Casg = CcHase
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 59. Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH35F) Casg = CcHask
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 60. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F),

nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e
Cerise = 0; 3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K.
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Figura 61. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e
Cenase = 0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 62. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH35F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH35F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e
Cerise = 0; 3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 63. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com
PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), Casg = 1,00 x 10®° mol/L e Ccysr = 0; 0,34;
0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02 e 2,36 (x 10™) mol/L.
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Figura 64. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH23F), Cass = 1,00 x 10™ mol/L e
Cchzsr = 0; 0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 e (X 10'5) mol/L, a T =298 K.

77



0,81
0,74

0,6

0,54

0,4

Fo/F

0,34

0,2+

0,14

O,O T T T T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

[CH23F]

Figura 65. Gréafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH23F).
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Figura 66. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Aexc = 280 nm) pela chalcona (CH23F).
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Figura 67. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (hexc = 280
nm) pela chalcona (CH23F).
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Figura 68. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH23F).
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Figura 69. Sobreposicdo entre o0s espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH23F) Casg = CcHasr
= 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 70. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH23F) Casg = CcHasr
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 71. Sobreposicédo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH23F) Casg = CcHasr
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 72. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F),

nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Casg = 1,00 X 10 mol/L e
Cerize = 0; 3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 288 K.
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Figura 73. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F),

nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Casg = 1,00 x 10°® mol/L e
Cchzar = 0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 74. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH23F),

nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH23F, Cass = 1,00 x 10®° mol/L e
Cehasr = 0; 3,9;7,9; 15,70 € 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 75. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com
PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), Casg = 1,00 x 10®° mol/L e Cchosr = 0; 0,34;
0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10™) mol/L.
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Figura 76. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH25F), Casg = 1,00 x 10” mol/L e
Cerizse = 0; 0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91: 3,38 e 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 77. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH25F).
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Figura 78. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH25F).
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Figura 79. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (hexc = 280

nm) pela chalcona (CH25F).
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Figura 80. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH25F).
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Figura 81. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV da chalcona (CH25F) Casg = CcHzsk
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 82. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH25F) Casg = CcHazsk
= 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 83. Sobreposicdo entre o0s espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH25F) Casg = CcHazse
= 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 84. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e
Cchzse =05 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10'6) mol/L, (x 10'6) mol/L,aT =288 K.
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Figura 85. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F),

nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Casg = 1,00 x 10° mol/L e
Cerizse = 0; 3,9:7,9; 15,70 e 31,00 (x 10®) mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 293 K.
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Figura 86. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona (CH25F),

nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH25F, Cass = 1,00 x 10° mol/L e
Cchzse =05 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10'6) mol/L, (x 10'6) mol/L,aT =298 K.
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Figura 87. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASB tamponada com
PBS (pH = 7,4) em chalcona (CH2356F), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Cchasser =0; 0,34;

0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36 e 2,70 (x 10™) mol/L.
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Figura 88. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASB
tamponada com PBS (pH = 7,4) em chalcona CH2356F, Casg = 1,00 x 10™ mol/L e
Cerizzssr = 0; 0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; € 0,60 (x 10°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 89. Gréafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexc =
280 nm) pela chalcona (CH2356F).
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Figura 90. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH2356F).
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Figura 91. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) pela chalcona (CH2356F).
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Figura 92. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASB (Lexc = 280 nm) pela chalcona (CH2356F).
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Figura 93. Sobreposicéo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =288 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da chalcona (CH2356F) Casg =
Cchzsser = 1,00 x 10”° mol/L.
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Figura 94. Sobreposicédo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =293 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH2356F) Casg =
Cchasser = 1,00 X 105 mol/L.
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Figura 95. Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm
e T =298 K) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV da chalcona (CH2356F) Casg =
Cchzsser = 1,00 x 10”° mol/L.
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Figura 96. Espectros de dicroismo circular pra ASB (pH = 7,4) em chalcona
(CH2356F), nas proporc¢es 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Casg = 1,00 X
10 mol/L e Ccrzssr=0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®) mol/L, (x 10°®) mol/L, a T = 288
K.

93



40
ASB:CH2356F a 293 K

20

—

— ASB:CH2356F 1:0

—— ASB:CH2356F 1:4
ASB:CH2356F 1:8

—— ASB:CH2356F 1:16
ASB:CH2356F 1:32

-20

40

-60

-80

Elipticidade (mdeg)

-100

-120

2(I)0 I ZiO I 220 I ZLI%O I 2;10 I 2%0
Comprimento de onda (nm)
Figura 97. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona

(CH2356F), nas proporgoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Casg = 1,00 x
10 mol/L e Cchasser =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°°) mol/L, a T = 293 K.

ASB:CH2356F a 298 K
-20 -

-40

-604 — ASB:CH2356F 1:0
— ASB:CH2356F 1:4

807 ASB:CH2356F 1:8

1 — ASB:CH2356F 1:16
-100 ASB:CH2356F 1:32

-120

Elipticidade (mdeg)

2(I)0 I 2I10 I ZéO I 2(;0 I 2;10 I 2%0
Comprimento de onda (nm)
Figura 98. Espectros de dicroismo circular para ASB (pH = 7,4) em chalcona

(CH2356F), nas proporges 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CH2356F, Casg = 1,00 x
10 mol/L e Cchasser =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°°) mol/L, a T = 298 K.
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Figura 99. Espectro de absor¢do UV-Vis da Chalcona (CH) em etanol (ETOH) Ccy =
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Figura 100. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH3F) em etanol (ETOH)
Cchar = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 101. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH4F) em etanol (ETOH)
Cchar = 1,00 x 20° mol/L.
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Figura 102. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH35F) em etanol (ETOH)
Cchasr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 103. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH23F) em etanol (ETOH)
Cchzzr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 104. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH25F) em etanol (ETOH)
Cchosr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 105. Espectro de absorcdo UV-Vis da Chalcona (CH2356F) em etanol (ETOH)
Cchasser = 1,00 X 105 mol/L.
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Tabela 16. MRE calculado em 208nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) em chalconas
(CH, CH3F, CH4F, CH35F, CH23F, CH25F e CH2356F), T = 288 K, 293 K e 298 K.
Nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:CHSs, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cchs
= 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30 (x 10°) mol/L.

MRE 2 MRE2;
T(K) B200 (Mdleg) (deg.cm?’/dmol) 0222 (Mdleg) (deg.cm’/dmol)
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1:4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
288 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1:4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
CH 293 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1.4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
298 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1.4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
288 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1.4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
CH3F 293 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
1:0 -115,482 -19842,26 -108,47 -18637,45
1.4 -117,636 -20212,37 -108,648 -18668,04
298 1:8 -118,281 -20323,19 -107,825 -18526,63
1:16 -116,542 -20024,39 -105,232 -18081,09
1:32 -113,64 -19525,77 -103,732 -17823,36
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Continuacdo tabelal6

1:0 -115,992 -19929,89 -108,349 -18616,66
1:4 -115,419 -19831,44 -107,799 -18522,16
288 1:8 -114,951 -19751,03 -107,457 -18294,15
1:16 | -114,181 -19618,72 -106,472 -18294,08
1:32 | -109,598 -18831,27 -105,041 -18048,81
1:0 -113,21 -19451,89 -105,455 -18196,56
1:4 -111,718 -19195,53 -104,904 -18024,74
CH4F 293 1:8 -111,519 -19159,79 -104,405 -17939,00
1:16 | -110,484 -19044,67 -103,876 -17848,10
1:32 | -106,416 -18284,36 -102,035 -17531,78
1:0 -112,665 -19358,24 -105,248 -18083,84
1:4 -111,503 -19158,59 -104,73 -17994,84
298 1:8 -112,199 -19278,17 104,009 -17870,96
1:16 | -110,753 -19029,72 -103,146 -17722,26
1:32 | -109,847 -18874,05 101,469 -17434,53
1:0 -116,423 -20000,39 -110,796 19037,11
1:4 -116,034 -19937,11 -110,199 -18345,53
288 1:8 -115,288 -19808,93 -109,276 -18775,94
1:16 | -113,609 -19520,44 -108,26 -18601,37
1:32 | -111,3 -19123,37 -106,652 -18325,08
1:0 -116,323 -19998,67 -109,606 -18832,64
1:4 -116,274 -19978,35 -108,852 -18703,09
CH35F 293 1:8 -115,128 -19781,44 -108,383 -18622,50
1:16 | -113,384 -19481,78 -107,163 -18412,88
1:32 | -111,807 -19210,82 -104,965 -18035,22
1:0 -113,634 -19524,47 -107,168 -18413,74
1:4 -113,094 -19431,95 -106,342 -18271,82
298 1:8 112,453 -19321,82 -105,775 -18174,39
1:16 | -110,779 -19034,19 -104,58 -17969,07
1:32 | -107,652 -18496,07 103,065 -17708,62
Continua

100




Tabela 16 continuagédo

1:0 -115,688 -19877,66 -109,366 -18791,08
1:4 -115,495 -19844,50 -108,829 -18699,14
288 1:8 -114,082 -19601,72 -107,814 -18524,74
1:16 | -112,409 -19314,26 -106,675 -18329,04
1:32 | -111,342 -19130,,93 -104,96 -18304,36
1:0 -111,88 -19223,37 -104,76 -18000,00
1:4 -111,465 -19152,06 -104,508 -17956,70
CH23F 293 1:8 -111,172 -19101,72 -104,052 -17878,35
1:16 | -109,4 -18797,25 -103,161 -17725,26
1:32 | -108,145 -18581,62 -100,586 -17282,82
1:0 -110,975 -19067,87 -104,925 -18028,35
1:4 -110,752 -19029,55 -104,106 -17887,63
298 1:8 -110,376 -18964,95 -103,284 -17746,39
1:16 | -109,057 -18738,32 -103,284 -17746,39
1:32 | -107,099 -18401,89 -99,6698 -17125,40
1:0 -116,708 -20052,92 -109,543 -18821,82
1:4 -115,477 -19841,41 -108,957 -18721,13
288 1:8 114,723 -19711,86 -107,989 -18554,81
1:16 | -113,804 -19553,95 -106,588 -18314,09
1:32 | -112,831 -19386,77 -104,723 -17993,64
1:0 114,211 -19623,88 -107,532 -18476,29
1:4 -114,808 -19726,46 -106,587 -18313,92
CH25F 293 1:8 -113,745 -19543,81 105,978 18209,28
1:16 | -111,69 -19190,72 -104,77 -18001,72
1:32 | -109,804 -18866,67 -102,439 -17601,20
1:0 113,922 -19574,23 105,758 18171,48
1:4 -113,068 -19427,49 -104,86 -18017,18
298 1:8 -112,705 -19365,12 -103,804 -17835,74
1:16 | -110,177 -18930,76 102,779 17659,62
1:32 | -109,908 -18884,54 -101,404 -17423,37
continua

101




Tabela 16 continuagédo

CH2356F

1.0 -115,61 -19864,26 -107,491 -18469,24
1:4 -113,964 -19581,44 -107,55 -18479,38
288 1:8 -113,884 -19567,70 -106,901 -18367,87
1:16 -113,021 -19419,42 -105,928 -18200,69
1:32 -109,899 -18882,99 -104,433 -17943,81
1.0 -113,085 -19430,41 -105,507 -18128,35
1:4 -111,382 -19137,80 -104,888 -18021,99
293 1:8 -111,152 -19098,28 -104,238 -17910,31
1:16 -110,307 -18953,09 -103,181 -17728,69
1:32 -110,103 -18918,04 -101,845 -17499,14
1:0 -114,657 -19700,52 -106,769 -18345,19
1:4 -113,41 -19486,25 -106,01 -18214,78
298 1:8 -113,194 -19449,14 -105,411 -18111,86
1:16 -111,009 -19073,71 -104,68 -17986,25
1:32 -109,262 -18773,54 -102,705 -17646,91
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