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Resumo 

A busca por metabólitos com potencial farmacológico oriundos de plantas e de micro-

organismos sempre foi uma área bastante explorada pela comunidade científica. Foi reportado 

que a piperlongumina (PPL), molécula extraída de espécies de pimenta, apresenta ação anti-

inflamatória e por isso, o objetivo deste trabalho foi a descrição da interação da PPL com 

alguns alvos farmacológicos envolvidos no processo de transporte e de inflamação.  A 

primeira etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interação da PPL com a albumina de 

camundongo (RSA), pois entender a interação de pequenas moléculas com esta proteína 

contribui para compreensão da distribuição dos fármacos no organismo. Os resultados de 

supressão de fluorescência mostraram que a PPL se liga na RSA espontaneamente e que o 

processo é entropicamente dirigido. Também foi mostrado que a PPL acessa dois sítios 

cooperativos da RSA com constantes de ligação de (2.3±0.1)·10
5
 e (1.3±0.1)·10

5
 M

-1
. Com as 

ferramentas de docagem e dinâmica molecular verificou-se os sítios de interação como sendo 

ricos em resíduos apolares. Além disso, com a análise dos dados de supressão de 

fluorescência do sistema RSA-PPL, nós mostramos a necessidade da correção do efeito de 

filtro interno antes de associar os desvios no máximo de intensidade de fluorescência à 

mudanças de polaridade no ambiente da sonda fluorescente. Também mostramos a 

possibilidade de utilizar as áreas do espectro de emissão do Trp, em vez de um único 

comprimento de onda. A segunda etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interação da 

PPL com o domínio NBD da HSP70. A análise dos dados de supressão de fluorescência 

mostrou o equilíbrio das componentes entrópicas e entálpica na interação da PPL com o NBD.  

Além disso, foi mostrado que a PPL acessa dois sítios do NBD com constantes de ligação 

equivalentes a (6.3 ± 0.2)·10
4 

M
-1

 ,de modo cooperativo. Os ambientes de interação foram 

descritos com o uso do docagem molecular. Com a dinâmica molecular associada ao método 

de MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area), a energia livre de 

interação foi estimada como sendo (-58 ± 3) e (-49 ± 3) kJ·mol
-1

 para os sítios 1 e 2. A 

terceira etapa deste trabalho foi dedicada à modificação de alguns grupos químicos da 

estrutura da PPL. As estruturas inspiradas na PPL foram submetidas aos cálculos de docagem 

molecular para a verificação na mudança de afinidade pela proteína NF-kB.  

 

Palavras-chave: Piperlongumina, RSA, HSP70, Espectroscopia de Fluorescência, Dicroísmo 

circular, Docking Molecular, Dinâmica Molecular, MMPBSA. 

 



 
 

Abstract 

The search for metabolites with pharmacological potential from plants and microorganisms 

has always been an area widely explored by the scientific community. It was reported that 

piperlongumine (PPL), a molecule extracted from pepper species, exhibits anti-inflammatory 

property and therefore the aim of this work, was the description of the interaction of PPL with 

some pharmacological targets involved in the transport and inflammation process. The first 

step of this work was dedicated to the study of the interaction of PPL with rat serum albumin 

(RSA), once understanding the interaction of small molecules with albumin contributes to the 

understanding of the distribution of the drug in the body. Fluorescence quenching results 

showed that PPL binds to RSA spontaneously and that the process is entropically driven. It 

was also shown that PPL accesses two cooperative sites in RSA structure with binding 

constants of (2.3 ± 0.1)·10
5
 e (1.3 ± 0.1)·10

5
 M

-1
. With the docking and dynamic analyses, the 

interaction sites were found to be rich in non-polar residues. Furthermore, by analyzing the 

fluorescence quenching data from the RSA-PPL system, we showed the importance of 

applying inner filter correction over the entire fluorescence spectrum prior to any conclusion 

regarding changes in the polarity of the fluorophore microenvironment. We also demonstrated 

the convergence of the results obtained from the treatment of fluorescence data using the area 

below the spectrum curve and the intensity in a single wavelength. The second stage of this 

work was dedicated to the study of the interaction of PPL with the NBD domain of HSP70. 

Analysis of the fluorescence quenching data showed the balance of entropic and enthalpic 

components in the interaction of PPL with NBD. Furthermore, it was shown that PPL has a 

cooperatively mode of binding, accessing two NBD sites with a binding constant of (6.3 ± 

0.2)·10
4 

M
-1

. The interaction environments were described using molecular docking. With 

molecular dynamics associated with the MMPBSA method (molecular mechanics Poisson-

Boltzmann surface area), the free energies of interaction were estimated to be (-58 ± 3) e (-49 

± 3) kJ·mol
-1

 for sites 1 and 2. The third step of this work was dedicated to the modification 

of some chemical groups of the PPL structure. PPL inspired molecules were submitted to 

molecular docking calculations in order to verify the changes in affinity for NF-kB protein.  

 

Keywords: Piperlongumine, RSA, HSP70, Fluorescence Spectroscopy, Circular Dichroism, 

Molecular Docking, Molecular Dynamics, MMPBSA. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Piperlongumina 

A natureza sempre foi uma fonte profundamente explorada para obtenção de fármacos. 

Nos últimos 20 anos, um terço dos fármacos aprovados pelo FDA (do inglês Food and Drug 

Administration) foram baseados em produtos naturais ou em seus derivados.
1
 Atualmente a 

busca por metabólitos com potencial farmacológico oriundos de plantas e de micro-

organismos continua sendo uma área de pesquisa bastante explorada pela comunidade 

científica.  

Um exemplo de produto natural que vem sendo estudado recentemente é a 

piperlongumina, também conhecida como piplartina (PPL). Esta molécula tem apresentado 

resultados promissores como ansiolítico, anti-tumoral, anti-inflamatório e antiangiogênico.
2
 

Entre os alvos moleculares da PPL encontram-se proteínas kinases como MAPK, JNK e p38, 

receptores como IL-8R e MDR1, fatores de transcrição como AP-1 e NF-κB, entre outros 

revisados por Prasad e Tyagi.
3
 

A piperlongumina é um alcalóide amida isolada da casca do caule e de raízes de 

diferentes espécies de pimenta, mas esta molécula destaca-se como sendo o principal 

componente presente na pimenta-longa (Piper longum L)
4
. A pimenta-longa tem um longo 

histórico de uso na medicina tradicional indiana, conhecida como Ayurveda, sendo utilizada 

no tratamento tumores, malária, asma, infecções respiratórias, entre outras doenças revisadas 

por Bezerra e colaboradores.
4
 

A PPL tem massa molecular igual a 317.3 g/mol e é uma molécula lipofílica com 

coeficiente de partição (logP) igual a 1.63. Este metabólito foi isolado pela primeira vez em 

1961 por químicos indianos que estudavam a pimenta-longa e sua estrutura química (Figura 

1) foi caracterizada em 1968
4
. 

 

Figura 1: Estrutura química da PPL 

 

 



14 
 

1.2 Alvos Moleculares 

1.2.1 Albumina de soro de Camundongo (RSA)  

Além da importância de entender as interações entre os ligantes e a proteínas que 

participam de processos inflamatórios, entender as interações entre os ligantes e a albumina é 

de extrema importância, pois um dos mais importantes fatores que afetam a distribuição e a 

concentração ativa de muitas drogas no organismo é a afinidade pela albumina. 

Um grau de afinidade por esta proteína é desejável, de modo a contribuir para a 

solubilização de substâncias que, de outro modo, agregariam e seriam mal distribuídas. No 

caso oposto, os fármacos com uma alta afinidade pela proteína necessitariam de grandes doses 

para alcançarem uma concentração efetiva in vivo, pois seriam lentamente distribuídos aos 

locais de ação e não poderiam ser eficientemente eliminados 
5,6

.  

Neste contexto, entender como essas drogas se ligam à albumina é de extremo interesse 

para a área farmacológica. Os modelos experimentais in vivo de anti-inflamatórios são 

realizados em camundongos e pouco se sabe sobre as interações com a albumina destes 

animais, tampouco sobre os sítios de ligação desta proteína. 

 

1.2.2 Heat Shock Protein 70 (HSP70)  

Os organismos vivos, independente do reino, são constantemente submetidos a diversas 

situações estressantes e respondem a esses estímulos por meio de alterações no metabolismo 

celular, ativando seus mecanismos de defesa.
7
 A resposta ao estresse inclui a atuação de 

proteínas denominadas proteínas de choque térmico, HSPs (do inglês Heat Shock Protein), 

sendo esta uma das respostas primárias de proteção celular.
8
 As HSPs fazem parte da grande 

família das proteínas conhecidas como chaperonas moleculares, assim chamadas por possuir a 

capacidade de interagir de forma reversível com outras proteínas, auxiliando na formação, 

dobramento e transporte trans-membrana.
9
  A HSP70 é uma proteína de choque térmico de 70 

kDa composta por um domínio N-terminal altamente conservado que possui atividade de 

ATPase, conhecido NBD (do inglês nucleotide binding domain),  um domínio de ligação de 

substrato conhecido como SBD (do inglês substrate binding domain) e um domínio C-

terminal. O NBD é um domínio de 40 kDa e possui uma estrutura altamente flexível, sendo 

ela uma proteína bastante interessante para estudos biofísicos.  

Assumindo sua função de proteger a célula, a HSP70 costuma ser super expressa em 

tumores, principalmente em resposta a tratamentos quimioterápicos, o que leva à proteção das 

células cancerígenas e a resistência à quimioterapia.
10
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Apesar de inicialmente as Hsps terem sido identificadas como proteínas induzidas pelo 

estresse térmico
11

, estudos recentes iniciaram uma mudança de paradigma na compreensão 

destas macromoléculas. Estudos recentes a nível celular mostraram que a proteína HSP70 é 

encontrada no meio extracelular, possuindo potente atividade de citocina com habilidade de 

ligar-se com alta afinidade à membrana plasmática, de modo a  desencadear um fluxo rápido 

de íons Ca
2+

 que provoca o início da via de ativação da proteína NF-κβ, proteína esta 

responsável porregular a expressão de citocinas pró-inflamatórias em humanos 
12,13

. Foi 

reportado nestes artigos que a produção de citocinas pró-inflamatórias induzidas pela HSP70 

é mediada através da transdução de sinal pelo caminho da MyD88/ Irak / NF-κβ,  onde a 

Hsp70 utiliza tanto a proteína receptora TLR2 (receptor para bactérias gram-positivas) quanto 

a TLR4 (receptor para bactérias gram-negativas) para enviar seu sinal pró-inflamatório 

(Figura 2). 

 

Figura 2: Caminho pelo qual a HSP70 ativa a proteína NF-κB (Fonte: Adaptado de Picard e 

colaboradores, 2011 
14

). 

 

Como estudos recentes demonstraram que a HSP70 tem caráter pró-inflamatório 

dando início a via de ativação da proteína regulatória de citocinas, o estudo da interação entre 

moléculas com ação anti-inflamatória e esta proteína se torna importante para obter  

informações sobre as interações e possivelmente encontrar uma molécula eficiente para 

interromper o processo inflamatório. 

 

1.3 Interação Proteína-Ligante 

As interações não covalentes entre pequenas moléculas e alvos farmacológicos são a 

base molecular para a atividade de grande parte dos compostos farmacêuticos, por isso o 
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estudo da físico-química de interação é importante para o entendimento do mecanismo de 

ação de fármacos e também para o desenvolvimento de moléculas com maior afinidade e 

seletividade.
15,16

 

A energia livre de interação é resultado de interações intermoleculares entre o ligante e 

a macromolécula. Estas interações estão intimamente envolvidas no reconhecimento 

molecular e no equilíbrio entálpico-entrópico que dirige a formação do complexo.  

As interações intermoleculares podem ser produto da interação de cargas, como a 

interação eletrostática; podem ser produto da interação de dipolos elétricos que estão 

presentes em moléculas e resíduos de aminoácidos devido ao deslocamento de nuvens 

eletrônicas causadas pela diferença da eletronegatividade dos átomos, a formação de dipolos 

elétricos dá origem a interações como as ligações de hidrogênio; e também podem ser 

resultado de flutuações nas nuvens eletrônicas das moléculas que geram dipolos momentâneos 

ou induzidos dando origem às interações de Van der Waals.
17

 

Estas interações estabilizam o ligante no sítio de interação e também são responsáveis 

pelo reconhecimento molecular e pela especificidade da interação, principalmente quando se 

trata de interações com alta orientação direcional como no caso da ligação de hidrogênio
18

 e 

das interações envolvendo grupos aromáticos como π-π e cátion-π
19,20

. 

Embora as áreas de farmacologia e de produtos naturais tenham em seu acervo 

múltiplas técnicas experimentais para estudo in vivo e in vitro da ação destas moléculas, as 

técnicas experimentais com base em biofísica são importantes ferramentas que foram 

incorporadas pela área de desenvolvimento de fármacos, uma vez que a aplicação destas 

técnicas proporciona o entendimento mais aprofundado das interações proteína-ligante.  

Técnicas experimentais como a espectroscopia de fluorescência, dicroísmo circular, 

ressonância magnética nuclear (RMN), ressonância plasmônica de superfície (SPR), 

termoforese em microescala (MST) e calorimetria de titulação isotérmica (ITC) são 

frequentemente utilizadas para a descrição experimental da interação proteína-ligante
21

.  

As técnicas computacionais como o docagem e a dinâmica molecular também são 

frequentemente utilizadas na descrição das interações proteína-ligante. O uso de dinâmica 

molecular permite o cálculo de energia livre por meio de métodos como o “Molecular 

Mechanics Poisson-Boltzman (MMPBSA)”, “Free Energy Perturbation (FEP)”, “Umbrella 

Sampling (US)”, entre outros.
22
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2. TÉCNICAS EXPERIMENTAIS 

2.1 UV-VIS 

De acordo com a mecânica quântica, quando átomos e moléculas são expostas a uma 

fonte de radiação eletromagnética, elétrons que compõem orbitais com níveis energéticos bem 

definidos podem absorver fótons da radiação e realizar transições de orbitais energicamente 

menores para  orbitais energicamente maiores 
23,24

. A condição fundamental para que estas 

transições aconteçam é aquela na qual a energia do fóton a ser absorvido pelo átomo ou 

molécula tenha a mesma magnitude da diferença entre os níveis de energia que o elétron 

sofrerá a transição, em outras palavras, a energia do fóton h.ν tem de ser igual a diferença de 

energia dos níveis energéticos ∆E, onde h é a constante de Planck (h=6.63·10
-34

 J.s) e ν é a 

frequência do fóton 
24

 (Equação 1). 

 

        (1) 

                                                                                                             

A região espectral que compreendem do ultravioleta ao visível está na faixa de 200 nm 

à 700nm e muitas moléculas possuem ∆E de mesma magnitude da energia fornecida pelos 

fótons dessa faixa espectral. Devido a esta igualdade energética, quando estas moléculas são 

expostas a estes tipos de radiações, os fótons da radiação são absorvidos pela molécula e 

utilizados para promover transições eletrônicas, além de proporcionar mudanças de estados 

dos spins e excitar os modos de vibração das ligações químicas para atingir o equilíbrio 

térmico 
23,24

.  

Essa característica da molécula de absorver radiação em certos comprimentos de onda 

possibilitou o surgimento de uma técnica espectroscópica capaz de determinar a concentração 

do composto a ser estudado, conhecida como espectroscopia do UV-VIS. Neste contexto, 

considerando uma placa fina da solução de espessura dx que contém n moléculas 

absorvedoras de luz por cm
3
, a intensidade de luz dI absorvido pela espessura dx é 

proporcional à intensidade da luz incidente I, n e σ, onde n é o número de moléculas por cm
3
 e 

σ é a seção transversal efetiva para absorção da radiação em cm
2
 (Equação 2)

23
. 

   

  
              

(2) 

 

 

Realizando a integração com os parâmetros do sistema tem-se: 
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∫ 
  

 

 

  

  ∫       

 

 

 

(3) 

                                                                           

Como resultado da integração tem-se: 

 
   

  
 
 
     

   
 

(4) 

                                                                                     

 

Onde log(I0/I) é a densidade óptica do sistema, que também é conhecida como 

absorbância. A absorbância também pode ser escrita como mostra a equação 5, em termos do 

coeficiente de extinção ε (em M
-1

 cm
-1

) e da concentração C (em M
-1

), conhecida como lei de 

Beer-Lambert: 

 
                

  
 
       

(5) 

                                                        

2.2 Espectroscopia de fluorescência do estado estacionário 

Luminescência por definição é o processo no qual as moléculas constituintes de alguma 

substância emite luz quando ocorre o decaimento dos elétrons de níveis mais energéticos para 

os níveis menos energéticos, este processo é dividido em fluorescência e fosforescência 

dependendo da natureza do estado excitado
23

.  

O processo que caracteriza a fluorescência é quando ocorre emissão de fótons no 

decaimento dos elétrons de um estado excitado singleto S1 para outro estado singleto S0 de 

menor energia. A taxa de emissão do processo de fluorescência é tipicamente de 10
8
s

-1
, o que 

resulta em um tempo de vida de fluorescência próximo de 10ns.  

Por outro lado, o processo de fosforescência se caracteriza quando ocorre emissão de 

fótons a partir do decaimento dos elétrons de um estado excitado tripleto T1 para um estado 

singleto S1. A taxa de emissão do processo de fosforescência é lento, sendo da ordem de 10
3
 a 

1 s
-1

, o que resulta em um tempo de vida da ordem de milissegundos. Na Figura 3 está 

representado o diagrama de Jablonski ilustrando os processos de fluorescência e 

fosforescência 
23

. 
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Figura 3: Diagrama de Jablonski.(Fonte: Albani, 2008 
25

) 

 

Levando em consideração o mecanismo de fluorescência, foi desenvolvida uma técnica 

espectroscópica capaz de entender como que ocorre a interação entre proteínas e pequenas 

moléculas acompanhando as mudanças no sinal de fluorescência. Os espectros de 

fluorescência podem ser obtidos através da varredura dos comprimentos de onda de excitação, 

da varredura dos comprimentos de onda de emissão ou da varredura sincronizada de ambos. 

Uma das variáveis monitoradas nos espectros que possibilita a análise de interação de 

proteínas com pequenos ligantes é a intensidade da fluorescência dos aminoácidos 

aromáticos: fenilalanina, tirosina e triptofano. A intensidade de fluorescência destes 

cromóforos pode ser diminuída por uma variedade de processos e esta diminuição recebe o 

nome de supressão, podendo ser estática ou colisional (dinâmico) dependendo das naturezas 

de interações 
23

. Na supressão colisional, o fluoróforo no estado excitado é desativado 

retornando ao seu estado fundamental quando entra em contato com alguma outra molécula 

presente na solução, que recebe o nome de supressor. Por outro lado, quando ocorre a 

formação de um complexo fluoróforo-supressor no estado fundamental, tem-se a supressão 

estática 
23

. 

 

2.2.1 Supressão estática 

Como mencionado anteriormente, a supressão estática é resultado da formação de um 

complexo fluoróforo-supressor não fluorescente. Quando este complexo absorve radiação 
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eletromagnética, imediatamente retorna para seu estado fundamental sem e emissão de fótons 

23
.  

O mecanismo estático baseia-se em formação de complexo fluoróforo-supressor, sendo 

assim, em um sistema contendo uma solução com o fluoróforo presente na proteína (P) e 

pequenas moléculas (L) como sendo os  supressores, tem-se o seguinte processo de formação 

de complexo onde modela-se a acomodação de supressores um a um nos sítios 
26

  : 

                                                          

Assumindo no modelo que os sítios são iguais e independentes, obtém-se que: 

 
                         

     

           
 

(6) 

                      

Portanto resulta em uma constante de associação: 

 
  
  

      

            
 

(7) 

                                                                                              

Onde [Pfree] é a concentração de proteína livre, [Lfree] é a concentração de supressor livre 

e [LnP] é a concentração de complexo proteína-supressor. Modelando o sistema onde existam 

duas condições para a proteína onde ou ela está livre em solução ou ligada aos supressores, 

tem-se a relação [Pt]=[LnP]+[Pfree], em que [Pt] é a concentração de proteína total do sistema. 

Dessa maneira pode-se escrever uma relação na qual a razão entre a intensidade de 

fluorescência da solução que contém a proteína livre F0 e a intensidade de fluorescência após 

a complexação F é igual à razão entre a concentração de proteína livre e complexada. 

     

       
 
  
 

 
(8) 

                                                                                                    

Substituindo então [Pfree] por -[LnP]+[Pt] na equação 8, tem-se: 

 
           

      

  
 

(9) 

                                                                               

Sabendo que a concentração de supressor total [Lt] é a soma das concentrações dos 

supressores livres [Lfree] e complexados [LnP], tem-se que [Lfree]=[Lt]- [LnP], reescrevendo a 

constante de associação   
  em função de [Lt],[Pt] e das intensidades de fluorescência F e F0, 

chega-se a seguinte relação: 
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)  (

 

     (
    
 )      

)

 

 

 

(10) 

Aplicando a função logaritmo na expressão obtida e rearranjando chegamos a uma 

relação onde podemos extrair a partir dos sinais de fluorescência F e F0 o número n de sítios e 

a constante de associação Ka: 

 

               (
    

 
)               (

 

     (
    
 )      

) 

 

(11) 

         

Após coletado os dados de fluorescência, é necessário construir um gráfico e extrair os 

coeficientes angular e linear da reta para obter os parâmetros n e Ka. 

 

2.2.2 Supressão colisional ou dinâmica 

A supressão colisional da fluorescência é descrita pela equação de Stern-Volmer 

utilizando os parâmetros kq (constante biomolecular de supressão), τ0 ( tempo de vida do 

fluoróforo na presença do supressor) e KD (constante de supressão colisional) 
23

: 

   
 
                          

(12) 

 

A equação de Stern-Volmer pode ser obtida considerando as intensidades de 

fluorescência observadas na ausência e presença de supressor. A intensidade de fluorescência 

observada para um fluoróforo é proporcional à sua concentração no estado excitado, [F*]. Sob 

radiação contínua, uma constante população de fluoróforos excitados é estabelecida e portanto 

d[F*]/dt = 0 
23

. Na ausência e presença do supressor, as equações diferenciais que descrevem 

[F*] são: 

      

  
                

(13) 

 

      

  
       (          )   

     
(14) 

                                       

Onde γ é a taxa de decaimento do fluoróforo na ausência do supressor e f(t) é a função 

de excitação. Resolvendo as equações diferenciais, chega-se a relação: 
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(15) 

               

Como τ0
-1

=γ e τ0=(γ+kq.[L])
-1

, tem-se: 

   
 
               

(16) 

                                                                             

Esta equação mostra uma característica importante da supressão colisional, que é uma 

diminuição equivalente na intensidade e tempo de vida da fluorescência: 

   
 
 
  
 

 
(17) 

                                                                                                         

A diminuição no rendimento ocorre porque a supressão provoca o despovoamento do 

estado excitado sem emissão de fluorescência. No caso estático o tempo de vida não decresce 

porque apenas as moléculas fluorescentes são observadas e possuem o tempo de vida 

constante igual a  τ0 
23

. 

 

2.2.3 Combinação de supressão colisional e estática 

Em muitos casos, o fluoróforo pode sofrer contribuição de supressão tanto da forma 

estática quanto da forma dinâmica em um mesmo sistema. Nesse caso cada tipo de supressão 

possui uma fração de contribuição da supressão do sinal de fluorescência, onde a equação de 

Stern-Volmer é uma combinação dos mecanismos
23

: 

 
                        

  
 
                           

(18) 

                      

Onde KSV é a constante de supressão estática. Realizando o produto, tem-se um 

comportamento quadrático em função da concentração de supressor total [Lt]: 

 
                        

  
 
                          

  
(19) 

            

Rearranjando a equação, pode se obter uma equação linear: 

 
(
  
 
  )  

 

    
                     

(20) 
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Escrever a equação é conveniente, pois a partir dos dados de intensidades de 

fluorescência F e F0 pode-se construir um gráfico seguindo a equação linear. A partir da 

construção de uma reta obtém-se um sistema de equações com os coeficientes angular (α) e 

linear (q) e com esse sistema é possível obter as constantes de Stern-Volmer para o 

mecanismo estático (KSV) e dinâmico (KD): 

{
        
        

 

 

2.3 Fluorescência Sincronizada 

A Fluorescência sincronizada é baseada no escaneamento simultâneo dos 

monocromadores de excitação e emissão, mantendo uma distância entre os comprimentos de 

onda de excitação e emissão (Δλ). Em uma amostra contendo tirosina e triptofano, é possível 

selecionar o fluoróforo a ser analisado por meio do ajuste de Δλ. Com Δλ=15 nm monitora-se 

o comportamento dos resíduos de tirosina, enquanto que com  Δλ= 60 nm monitora-se o 

comportamento dos resíduos de triptofano. 

Esta técnica tem sido amplamente aplicada para análise qualitativa de mudança 

conformacional no microambiente do fluoróforo, causada por interação com pequenas 

moléculas. A análise baseia-se na observação do deslocamento do pico do espectro de 

fluorescência sincronizada, que é associado à mudança de polaridade no microambiente do 

fluoróforo. 

 Desta forma, deslocamento do pico para comprimentos de onda maiores (red shift) 

indicam a exposição do fluoróforo a um ambiente mais polar, enquanto que deslocamento do 

máximo de fluorescência para comprimento de ondas menores (blue shift) indica a exposição 

do fluoróforo a ambientes mais hidrofóbicos.    

Apesar da sua ampla utilização, a fluorescência sincronizada também está exposta ao 

efeito de filtragem interna
27

. Neste caso, a correção de filtragem interna deve ser feita para 

todos os comprimentos de onda de excitação e de emissão. A não correção do efeito de 

filtragem interna para todas as intensidades do espectro pode acarretar em deslocamentos do 

máximo de intensidade levando a uma análise equivocada de mudança de polaridade do 

microambiente do fluoróforo.   

Neste trabalho, durante a análise da interação da RSA com a piperlongumina (seção 

4.3), foi observado que o deslocamento do máximo de fluorescência tanto no espectro de 

emissão quanto na fluorescência sincronizada era, na verdade, um efeito de filtragem interna. 
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2.4 Efeito de filtragem interna 

Como o efeito de filtragem interna causa a diminuição do sinal de fluorescência, ele 

pode ser confundido com o efeito de supressão e gerar resultados equivocados na análise da 

interação proteína-ligante. O efeito de filtragem interna pode ser dividido em duas etapas: o 

efeito de filtragem primário, quando a luz que incide na cubeta é absorvida pelos 

componentes da amostra antes de excitar o fluoróforo; e o efeito de filtragem secundário, 

quando a luz emitida pelo fluoróforo é absorvida pelos componentes da amostra e, portanto 

não chega aos detectores. 

Quando o espectro de absorção sobrepõe em grande parte o espectro de emissão do 

fluoróforo, como é o caso da piperlongumina e o Trp (Figura 9), o efeito de filtragem interna 

pode gerar deslocamentos consideráveis do comprimento de onda máximo de emissão de 

fluorescência, o que pode ser interpretado equivocadamente como mudança de polaridade no 

ambiente do fluoróforo. Por isso, a correção deste efeito é de extrema importância, para todos 

os comprimentos de onda do espectro, antes de dar prosseguimento às análises.  

A correção do efeito de filtro interno é feito meio da equação 21, onde Fcorr e Fobs são as 

intensidades de fluorescência corrigida e observada e Aex e Aem são as absorbâncias nos 

comprimentos de onda de excitação e emissão, respectivamente. 

 
                

         
  

(21) 

 

                               

2.5 Termodinâmica de interação  

Para o estudo e obtenção de novas moléculas que podem ser utilizados como alvos 

terapêuticos atuando no processo de inibição de proteínas que fazem parte de cascatas de 

reações envolvidas em diversos processos patológicos, é de suma importância entender quais 

são as interações que estão envolvidas no processo de formação e estabilização do complexo 

proteína-ligante
28

. Para determinar quais são as interações predominantes no sistema é 

necessário entender a termodinâmica do sistema, onde os parâmetros de entalpia ∆H, entropia 

∆S e energia livre de Gibbs ∆G indicam a natureza das interações mais relevantes para o 

sistema 
28

. Considerando o sistema contendo proteína e ligantes, tem-se que a energia livre de 

Gibbs do sistema  é : 

              (22) 
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Onde R é a constante universal dos gases (8.1 J/mol.K),  T a temperatura do sistema e 

Ka a constante de associação obtida nos experimentos de supressão de fluorescência  pela 

equação duplo-logaritma (equação 11). Sabe-se também que a variação da energia livre de 

Gibbs está relacionada com a variação de entalpia e com a variação de entropia:  

           (23) 

 

                                                                                  

Substituindo a equação 23  na equação 22  e rearranjando os termos, chega-se na 

equação de van’t Hoff: 

 
      

  

   
 
  

 
 

(24) 

                                                                            

Tendo a constante Ka e as temperaturas T, pode-se então construir um gráfico que pela 

inclinação da reta e o coeficiente linear obtém-se a variação de entalpia ∆H e variação de 

entropia ∆S, respectivamente. De acordo com Ross e colaboradores 
29

, as interações mais 

predominantes podem ser associadas aos sinais dos potenciais termodinâmicos, onde as 

interações predominantes para a estabilização do complexo com os parâmetros  ∆H<0 

combinado com ∆S>0 ou ∆S<0 são as ligações de hidrogênio, Van der Waals e forças 

eletrostáticas e quando tem-se ∆H>0 combinado com ∆S>0 as interações predominantes são 

as hidrofóbicas. 

 

2.6 Função densidade de ligação e modelo de Scatchard 

Para acompanhar as ligações entre proteína-ligante, foi desenvolvida uma técnica 

experimental conhecida como função densidade de ligação (do inglês Binding Density 

Function, BDF) 
30

, onde é escolhido um observável físico para fazer este monitoramento das 

interações, podendo ser absorbância, intensidade de fluorescência, entre outros. Para este 

trabalho, a intensidade de fluorescência emitida pela proteína foi escolhida como observável 

físico, onde em um sistema aquoso contendo certa proteína, é titulado o ligante que deseja ser 

estudado como supressor
30

.  

Considerando o sistema em equilíbrio, o número médio de supressores ligados por 

proteína ∑νi é determinado a partir de uma dada concentração de supressor livre (Lfree), sendo 

assim, se a concentração de supressor livre é a mesma para duas ou mais soluções de 

diferentes concentrações de proteína total Pt, então o número médio de supressores ligados 
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por proteína também será o mesmo, chegando na relação de conservação de massa para o 

sistema: 

      [     ]   (∑  )       
(25) 

                                                                  

Sendo [Lt] a concentração de supressor total, [Lfree] a concentração de supressor livre e 

[Pt] a concentração de proteína total.  

Para a obtenção do número médio de supressores ligados ∑νi, pode-se construir um 

gráfico de concentração de supressores total [Lt] em função proteína total [Pt], onde pelo 

coeficiente angular obtém-se o ∑νi e pelo coeficiente linear da reta obtém-se [Lfree]. Como a 

concentração de proteína é a mesma da solução estoque, este não precisa ser obtido, 

entretanto a concentração de ligante total titulado para causar a mesma supressão de 

fluorescência em duas amostras com diferentes concentrações de proteína não é conhecida e 

para ser obtida usa-se a definição de porcentagem de supressão ∆F 
30

: 

 
   

    
  

       
(26) 

                                                                     

Onde F é o sinal de intensidade de fluorescência na presença do supressor e F0 é o sinal 

na ausência de supressor. Sendo assim, é possível a construção de um gráfico de porcentagem 

de supressão em função da concentração de supressor total para duas ou mais concentrações 

de proteínas e para uma dada porcentagem de supressão é obtido do gráfico as concentrações 

do supressor total. A Figura 4 ilustra um exemplo do gráfico para dois sistemas com duas 

concentrações distintas de proteína total (Pt1 e Pt2), onde a reta horizontal marca a 

concentração de ligante necessária para causar a mesma porcentagem de supressão de 

fluorescência nas duas amostras.
30

. 
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Figura 4: Gráfico de BDF da proteína SSB em duas concentrações diferentes com oligonucleotídeos 

ligados (Fonte: Adaptado de Lohman, 1991 
30

). 

 

Uma vez obtidos os valores de ∑νi e [Lfree] a partir do gráfico no modelo BDF, pode-se 

utilizar o modelo desenvolvido por Scatchard 
31

 para modelar as interações da proteína e 

supressor. Com este modelo pode-se determinar o número de sítios n que a proteína alvo de 

estudo possui para um determinado supressor, a constante de ligação Kb do supressor com os 

sítios e além disto pode-se entender a relação entre o supressor e a proteína no que se diz 

respeito à cooperatividade dos sítios
31

.  Para retirar todas estas informações do modelo, 

constrói-se um gráfico de ∑νi/[Lfree] contra ∑νi e a partir da função obtida no gráfico pode-se 

dizer se os sítios possuem cooperatividade ou se são iguais e independentes.  

Bordbar e colaboradores 
32

 relacionaram a função matemática que descreve o 

comportamento do sistema nos gráficos de Scatchard com o tipo de cooperatividade caso 

exista. Eles verificaram que se a função for polinomial com a concavidade positiva a proteína 

em questão possui cooperatividade negativa (Figura 5A) entre os sítios e no caso em que a 

função polinomial possui concavidade negativa  proteína exibe uma cooperatividade positiva 

(Figura 5B)
32

. Por outro lado, se a função que descreve a interação for de caráter linear, o 

modo de ligação é não cooperativo. 
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Figura 5: Gráficos de Scatchard para sistemas (A) com cooperatividade negativa (B) com 

cooperatividade positiva (Fonte: Adaptado de Bordbar e colaboradores, 1996 
32

)  

 

Para estes casos onde o gráfico de Scatchard apresentou cooperatividade, pode-se 

aplicar a equação desenvolvida por Hill 
28

 para determinar o número de sítios n de cada 

conjunto de sítios e a constante de ligação Kn de cada sítio: 

 
∑    

     [     ] 
  

      [     ]   
   

     [     ] 
  

      [     ]   
    

(27) 

 

                  

Onde [Lfree] é a concentração de supressores livres e h é índice de Hill. Se h=1 o sistema 

é não cooperativo, h>1 o sistema possui cooperativa positiva e h<1 o sistema possui 

cooperatividade negativa 
2832

.  

Se a função que descreve o sistema for linear, a proteína não possui cooperatividade e 

todos os sítios são idênticos e independentes. Para este comportamento, o próprio Scatchard 
31

 

desenvolveu seu modelo matemático para encontrar o número de sítios n e a constante de 

ligação Kb: 

 
∑    

            

            
 

(28) 

                                                                            

Invertendo o racional, tem-se: 

  

∑  
  
            

            
 

(29) 
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Separando em duas frações: 

  

∑  
  

 

            
  
 

 
 

(30) 

                                                                        

Subtraindo 1/n dos dois lados e aplicando a obtendo o mínimo múltiplo comum, tem-se: 

   ∑   
            

   ∑   
(31) 

                                                                     

Para deixar na forma da equação linear da reta para modelar o gráfico de Scatchard, é 

rearranjado como se segue: 

 ∑  
       

          ∑   
(32) 

                                                               

Com o gráfico de ∑            contra ∑   pode-se obter o número de sítios idênticos e 

independentes n pelo coeficiente linear da reta e a constante de ligação Kb pelo coeficiente 

angular da reta.  

 

2.7 Fluorescência resolvida no tempo 

A técnica de fluorescência resolvida no tempo (FRT) é utilizada para medir 

intensidades e tempos de decaimento de fluorescência. Diferentemente da fluorescência 

estacionária, que é realizada com uma radiação emitida constantemente, a fluorescência 

resolvida no tempo utiliza um pulso de onda eletromagnética para excitar a amostra. FRT é 

uma técnica útil para a caracterização de complexos proteína-ligante, uma vez que esta 

técnica consegue extrair informações referentes ao processo de supressão do sinal da sonda 

fluorescente devido a interação com ligante. 

Um típico experimento de FRT consiste em uma solução de proteína com sonda 

fluorescente, onde a concentração da proteína é dada por [P].  Pulsos são emitidos na amostra 

em t=0, como consequência os elétrons de um número de moléculas P serão excitados para o 

estado singleto S1 através da absorção de fótons. Depois de um tempo, os elétrons retornarão 

ao estado S0 através de processos radiativos, não radiativos e cruzamento entresistemas.
23

 

Neste contexto a taxa de desexicitação do estado S1 pode ser descrita como: 

 
 
      

  
    

      
          

(33) 
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Onde kr
S1

 é taxa de decaimento radiativo do fluoróforo, knr
S1

 taxa de decaimento não 

radiativo e [P
s1

] concentração de fluoróforo excitados S1. Integrando a  equação 33, temos 

que: 

 
         

      
 
   

(34) 

 

Onde [Po
s1

] é a concentração inicial de fluoróforos no estado excitado e τ é o tempo de 

vida do estado excitado S1,    
 

  
      

  . A intensidade de fluorescência    após a excitação 

da amostra por um pulso de luz é proporcional, à [P
s1

], em que a constante de 

proporcionalidade é dado por kr
s1

 : 

 
     

              
      

 
  

(35) 

O tempo de decaimento de fluorescência (τ) é a variável temporal do fenômeno 

dinâmico do sistema. Se τ permanece constante tem-se que o fluoróforo não está sofrendo um 

processo de supressão dinâmica quando em contato com outros componentes da solução. 

Neste trabalho foi explorado o fenômeno de supressão de fluorescência da sonda 

endógena da proteína, o resíduo de triptofano. O triptofano tem um arranjo estrutural de dois 

anéis ligados (pirrol e benzeno) que formam a estrutura indólica. O indol possui dois estados 

excitados singletos de mais baixa energia degenerados (
1
La e 

1
Lb). Na maioria das proteínas, 

1
La é o estado excitado responsável pela emissão de fluorescência.

33
 Além disso, outra 

característica do triptofano é que ele apresenta dois tempos de vida de fluorescência, que estão 

associados a diferentes rotâmeros desta molécula.
23,34

 Por isso utilizamos o modelo de 

decaimento bi-exponencial para tratar os resultados de FRT.  

 

2.8  Dicroísmo Circular 

Dicroísmo circular (CD, do inglês circular dichroism) é uma técnica espectroscópica 

que mede a diferença da absorção de luz circularmente polarizada no sentido horário e anti-

horário
35

. A elipticidade de uma amostra em cada comprimento de onda é proporcional a 

diferença de absorção:  

 
         

       

   
                  

(36) 

 

Onde AL e AR (do inglês left-hand polarized and right-hand polarized) são absorções de 

luz circularmente polarizada no sentido horário e anti-horário, respectivamente; c é a 
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concentração molar da amostra, l é o caminho óptico e ε(L/R) são os coeficientes de extinção 

molar para cada direção de polarização da luz.   

A técnica de dicroísmo circular é muito utilizada na caracterização de estrutura de 

proteínas, já que na faixa do UV (180-250 nm) estas macromoléculas possuem duas bandas de 

absorção referentes a transições eletrônicas das ligações peptídicas (n→π* e π→π*) que estão 

orientadas de acordo com os ângulos diedros Φ e ψ, que por sua vez dependem da estrutura 

terciária da proteína 
36

. 

Fazendo a varredura das elipticidades em função dos comprimentos de onda é possível 

extrair informação a respeito da composição de estrutura secundárias da proteína e monitorar 

como estas estruturas respondem a variações de temperatura, a adição de solvente, a adição de 

pequenas moléculas, entre outras. 

 

3. TÉCNICAS COMPUTACIONAIS 

3.1 Docagem Molecular 

 Muitas pesquisas têm sido desenvolvidas em busca de novas moléculas que possam 

ser de interesse da indústria farmacêutica, entretanto, quando se trata de testes in vivo ou in 

vitro, o custo financeiro para a obtenção de instrumentos e reagentes para a realização de 

experimentos é muito alto. Por conta disso, os cálculos computacionais de docagem molecular 

torna-se uma alternativa interessante que possibilita a predição de possíveis sítios de interação 

para determinado fármaco em um alvo molecular.  A combinação das técnicas experimentais 

com as técnicas computacionais se torna uma aliada no processo de descobertas de novos 

fármacos e agilidade nos estudos de obtenção dos mesmos 
37

. 

Para este trabalho, foi utilizado o Autodock4.2 para a realização dos cálculos 

computacionais, este software usa o campo e força semi-empírico Amber para encontrar as 

diferentes conformações do complexo de interação entre a macromolécula e o ligante. A 

energia de ligação ∆G é calculada como sendo a diferença entre a energia das conformações 

intramolecular do ligante e da macromolécula antes da ligação entre eles e a energia 

intermolecular do complexo formado depois da ligação, assim como ilustra a Figura 6 
37

. 
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Figura 6: Modelo de cálculo para a energia livre de ligação ∆G (Fonte: Morris, 2009 
37

). 

 

O campo de força para o cálculo da energia de ligação ∆G entre a macromolécula P e o 

ligante L, inclui seis pares de potenciais V e uma aproximação para o cálculo de entropia S 
37

.  

    (       
              

   )  (       
              

   ) 

                                      (       
              

   )                

(37) 

 O campo de força possui potenciais eletrostático, Van der Waals, Ligações de 

hidrogênio e de desolvatação 
37

: 

 
    ∑(

   

   
   

   

   
 )    ∑     (

   

   
   

   

   
  )
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(38) 

 

Onde as constantes de ponderação I,J,E(t),K,W são aquelas otimizadas para calibrar a 

energia livre empírica baseada em um conjunto de complexos caracterizados 

experimentalmente. O primeiro termo é o potencial de Lenard-Jones, no qual os parâmetros A 

e B são tomados do campo de força Amber 
37

. O segundo termo se refere à ligação de 

hidrogênio, no qual os parâmetros C e D são obtido para garantir uma mínima energia de 5 

kcal/mol em 1.9 Å para O – H e N – H, e de 1 kcal/mol em 2.5 Å para S – H. A função E(t) 

fornece a direcionalidade baseada no ângulo t da geometria de uma ligação de hidrogênio 

ideal 
37

. O terceiro termo é um potencial de Coulomb blindado para a interação eletrostática. 

O último termo é o potencial de dessolvatação baseado no volume de átomo (V) que cerca um 

dado átomo e abriga-o do solvente, ponderado por um parâmetro de solvatação ( S ) e o termo 

exponencial com fator de ponderação de distância σ = 3.5 Å 
37

. 
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O termo para a perda de entropia conformacional na ligação (∆Sconf) é diretamente 

proporcional ao número de ligações rotativas na molécula (Ntors): 

                     (39) 

                                                                                 

O número de ligações rotativas incluem todos os graus de liberdade de torção, incluindo 

rotações de átomos de hidrogênio polares e grupos hidroxilas, entre outros 
37

. 

O campo de força de energia livre semi-empírico utilizado pelo programa AutoDock 4.2 

faz uso de um tipo de pré-cálculo realizado pelo programa AutoGrid 4.2 para redução do 

custo computacional. O AutoGrid constrói mapas de grades para cada tipo de átomo presente 

na molécula de ligante a ser usada na docagem 
37

.  Os mapas de grades consistem de uma 

matriz tridimensional de pontos espaçados regularmente, centrada (geralmente) no sítio ativo 

da proteína ou macromolécula em estudo. Cada ponto dentro dos mapas de grades registra a 

energia interação de um átomo de prova com a proteína 
37

. 

Com os resultados obtidos por estes cálculos computacionais, pode-se relacionar a 

energia livre de ligação ∆G obtida pela modelagem computacional com a energia livre ∆G 

obtida experimentalmente e assim através da docagem molecular pode-se obter as 

informações dos aminoácidos participantes nas interações a serem descritas com o ligante 

supressor oferecendo as informações sobre o sítio de interação 
37

. 

 

3.2 Dinâmica Molecular 

Dinâmica Molecular é uma ferramenta utilizada para o estudo das interações e de 

movimento que utiliza os princípios da mecânica clássica e trata um sistema onde cada átomo 

está sujeito a forças descritas por diferentes potenciais. Esta ferramenta computacional é de 

grande importância para estudo de macromoléculas biológicas e principalmente para o estudo 

de interação proteína ligante, visto que o paradigma de interação chave-fechadura foi 

substituído por modelos de ajuste induzindo e modelo de seleção conformacional, sendo 

assim a dinâmica conformacional da proteína é bastante relevante para a interação com 

pequenas moléculas. Neste sentido, com a dinâmica molecular é possível modelar o complexo 

proteína – ligante levando em consideração a flexibilidade da macromolécula que é bastante 

limitada nos cálculos de docagem.
22

   

De forma geral, os potenciais utilizados para descrever os sistemas biológicos 

apresentam componentes referentes às ligações covalentes (estiramento, ângulo e diedros) e 

componentes relacionada a interações não covalentes como o potencial de Lenard-Jones e 



34 
 

potencial eletrostático (Figura 7).  Os campos de força mais utilizados para simular o 

comportamento de proteína são o OPLS, o GROMOS e o AMBER. Conhecendo a energia 

potencial do sistema, através da equação 40 obtêm-se  a força sobre cada átomo e assim é 

possível determinar suas posições em cada instante de tempo.  

                ⃗    ⃗⃗⃗  (40) 

 

   

 

Figura 7: Forma geral dos campos de força utilizados na dinâmica molecular. (Fonte: Durrant & 

McCammon, 2011
38

). 

Utilizando o valor da força (F), as velocidades e as posições são atualizadas de acordo 

com o intervalo de tempo determinado (equações 41 e 42), que geralmente é da ordem de 

femtosegundos. 
39
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(42) 

 

O controle da temperatura é feito acoplando o sistema a um termostato, dessa maneira 

as velocidades dos átomos que compõe o sistema são re-escalonados de forma a ajustar a 

energia cinética do sistema de acordo com a temperatura indicada no arquivo de submissão. 

Durante a simulação, a pressão também pode ser controlada por meio do acoplamento 

do sistema a um barostato, que re-escalona o volume do sistema para manter a pressão 

indicada no arquivo de submissão. 

 Uma forma de caracterizar e comparar as interações entre proteínas e ligantes é por 

meio a energia livre de cada sistema, visto que a energia livre está relacionada com a 
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constante de ligação (equação 22). Neste trabalho, a energia livre será calculada por meio do 

método de Poisson – Boltzman surface área (PBSA).
40

 

                                            (43) 

 

Onde Gcomplexo é a energia livre do complexo proteína-ligante, Gproteína é a energia livre a 

proteína livre do ligante  e Gligante é a energia livre do ligante em solução. A energia livre 

referente a cada termo desta equação pode ser expresso da forma: 

            〈   〉                     〈           〉         

           〈   〉                     〈           〉         

          〈   〉                   〈           〉        

 

(44) 

 

Onde 〈   〉 é a média da energia potencial no vácuo, que por sua vez é composta pelos 

termos presentes no campo de força: 

                             (45) 

 

Para o cálculo de           o termo de             referente ao complexo cancela os 

termos de              referentes a proteína e ao ligante, uma vez que os componentes são 

equivalentes.  

O termo 〈           〉 é composto por uma contribuição polar e uma contribuição 

apolar. O termo polar (        é o resultado da solução da equação de Poisson-Boltzman para 

a proteína, para o ligante e para o complexo. 

 
                                      

      

  
   

(46) 

  

Onde      é o potencial eletrostático,      é a constante dielétrica,      é a densidade 

de carga e      é o inverso do comprimento de Debye. Considerando que o sistema biológico  

estudado neste trabalho não é altamente carregado, temos que a energia térmica dos 

componentes do sistema é muito maior que a energia eletrostática.
40

 Neste contexto, foi 

utilizado a aproximação de Debye-Huckel (       )  para linearizar a equação de Poisson 

Boltzmann, obtendo a aproximação                  . 

O termo apolar utilizado neste trabalho foi estimado como sendo proporcional a área 

acessível ao solvente (SASA), onde γ é a tensão superficial do solvente. 
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                  (47) 

Para os cálculos de           dos complexos estudados neste trabalho foi utilizado a 

ferramenta g-mmpbsa
40

 que não inclui o cálculo dos termos entrópicos (TS) e por isso o valor 

de energia calculado não é absoluto. Os valores de           obtidos com esta ferramenta são 

adequados para fazer comparações entre interações de diferentes ligantes por um sítio ou para 

comparar a energia de interação da mesma molécula por dois sítios distintos, como no caso 

deste trabalho.  

 

4. INTERAÇÃO RSA – PIPERLONGUMINA 

4.1 Materiais 

A Piperlongumina (>97%) e a albumina de soro de camundongo (>99%) foram 

adquiridas da Sigma-Aldrich Chemical Co, bem como os reagentes  fosfato de sódio dibásico 

(>99%), ácido cítrico anidro (>99%) e cloreto de sódio (>99%) utilizados na preparação da 

solução tampão. A água ultrapura utilizada no tampão foi preparada por um sistema de 

purificação de água (Direct-Q UV-3) da Millipore. O álcool metílico utilizado para preparar 

as soluções estoques de piperlongumina foi adquirido da Dinâmica Química Contemporânea 

LTDA 

4.2 Métodos 

4.2.1    Preparação da amostra 

A RSA foi reconstituída em tampão fosfato 50 mM,  contendo 150 mM de cloreto de 

sódio dibásico e o pH foi ajustado para 7.4  com ácido cítrico anidro.  A concentração das 

soluções estoques de RSA e de PPL foram medidas por meio do experimento de absorção de 

UV-Vis. O espectro de absorção da macromolécula e do ligante foi coletado no 

espectrofotômetro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) à temperatura ambiente (298K), 

controlado por ar condicionado e monitorado por termômetro, equipado com lâmpadas de 

tungstênio e deutério. Duas cubetas de quartzo, cada uma com caminho óptico igual a 10 mm, 

foram utilizadas nos experimentos. Os espectros foram coletados varrendo os comprimentos 

de onda entre 200 e 500 nm, com tempo de integração de 0.333 s. O software Cary foi 

utilizado para coletar os dados medidos. A concentração da proteína foi obtida por meio da lei 

de Beer-Lambert aplicada a absorção no comprimento de onda de 280 nm, sabendo que o 

coeficiente de extinção molar (ε) da macromolécula neste comprimento é de 38.915 M
-1

cm
-

1
.
41

 A concentração da solução estoque de PPL também foi obtida pela lei de Beer-Lambert, 

desta vez aplicada ao comprimento de onda de 326 nm, onde ε = 18.700 M
-1

cm
-1

. 
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4.2.2    Espectroscopia de Fluorescência 

Os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos com os espectrofluorímetros de 

estado estacionário ISS PC1 (Champaign, IL, USA). Uma cubeta de quartzo de 3 ml e com 

caminho óptico de 10x10 mm foi utilizada nos experimentos. Os aminoácidos aromáticos 

(triptofano, tirosina e fenilalanina) são capazes de absorver luz na faixa do UV, mas com o 

comprimento de onda em 295 nm evita-se a excitação dos resíduos de tirosina e de 

fenilalanina e proporciona a excitação do único resíduo de triptofano das proteínas que estão 

sendo estudadas. 

Nos experimentos de supressão de fluorescência para a determinação das constantes de 

ligação pelo modelo de equilíbrio de ligação, pequenas alíquotas de ligante foram adicionadas 

na solução de RSA a 4 μM de modo a gerar incrementos de 2 μM de ligante. As medidas 

foram realizadas nas  temperaturas de 288, 298 e 308 K. 

Os espectros de fluorescência sincronizada foram obtidos com o espectrofluorímetro 

Lumina (Thermo Fisher Scientific,Waltham,MA, USA). Uma cubeta de quartzo de 3 ml e 

com caminho óptico de 10x10 mm foi utilizada nos experimentos e a temperatura foi mantida 

em 298 K. O comprimento de onda de excitação variou de 240 a 350 nm e o intervalo  entre 

os comprimentos de onda de excitação e emissão (Δλ) foi de 60 nm, para que o resíduo de Trp 

fosse analisado. Alíquotas de piperlongumina foram tituladas em uma amostra com 

concentração fixa de RSA (4 µM) de modo a gerar incrementos de 2 µM de ligante. Para a 

aplicação do modelo de densidade de ligação (BDF), pequenas alíquotas de ligante foram 

adicionadas nas soluções de RSA a 2, 4 e 8 μM. 

Em todos os experimentos de fluorescência, o volume final de álcool metílico no 

tampão foi menor que 1%. A correção dos efeitos de filtragem interna foi feita como descrito 

na seção 2.4, por meio da equação 21. 

As medidas do tempo de vida de fluorescência do triptofano da RSA foram realizadas 

no Mini-Tau (Edinburgh Instruments, Livingston, UK) acoplado ao sistema TCSPC (do 

inglês Time-Correlated Single Photon Counting). Aliquotas PPL foram tituladas em uma 

solução de RSA a 5µM. A excitação foi realizada usando diodo pulsado de picosegundo de 

340 nm e emissão usando um filtro de corte de 375 nm. Os perfis de decaimento de 

fluorescência foram ajustados utilizando o software F980 com a equação de decaimento 

multi-exponencial: 
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    ∑    

  
  

 

   

 
(48) 

 

 Onde τi é o tempo de vida de cada componente e αi é a contribuição de cada 

componente para o total de decaimento de fluorescência. O tempo de vida médio foi então 

calculado utilizando a equação abaixo: 

 
        

∑    
 

∑    
 

(49) 

 

4.2.3    Dicroísmo Circular 

Os espectros de dicroísmo circular da RSA foram obtidos com o espectropolarímetro 

Jasco J-815 utilizando uma cubeta de quartzo desmontável de 0.01 cm de caminho óptico. O 

espectro foi obtido no intervalo de 200 a 260 nm a uma velocidade de 20 nm/min com 0.1 nm 

de resolução. Os espectros finais são resultados de 15 corridas e tiveram o sinal do tampão 

subtraído. As proporções de RSA:PPL adotadas nos experimentos foram de 1:0 e 1:8. A 

elipticidade molar média  [Ɵ] foi calculada por meio da equação 50, onde Ɵ é a elipticidade 

coletada, [P] é a concentração de RSA, l é o caminho óptico da cubeta e n é o numero de 

resíduos de aminoácido da proteína.  

 
     

       

       
 

(50) 

 

As porcentagens de estrutura secundária foram calculadas com o CDPro utilizando o 

método CONTIN com a biblioteca SP43.
42

 

 

4.2.4    Docagem Molecular 

A estrutura tridimensional da RSA utilizada foi obtida por modelagem comparativa 

utilizando como modelo a albumina equina (5HOZ) e relaxada com dinâmica molecular por 

50 ns.  A estrutura obtida ao fim da dinâmica foi utilizada para os cálculos de docagem. O 

software AutoDockTools  do programa MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para preparar a RSA 

adicionando átomos de hidrogênio polar e cargas parciais. A origem rígida da PPL foi 

automaticamente selecionada e não foram atribuídos possíveis giros e torções para a 

molécula, exceto pelos grupos metoxi presente em sua extremidade. 

Os mapas foram gerados pelo programa AutoGrid 4.2 com um espaçamento de 0.375  Å 

e dimensão de 66 x 70 x 58 pontos. O programa AutoDock 4.2  foi utilizado para investigar o 
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sítio de interação entre os alcaloides  e a RSA aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano 

(LGA). As interações entre os aminoácidos presente nos sítios de interação e a PPL foram 

verificadas com o LigPlot 
43

. 

 

4.2.5 Parametrização da PPL 

Para os cálculos de dinâmica molecular, a topologia da PPL foi calculada por meio do 

servidor PRODRG e as cargas parciais foram substituídas por cargas obtidas por meio de 

cálculos ab initio. Para o cálculo das cargas, foi utilizado o pacote computacional de mecânica 

quântica Gamess2013
44,45

, utilizando o formalismo de Hartree-Fock (HF)
46

 junto da Teoria do 

Funcional Densidade (DFT)
47

 com os funcionais B3LYP
48

 para a piperina e M11 para a PPL. 

Foi utilizado como primeiro conjunto de bases o 6-31G (d,p) seguido de uma refinamento da 

estrutura com o conjunto de bases 6-311G (d,p). As geometrias otimizadas dos alcaloides 

foram determinadas com modelo de solvente PCM (do inglês polarizable continuum model) 

em água
49

. O mapa de potencial eletrostático MEP e as cargas parciais foram determinados 

utilizando o método geodésico
50

  juntamente com os mesmos funcionais, conjuntos de bases e 

modelo de solvente utilizado para a otimização da estrutura. 

 

4.2.6    Dinâmica Molecular 

As coordenadas iniciais dos complexos proteína-ligante foram as obtidas pela docagem 

molecular submetida ao cálculo de dinâmica utilizando a versão 5.1.4 do GROMACS
39

, com 

o campo de força gromos53a6
51

. O sistema foi solvatado com o modelo de água SPC
52

 em 

uma caixa dodecaédrica com as dimensões das arestas posicionadas no mínimo a 1 nm de 

distância da proteína. O sistema foi neutralizado com Na
+
 e Cl

-
 na concentração de 150 mM.  

A minimização de energia foi realizada com o algoritmo steepest descent  com 5000 

passos e tolerância de 10 kJ/mol.  A primeira etapa de equilibração foi realizada no ensemble 

NVT, em que  durante os 100 ps de simulação  a  temperatura  foi mantida a 300 K (acoplada 

ao termostato de V-rescale 
53

). As velocidades aleatórias foram geradas pela distribuição de 

Maxwell-Boltzman. Posteriormente a equilibração foi feita no ensemble NPT, em que durante 

os 100 ps de simulação a temperatura foi mantida a 300 K e a pressão a 1 atm (acoplada ao 

barostato Parrinello-Rahman
54

). Para interações de curto alcance o cut-off foi 12 Å e as 

interações eletrostáticas de longo alcance foram tratadas com PME
55

. O algoritmo de LINCS 

foi utilizado para constringir as ligações
56

. Nos passos de equilibração a posição dos átomos 

pesados foi restringido aplicando um potencial de 1000 kJ.mol
-1

.nm
-2

. Após as etapas de 
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equilibração, as restrições foram desligadas e a dinâmica foi realizada com passos de 2 fs. Os 

cálculos de root mean square deviation (RMSD), distância e ligações de hidrogênio foram 

executados pelos programas do GROMACS: gmx rms, gmx distance e gmx hbond, 

respectivamente. Os cálculos de estrutura secundária foram feitos pelo plug-in STRIDE do 

VMD.
 

Os cálculos de dinâmica molecular foram realizados na estrutura computacional do 

GRID UNESP. 

 

4.3 Resultados 

A descrição da interação RSA – PPL começou a ser feito por meio do acompanhamento 

do sinal de fluorescência relativo ao Trp214. Como discutido na seção 2.2 existem algumas 

vantagens em acompanhar o sinal do resíduo de triptofano, uma delas é eficiência quântica 

que é maior quando comparada a outros aminoácidos como a tirosina e a fenilalanina. Para 

selecionar a excitação apenas do resíduo de triptofano, irradia-se a amostra com onda 

eletromagnética no comprimento de onda de 295 nm. 

 A Figura 8-a mostra o efeito da adição de PPL na amostra de RSA. A primeira 

observação é que a adição de PPL ocasionou a supressão do sinal de fluorescência do Trp214. 

Mas além da diminuição do sinal de fluorescência, a adição de PPL também causou o 

deslocamento no valor máximo das intensidades para comprimentos de onda maiores que 340 

nm, o que é conhecido como “red shift”. Este mesmo comportamento foi observado no 

espectro de fluorescência sincronizada, como mostra a Figura 8-b. 

Deslocamentos no máximo de intensidade de fluorescência são frequentemente 

relatados na literatura e podem ter interpretações físicas relevantes. Especificamente na área 

de estudo de interações proteína – ligante este fenômeno é geralmente interpretado 

qualitativamente como resultado de mudanças conformacionais que induzem alterações na 

polaridade no microambiente onde o fluoróforo está localizado. Seguindo este raciocínio, o 

deslocamento para o vermelho é interpretado como resultado da exposição do fluoróforo a um 

ambiente mais hidrofílico, enquanto que o deslocamento para o azul é interpretado como 

resultado da exposição do fluoróforo a um ambiente mais hidrofóbico.
57

  

Entretanto, neste trabalho foi verificado que no caso em que os espectros de absorção do 

ligante e da proteína apresentam uma grande faixa de intersecção e são assimétricos (Figura 

9), os deslocamentos de máximo de intensidade são apenas “ilusões de óptica” causadas pelo 

efeito de filtro interno.  
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Figura 8: (a) Espectro de emissão de fluorescência antes da correção de filtro interno da RSA com 

incrementos de 2 μM de PPL (a* → q* : de 0 a 32 μM), [RSA] = 4 μM, T =298 K e λexc = 295 nm. A 

linha tracejada marca a intensidade em 340 nm e a linha sólida marca os deslocamentos nos máximos 

da intensidade de cada espectro. O inset da figura mostra a estrutura da PPL. (b) Espectro de 

fluorescência sincronizada antes da correção de filtro interno da RSA com incrementos de 2 μM de 

PPL  (a* → q* : de 0 a 32 μM), [RSA] = 4 μM, T =298 K,  λexc = 240 – 350 nm e Δλ = 60 nm. A linha 

tracejada marca a intensidade da emissão em λexc = 283 nm e a linha sólida marca o deslocamento no 

máximo de intensidade de cada espectro.  (c) Espectro de emissão de fluorescência da RSA após a 

correção de filtro interno, onde a linha sólida marca o máximo das intensidades em 340 nm. (d) 

Espectro de fluorescência sincronizada após a correção de filtro interno, onde a linha sólida marca o 

máximo das intensidades de fluorescência em λexc = 283 nm. 

 

Aplicando a correção de filtro interno para λexc = 295 nm e λem = 305 -500 nm nos 

espectros de emissão de fluorescência da Figura 8-a verificou-se que o máximo de intensidade 

foi mantido em 340 nm (Figura 8 – c).  O comprimento de onda do máximo de emissão 

também foi mantido quando o espectro de fluorescência sincronizada da Figura 8-b foi 

corrigido para λexc = 240 – 350 nm e λem = 300 – 410 nm, como mostra a Figura 8-d o máximo 

de emissão ocorreu quando a amostra era excitada em 283 nm independente da quantidade de 
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PPL adicionada à amostra. Com estes experimentos foi verificado que os deslocamentos na 

intensidade máxima de fluorescência foram eliminados ao aplicar a correção do filtro interno 

em todos os comprimentos de onda do espectro e, portanto a hipótese de mudança no 

microambiente do Trp214 não foi confirmada. 

 

 

Figura 9: Espectro de emissão de fluorescência da RSA (linha sólida) e espetro de absorção da PPL 

(linha tracejada). Ambos os espetros foram normalizados. 

 Os experimentos de supressão podem fornecer mais do que dados qualitativos, quando 

aplicamos os modelos discutidos na seção 2.2 aos espectros de fluorescência corrigidos é 

possível extrair informações quantitativas sobre a interação proteína-ligante. A primeira 

análise a ser feita é a comparação dos gráficos de Stern-Volmer em diferentes temperaturas. 

Esta análise pode ser feita utilizando o máximo das intensidades de fluorescência ou as áreas 

abaixo dos espectros, como mostrado na Figura 9. Posteriormente veremos o efeito do uso da 

razão das áreas no tratamento dos dados. Mas neste momento vamos nos concentrar na 

interação. 

 Verificar como o sistema reage ao aumento da temperatura pode nos fornecer muitas 

informações a respeito da interação (Figura 10). No caso da interação RSA – PPL, o aumento 

da temperatura provocou o aumento na inclinação das retas de Stern-Volmer, conhecida como 

Ksv (Tabela 1). Ou seja, o fato de aumentar a temperatura aumentou o efeito de supressão de 

fluorescência.  
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Figura 10: Gráficos de Stern-Volmer nas temperaturas de 288, 298 e 308 K. (a) Razão das 

intensidades de fluorescência em 340 nm. (b) Razão das áreas abaixo dos espectros de fluorescência  

(de 305 a 400 nm). Na ordenada direita dos gráficos foi plotada a razão dos tempos de vida do Trp214. 

A primeira hipótese que podemos fazer sobre este sistema é que a supressão é resultado 

de colisões entre o fluoróforo e o ligante, de tal forma que a agitação causada pelo aumento de 

temperatura favorece a colisão entre eles. Sendo assim, a supressão deve ser maior ao elevar a 

temperatura e neste caso não existiria formação de complexo proteína-ligante.  

 A segunda hipótese é que a temperatura favorece a formação do complexo proteína – 

ligante porque a termodinâmica da interação é dirigida entropicamente. Sendo assim, ao 

aumentar a temperatura o termo entrópico estaria favorecendo a diminuição da energia livre. 

Neste caso o complexo RSA – PPL estaria sendo formado 

Tabela 1: Constante de Stern-Volmer (Ksv), constante bimolecular (kq), constante de ligação (Ka) e 

número de sítios calculados por meio da intensidade de fluorescência em 340 nm e por meio da área 

abaixo dos espectros de fluorescência no intervaldo de 300 a 400 nm. 

Temp. (K) KSV(x104 M-1) kq(x1012 M-1s-1) Ka (x104 M-1) n 

Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas 

288 1.78±0.04 1.49±0.04 2.65±0.01 2.22±0.01 1.72±0.07 1.49±0.04 0.83 0.86 

298 2.11±0.05 1.83±0.04 3.14±0.01 2.72±0.01 2.24±0.09 1.84±0.07 1.02 0.97 

308 2.38±0.05 2.08±0.05 3.54±0.01 3.09±0.01 2.54±0.09 2.17±0.09 0.88 0.80 
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Para resolver a esta questão, recorremos ao uso da técnica de fluorescência resolvida no 

tempo (Figura 11). Como detalhado na seção 2.2.2, supressões resultados de colisões 

apresentam 
  

 
 

  

 
, enquanto que supressões resultado de formação de complexo apresentam  

  

 
    . Como mostrado na ordenada direita da Figura 10, a relação de  

  

 
 para o sistema RSA 

– PPL foi de aproximadamente 1 ao longo da titulação. Outra característica de supressões 

causadas por colisões é que a constante bimolecular (kq), que foi definida na seção 2.2.2, é da 

ordem de 10
10

 M
-1

s
-1

. Para este sistema, kq calculado é duas ordens de grandeza maior. 

 

Figura 11: Decaimento de fluorescência resolvida no tempo de (a) RSA e PPL nas estequiometrias de 

1:0, 1:1, 1:3 e 1:8 (a → d), com [RSA] = 4 μM, T = 298 K e λexc= 295 nm. IRF indica a função 

resposta do instrumento e a linha sólida vermelha é ao ajuste biexponencial para cada decaimento. 

 Os valores dos tempos de vida obtidos a partir do ajuste bi-exponencial estão 

presentados na Tabela 2, junto dos valores de tempo médio (τmedio) calculados a partir da 

equação 49. 

 

Tabela 2: Tempos de vida obtidos a partir ajuste bi-exponencial dos dados de fluorescência resolvida 

no tempo e os tempos de vida médios obtidos a partir da equação 49. 

RSA : PPL α1 τ1 α2 τ2 τmedio 

1:0 0.08 1.51 0.92 6.81 6.71 

1:1 0.09 1.33 0.91 6.74 6.64 

1:3 0.10 1.11 0.90 6.60 6.50 

1:8 0.13 0.81 0.86 6.28 6.28 
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Sendo assim, foi verificado para o sistema RSA – PPL que a supressão é resultado da 

formação de complexo e, portanto a segunda hipótese é a que melhor descreve este sistema. 

Uma vez que a formação do complexo foi verificada, é possível aplicar o modelo de 

equilíbrio de ligação para descrever a interação. Com o uso da equação 11 aplicada aos dados 

de fluorescência, os valores de constante de ligação (Ka) foram obtidos a partir do coeficiente 

linear das retas apresentadas na Figura 12.  

 

 

Figura 12: Gráficos de duplo-logaritmo utilizando (a) As intensidades em 340 nm e (b) As áreas 

abaixo dos espectros (de 305 a 400 nm). 

Os valores de Ka, organizados na Tabela 1, mostram novamente o aumento da constante 

em função do aumento da temperatura. Os valores das constantes foram inseridos na equação 

de Van’t Hoff  (equação 24) e a partir do ajuste linear dos pontos (Figura 13) foram obtidos os 

valores da variação de    e    por meio dos coeficientes angular e linear, respectivamente. 
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Figura 13:  Gráficos de Van’t Hoff obtidos a partir das intensidades de fluorescência em 340 nm 

(círculos pretos) e a partir das áreas abaixo dos espectros (de 305 a 400 nm) (quadrados vermelhos). 

As linhas sólidas são os ajustes lineares. 

 Os parâmetros termodinâmicos (Tabela 3) apontam que a variação de energia livre ∆G 

foi de -23.34 a -25.96 kJ/mol  no intervalo de temperatura de 288 a 308 K e que a maior 

contribuição foi da componente entrópica (37.97 a 40.61 kJ/mol). Sendo assim, as interações 

presentes no complexo RSA – PPL devem ser em sua maioria de natureza hidrofóbica. A 

interação da molécula de PPL com a proteína HSA foi estudada anteriormente pelo nosso 

grupo de pesquisa.
58

 Apesar de ambas as proteínas serem albuminas e apresentarem alta 

identidade na estrutura primária (73%), o resultado do balanço termodinâmico mostrou alta 

influencia da componente entálpica e pouca influência da componente entrópica levando a 

conclusão de que as principais interações para o sistema HSA – PPL são as interações de van 

der Waals e ligações de hidrogênio. 

Tabela 3: Parâmetros termodinâmicos (ΔG, ΔH e ΔS)  da interação RSA – PPL  e a comparação dos 

resultados obtidos utilizando a intensidade em um ponto e a área abaixo do espectro. 

 

T (K) 

∆G
o
 (kJ/mol) ∆H

o
 (kJ/mol) ∆S

o
(J/mol.K) T. ∆S

o
(kJ/mol) 

Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas 

288 -23 ±1 -23 ± 1  

15 ± 3 

 

14 ± 1 

 

132 ± 11 

 

129 ± 2 

38 ± 3 37 ± 1 

298 -25 ± 1 -24 ± 1 39 ± 3 38 ± 1 

308 -26  ± 1 -26 ± 1  41 ± 4 40 ± 1 

 

 Em relação ao uso das áreas para os cálculos mostrados até o momento, verificou-se 

que os resultados convergiram. Utilizar a abordagem das áreas pode ser muito interessante 
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principalmente em sistemas onde o ligante não apresenta a fluorescência, ou sua fluorescência 

não interfere na fluorescência da sonda analisada. Esta abordagem pode ser extremamente útil 

para analisar sistemas que apresentam variações no máximo de intensidade mesmo depois da 

correção de filtragem interna, uma vez que utilizando a área abaixo dos espectros diminui-se o 

erro associado a apenas um comprimento de onda máximo que está se deslocando.  

 Para explorar um pouco mais a respeito da interação RSA – PPL foi aplicado o 

modelo de densidade de ligação aos dados de fluorescência (Seção 2.6). Para isso, foram 

feitas titulações de PPL em 3 sistemas com concentrações de RSA diferentes (Figura 14). Para 

esta análise foram feitas várias linhas horizontais, como mostrado na Figura 14. Cada linha 

horizontal marca a mesma variação de fluorescência ΔF  para cada amostra de RSA ( a 2, 4 e 

6 μM). Intuitivamente entende-se que a amostra com maior concentração de RSA deve ter 

maior concentração de PPL para apresentar a mesma variação de fluorescência ΔF das outras 

amostras com concentrações menores de RSA. A linha horizontal representa graficamente a 

sentença acima.  

No modelo de BDF considera-se que se os sistemas apresentam a mesma supressão de 

fluorescência ΔF, então eles têm a mesma distribuição de ligante por proteína (∑  )  e a 

mesma concentração de ligantes livres ([Lfree]). Sendo assim, cada reta horizontal permite a 

aplicação da lei de conservação de massas (equação 25) resultando em várias retas (inset da 

Figura 14) cujos coeficientes angulares são ∑   e os coeficientes lineares são  [Lfree]. 
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Figura 14: Porcentagem de supressão de fluorescência em função do logaritmo da concentração de 

PPL titulada nas amostras de RSA a 2, 4 e 8 μM. A linha horizontal indica a mesma porcentagem de 

supressão para diferentes concentrações de RSA. O inset exemplifica as retas referentes à equação de 

conservação de massa obtidas para três porcentagens de supressão  fluorescência. 

 Encontrar o numero de ligantes ligados por proteína e a concentração de ligantes livres 

é o primeiro passo para a caracterização do sistema, pois com estes valores é possível utilizar 

o modelo de Scatchard e Hill para descrever o complexo. Aplicando o modelo de Scatchard 

(Figura 15 – a) verifica-se que a curva obtida é uma função côncava, o que indica que o 

sistema RSA – PPL apresenta cooperativada positiva entre os sítios de interação. Entretanto, 

com o modelo de Scatchard  não é possível determinar quantos sítios de interação a PPL 

acessa. Para esta tarefa, utilizamos o modelo de Hill (Equação 27). 

 

 

Figura 15: (a) Gráfico de Scatchard da interação RSA – PPL e (b) Gráfico de Hill da interação RSA – 

PPL. 
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  O modelo de Hill aplicado nos dados de ∑   e [Lfree] foi ajustado de acordo com a 

Equação 27 (Figura 15). A curva obtida para o ajuste dos dados foi:  

∑    
         [     ] 

    

           [     ]     
   

         [     ] 
    

           [     ]     
 

 Com isso, o modelo de Hill mostrou a presença de dois sítios, com cooperatividade 

positiva, uma vez que h >1. Além disso, as constantes de afinidade calculadas para os sítios 

foram k1 = (2.3 ± 0.1)10
5
 M

-1 
 e k2 = (1.3 ± 0.1)10

5
 M

-1
. 

 O modelo de BDF também foi aplicado no sistema HSA – PPL estudado 

anteriormente. Neste caso, a interação da PPL com a HSA apresentou apenas um sítio de 

interação com constante de afinidade de (4.5 ± 0.1)10
6
 M

-1
. 
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 Uma vez detectado a cooperatividade positiva na interação da PPL com a RSA, o 

próximo passo foi estudar se a interação provocou mudanças conformacionais na proteína. 

Para isso, a técnica de dicroísmo circular (Figura 16) foi utilizada para analisar os espectros 

de RSA pura e RSA com PPL na proporção 1:8. Ambos os espetros mostraram o padrão 

característico de α-hélice formado por uma banda negativa em 208 nm e em 222 nm 

referentes às transições eletrônicas das ligações peptídicas n → π  e  π → π* o que mostrou 

que após a adição de PPL a estrutura da RSA foi preservada.  

  

 

Figura 16: Dicroísmo circular da RSA representado com linha sólida e da RSA com PPL na 

estequiometria de 1: 8 representado com linha tracejada. 
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 A deconvolução dos espectros de dicroísmo (Tabela 4) mostrou que a variação do 

conteúdo de α-hélice foi pequena, de 63% da RSA pura para 61% quando a PPL foi 

adicionada a amostra. Estes dados mostraram que a cooperatividade obtida pelas análises de 

Hill não foi acompanhada de grandes mudanças conformacionais na estrutura da proteína. Os 

dados de estrutura secundária obtidos após a dinâmica molecular serão discutidos 

posteriormente.  

Tabela 4: Porcentagens de estruturas secundárias obtidas experimentalmente por dicroísmo circular 

(CD) da RSA pura e com a PPL na estequiometria 1:8. A tabela também mostra as porcentagens de 

estruturas secundárias obtidas computacionalmente depois de executar 50 ns de dinâmica molecular 

(MD) da RSA pura e a RSA com PPL no sítio 1 (MD 1 ) e sítio 2 (MD 2). 

Amostra α-hélice Turns  Random 

Coil 

RSA 298K – CD 

RSA+PPL 298K –  CD 

63% 

61% 

17% 

18% 

17% 

18% 

RSA 298K – MD 

RSA+PPL 298K – MD 1 

RSA+PPL 298K – MD 2 

65% 

64% 

64% 

17% 

19% 

16% 

16% 

17% 

19% 

 

A docagem molecular foi utilizada para encontrar os possíveis sítios de interação nas 

redondezas do resíduo de Trp214. O cálculo de docagem revelou dois possíveis sítios de 

interação com rankings de energia de -4.75 e -4.67 kcal/mol referentes ao Sítio 1 e Sítio 2.  
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Figura 17: (a) Resultado da docagem molecular com o resíduo de Trp214 destacado em laranja, a PPL 

no sítio 1 em lilás e no Sítio 2 em verde. Resíduos de aminoácidos que compõe o microambiente de 

interação da PPL no (b) Sítio 1 e (c) Sítio 2. Principais interações encontradas pelo LigPlot entre a 

PPL e os resíduos de aminoácido no (d) Sítio 1 e (e) Sítio 2. 

 O sítio 1 é composto pelos aminoácidos apolares: Leu446, Met219, Trp214, Ala443, 

Ala291, Cys448, Pro447, Gln196, Gln44; e por aminoácidos polares: Glu292, Arg222 e 

Asn242. Tal composição de aminoácidos sugere que interações de caráter hidrofóbico são 

relevantes para a interação. Além disso, a análise das interações mostrou uma ligação de 

hidrogênio entre a PPL e o Asn242, que posteriormente nas análises de dinâmica molecular, 

voltaremos a discutir a presença de ligações de hidrogênio.  

 A análise do sítio 2 mostra que o microambiente de interação é composto por resíduos 

apolares: Trp 214, Val343, Ser454, Leu347, Leu481, Val482, Phe211 e Met203; e também de 

resíduos polares: Arg485, Asp451 e Asn458. A característica de aminoácidos apolares 

também está presente no sítio 2, o que reforça a análise da contribuição hidrofóbica para a 

interação RSA – PPL. No sítio 2 também foi observado uma ligação de hidrogênio entre a 

PPL e a Arg485. 
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Com as estruturas obtidas por docagem molecular da PPL nos sítio 1 e 2 da RSA, o 

próximo passo foi fazer a análise da dinâmica molecular destes sistemas. Para isso a molécula 

de PPL foi submetida no servidor PRODRG para gerar o arquivo de topologia compatível 

com o campo de força gromos53A6 que seria utilizado na dinâmica. As cargas parciais da 

PPL calculadas pelo PRODRG foram substituídas pelas cargas parciais obtidas pela cálculo 

de DFT.  

Para verificar se o cálculo de primeiros princípios da PPL tinha convergido para a 

estrutura e densidade de cargas compatível com o que observamos experimentalmente, 

algumas análises foram feitas. A primeira delas mostra que a estrutura otimizada pelos 

cálculos apresenta uma estrutura planar, que era o esperado uma vez que a ressonância 

causada pelas duplas ligações na cadeia da PPL não permite liberdade de rotação (Figura 18). 

A segunda análise foi o cálculo das transições eletrônicas (Figura 18 –c) que quando 

aproximada para forma de gaussiana reproduziram o espectro experimental de absorção da 

PPL em água. Portanto, os parâmetros escolhidos para a parametrização da molécula geraram 

resultados compatíveis com os observados experimentalmente. Sendo assim, as cargas 

parciais obtidas pelo cálculo foram inseridas na topologia da PPL.  

 

Figura 18: (a) Estrutura da PPL otimizada por cálculos de primeiros princípios e o mapa de potencial 

eletrostático (MEP). (b) Espectro experimental de absorção da PPL em água. (c) Transições 

eletrônicas da PPL calculadas por TD-DFT . 

Com a topologia da PPL calculada, o complexo RSA – PPL foi submetido aos cálculos 

de dinâmica molecular com a PPL no sítio 1 e no sítio 2, individualmente.   

A estabilidade do sistema foi observada por meio das análises de root mean square 

deviation (RMSD). O RMSD da proteína livre (Figura 19) mostra que nos primeiros 20 ns de 

simulação a estrutura da RSA sofreu variações quando comparada a estrutura inicial da 



53 
 

dinâmica e após este período  o RMSD oscilou em torno de 0.6 nm. O RMSD da RSA com a 

PPL inserida no sítio 1 atingiu estabilidade logo nos primeiros 10 ns de dinâmica  e oscilou 

em torno de 0.25 nm.  Nas simulações da  PPL inserida no sítio 2, a estrutura da RSA 

estabilizou nos primeiros 10 ns e manteve-se estável oscilando em torno de 0.3 nm ao longo 

da dinâmica. 

 

Figura 19: RMSD calculado para o “backbone” da RSA livre (em preto), da RSA com a PPL inserida 

no sítio 1 (em vermelho) e da RSA com a PPL inserida no sítio 2 ( em verde). 

 O cálculo global das estruturas secundárias após os 50 ns de dinâmica molecular 

(Tabela 4) mostrou que para a estrutura livre de ligante, a porcentagem de α-hélice foi de 

65%. Após a dinâmica com a PPL inserida nos sítios 1 e 2, a porcentagem de α-hélice foi de 

64%. Uma pequena variação de α-hélice para turn nos resíduos Arg222, Asp237 e Val238 foi 

observada localmente quando a PPL foi inserida no sítio 1 (Figura 20). De forma geral, as 

estruturas secundárias nos locais de interação da PPL nos sítios 1 e 2 ( Figura 20 ) sofreram 

poucas variações.  

Assim como os dados de dicroísmo circular, os dados de dinâmica molecular não 

apontaram para nenhuma mudança considerável na estrutura secundária da RSA. O que era 

esperado, visto que a RSA é uma proteína grande (584 Aa) e possui 17 ligações dissulfeto que 

“amarram” a estrutura tridimensional desta proteína.  
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Figura 20: Estrutura secundária dos aminoácidos que compõe o sítio 1 durante os 50 ns de dinâmica 

molecular da (a) RSA livre de ligante e (b) RSA com a PPL inserida no sítio 1. Estrutura secundária 

dos aminoácidos que compõe o sítio 2 durante os 50 ns de dinâmica molecular da (c) RSA livre de 

ligante e (d) RSA com a PPL inserida no sítio 2. 

 

Para verificar a estabilidade do complexo RSA – PPL, a distância do centro de 

geometria (COG) da proteína  ao COG da PPL foi calculada ao longo da dinâmica (Figura 21) 

. Este dado mostrou que a PPL no sítio 1 tendeu a se deslocar por volta de 0.2 nm para o 

interior da proteína. O mesmo foi observado na simulação da RSA com PPL no sítio 2.  

O inset da Figura 21 mostra as ligações de hidrogênio feitas entre a RSA e a PPL no 

sítio 1 e no sítio 2. Os dados da dinâmica molecular mostraram que no sítio 1 a PPL faz entre 

0 e 1 ligação de hidrogênio 83 % do tempo de simulação. Já no sítio 2, a PPL faz entre 0 e 1 

ligação de hidrogênio 64 % do tempo de simulação. Este número é relativamente baixo 

quando levamos em conta que a PPL tem 5 aceptores de ligação de hidrogênio. E, portanto as 

ligações de hidrogênio não são as principais responsáveis pela formação do complexo RSA – 

PPL. 
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Figura 21: Distância entre os centros de geometria (COG) da RSA e PPL no sítio 1 (em preto) e no 

sítio 2 (em vermelho) ao longo dos 50 ns de dinâmica molecular. O inset mostra a porcentagem de 

tempo no qual a RSA e PPL fazem ligação de hidrogênio no sítio 1 (em preto) e no sítio 2 (em 

vermelho). 

 

4.4 Conclusão 

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram a importância da correção do efeito de 

filtragem interna em todos os pontos do espectro, seja ele de emissão ou sincronizado. A 

correção do efeito de filtragem deve ser feito antes de qualquer análise de deslocamento no 

máximo de intensidade já que os efeitos de deslocamento podem ser ocasionados puramente 

por filtragem do ligante. Neste trabalho também foi mostrado a convergência dos resultados 

quando se trabalha com as intensidades de fluorescência em um único comprimento de onda e 

quando se trabalha com a área abaixo da curva de emissão. Com relação ao sistema RSA –

PPL foi verificado a interação do ligante com a macromolécula. O modelo de Van’t Hoff 

aplicado aos dados de fluorescência mostrou que o a interação é dirigida entropicamente. O 

modelo de BDF aplicado aos dados de supressão mostrou que a PPL interage com dois sítios 

de modo cooperativo com constantes de afinidade 2.3·10
5
 e 1.3·10

5
 M

-1
. Dois sítios prováveis 

de interação foram calculados com a ferramenta de docagem molecular. Os ambientes de 

interação dos dois sítios apresentaram alto numero de resíduos apolares. As duas estruturas 

obtidas com a docagem foram submetidas a dinâmica molecular que mostrou a estabilidade da 

interação. 
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5. INTERAÇÃO NBD – PIPERLONGUMINA 

5.1 Materiais 

O domínio NBD foi manufaturado pela GenScript e o certificado de análise fornecido 

pela empresa encontra-se no Anexo A. A piperlongumina, o TRIS e o cloreto de sódio foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. A água ultrapura utilizada no tampão foi 

preparada por um sistema de purificação de água (Direct-Q UV-3) da Millipore. O álcool 

metílico utilizado para preparar as soluções estoques de piperlongumina foi adquirido da 

Dinâmica Química Contemporânea LTDA 

 

5.2 Métodos 

5.2.1 Preparação da amostra 

O NBD foi diluído em tampão com as mesmas características daquele com o qual foi 

recebido, contendo  50mM de TRIS e 150mM de NaCl com o pH ajustado com ácido 

clorídrico. O espectro de absorção da macromolécula e do ligante foram coletados no 

espectrofotômetro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) à temperatura ambiente (298K), 

controlado por ar condicionado e monitorado por termômetro, equipado com lâmpadas de 

tungstênio e deutério. Duas cubetas de quartzo, cada uma com caminho óptico igual a 10 mm, 

foram utilizadas nos experimentos. Os espectros foram  coletados varrendo os comprimentos 

de onda entre 200 e 500 nm, com tempo de integração de 0.333 s. O software Cary foi 

utilizado para coletar os dados medidos. A concentração da proteína foi obtida por meio da lei 

de Beer-Lambert aplicada a absorção no comprimento de onda de 280 nm, sabendo que o 

coeficiente de extinção molar (ε) da macromolécula neste comprimento é de 20.525 M
-1

cm
-

1
.
41

 

 

5.2.2 Espectroscopia de Fluorescência 

Os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos com os espectrofluorímetro de 

estado estacionário Lumina (Thermo Fisher Scientific,Waltham,MA, USA). Os experimentos 

com o NBD foram realizados em uma cubeta de quartzo de 100 µL com caminho ótico de 

10x2 mm e excitados no comprimento de onda de 295 nm. 

Nos experimentos de supressão de fluorescência para a determinação das constantes de 

ligação pelo modelo de equilíbrio de ligação, pequenas alíquotas de PPL foram adicionadas 

na solução de NBD a 4 μM de modo a gerar incrementos de 1 μM de ligante. As medidas 
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foram realizadas a temperaturas de 288, 298 e 308K. Para a aplicação do modelo de densidade 

de ligação (BDF), pequenas alíquotas de PPL foram adicionadas nas soluções de NBD a 4, 6 e 

8 μM. As medidas foram realizadas a temperatura fixa (288K).  

Em todos os experimentos de fluorescência, o volume final de álcool metílico no 

tampão foi menor que 1%. Filtro interno. 

As medidas do tempo de vida de fluorescência do triptofano da NBD foram realizadas 

no Mini-Tau (Edinburgh Instruments, Livingston, UK) acoplado ao sistema TCSPC (do 

inglês Time-Correlated Single Photon Counting). Alíquotas de PPL foram tituladas em uma 

solução de NBD a 25 µM. A excitação foi realizada usando diodo pulsado de picosegundo de 

340 nm e emissão usando um filtro de corte de 375 nm. Os perfis de decaimento de 

fluorescência foram ajustados utilizando o decaimento bi-exponencial (equação 48) com o 

software F980; os tempos de vida médios foram calculados com a equação 49. 

 

5.2.3 Dicroísmo Circular 

Os espectros de dicroísmo circular da NBD foram obtidos com o espectropolarímetro 

Jasco J-815 utilizando uma cubeta de quartzo desmontável de 0.01 cm de caminho óptico. 

Para o experimento de interação com a PPL, o espectro foi obtido no intervalo de 200 a 260 

nm a uma velocidade de 20 nm/min com 0.1 nm de resolução. Os espectros finais são 

resultados de 15 acumulações e tiveram o sinal do tampão subtraído. A razão molar 

NBD:PPL foi de 1:12. A elipticidade molar média  [Ɵ] (deg.cm
2
.dmol

-1
) foi calculada por 

meio da equação 50, onde Ɵ é a elipticidade coletada, [P] é a concentração de NBD, l é o 

caminho óptico da cubeta e n é o numero de resíduos de aminoácido da proteína. 

As porcentagens de estrutura secundária foram calculadas com o CDPro utilizando o 

método CONTIN com a biblioteca SP43.
42

 

Os experimentos de desnaturação da NBD foram feitos no intervalo de temperatura de 

280 a 340 K, utilizando as elipticidades medidas em 222 nm . A fração de proteína 

desnaturada foi calculada por meio da equação 51, onde [Ɵ]
nat

 e [Ɵ]
den

 são as elipticidades 

molar a 280  e 340 K, respectivamente.  

 
   

               

               
 

(51) 
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5.2.4 Docagem Molecular 

A estrutura tridimensional do domínio NBD utilizada no cálculo de docagem foi obtida 

no bando de dados de proteínas (PDB 1S3X).  O software AutoDockTools  do programa 

MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para preparar o NBD adicionando átomos de hidrogênio polar 

e cargas parciais. A origem rígida da PPL foi automaticamente selecionada e não foi atribuído 

possíveis giros e torções para a molécula, exceto pelos grupos metoxi presente em sua 

extremidade. 

Os mapas foram gerados pelo programa AutoGrid 4.2 com um espaçamento de 0.375  Å 

e dimensão de 66 x 70 x 58 pontos. O programa AutoDock 4.2  foi utilizado para investigar o 

sítio de interação entre a PPL  e o NBD aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA).  

 

5.2.5 Dinâmica Molecular 

Para os cálculos de dinâmica molecular do complexo NBD – PPL, topologia da PPL foi 

calculada por meio do servidor ATB
59

. As coordenadas iniciais dos complexos proteína-

ligante foram as obtidas pela docagem molecular.  

A dinâmica molecular do complexo foi realizada pela versão 5.1.4 do  GROMACS
39

, 

com o campo de força gromos54a7
60

. O sistema foi solvatado com o modelo de água SPC
52

 

em uma caixa cúbica com as dimensões das arestas  posicionadas no mínimo a 1 nm de 

distância da proteína. O sistema foi neutralizado com Na
+
 e Cl

-
 na concentração de 150 mM.  

A minimização de energia foi realizada com o algoritmo steepest descent  com 5000 

passos e tolerância de 10 kJ/mol.  A primeira etapa de equilibração foi no ensemble NVT, em 

que durante os 100ps de simulação  a  temperatura  foi mantida a 300 K (acoplada ao 

termostato de V-rescale
53

). As velocidades aleatórias foram geradas pela distribuição de 

Maxwell-Boltzman. Posteriormente a equilibração foi feita no ensemble NPT, em que durante 

os 100 ps de simulação a temperatura foi mantida a 300 K e pressão de 1 atm (acoplada ao 

barostato Parrinello-Rahman
54

). Para interações de curto alcance o cut-off foi 12 Å e as 

interações eletrostáticas de longo alcance foram tratadas com PME
55

. O algoritmo de LINCS 

foi utilizado para constringir as ligações
56

. Nos passos de equilibração, a posição dos átomos 

pesados foi restringida aplicando um potencial de 1000 kJmol
-1

nm
-2

. Após as etapas de 

equilibração, as restrições foram desligadas e a dinâmica foi realizada com passos de 2 fs. 

Os cálculos de energia livre foram feitos com a ferramenta G_mmpbsa
40

 aplicando o 

método de PBSA a snapshots extraídos da trajetória de dinâmica molecular em intervalos de 

500 ps. Os parâmetros de coarse grid-box (cfac) e finner grid-box (fadd) foram definidos 



59 
 

como 2 e 20, respectivamente. A concentração de íons positivos e negativos foi definida como 

0.150 e os raios foram definidos como 0.95 e 1.81 Å, que correspondem aos  íons de sódio e 

cloro, respectivamente. Os valores de contante dielétrica do vácuo (vdie), do solvente (sdie) e 

do soluto (pdie) foram definidas como 1, 80 e 4, respectivamente. 

Os cálculos de dinâmica molecular e de PBSA foram realizados na estrutura 

computacional do GRID UNESP. 

 

5.3 Resultados 

A análise da supressão de fluorescência foi feita utilizando o Trp90 do NBD. Quando 

excitado em 295 nm, o Trp90 emite o sinal de fluorescência com intensidade máxima em 330 

nm, que foi o comprimento de onda utilizado para fazer as análises. A Figura 22 mostra a 

emissão do NBD na ausência (a) e na presença de diferentes concentrações de PPL (→ y). 

Além disso, a Figura 22 mostra a emissão de fluorescência da PPL centrada em 450 nm. Na 

máxima concentração de PPL (24 μM) a largura da banda a meia altura é de ±45 nm e 

portanto a fluorescência da PPL não influencia os valores de  intensidade do Trp90 em 330 

nm que foram utilizados nas análises posteriores.  

 

Figura 22: Espectro de emissão de fluorescência da NBD após a correção de filtro interno obtido a 

partir de experimentos de titulação de PPL com incremento de 1 μM (a → y = 0 → 24 μM). [NBD] = 

4 μM, pH = 7.4, T = 283 K, λexc = 295 nm. O inset mostra a estrutura química da PPL. 

Após a correção do filtro interno (APÊNDICE C), o efeito de supressão foi observado 

ao adicionar alíquotas de PPL a amostra de NBD a 4 μM. A primeira análise a respeito da 

interação foi verificar como o complexo NBD – PPL reage ao aumento de temperatura. Para 

isso utilizamos os gráficos de Stern – Volmer nas temperaturas de 283, 293 e 303 K.  
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Figura 23: A ordenada esquerda mostra os gráficos de Stern-Volmer nas temperaturas de 283, 293 e 

303 K. [NBD] = 4 μM, [PPL] = 0 – 24 μM. A ordenada direita mostra a razão dos tempos de vida do 

Trp90 ao variar a concentração de PPL. 

 

 Os gráficos de Stern-Volmer (Figura 23) mostraram que a inclinação da reta diminuiu 

e, portanto o efeito de supressão diminui ao passo que a temperatura aumentou de 283 para 

303 K. Com esta análise já é possível descartar a hipótese da supressão ser causada por 

colisões, uma vez que o aumento da temperatura não favoreceu a supressão. Mesmo assim, o 

sistema foi submetido à análise dos tempos de vida do fluoróforo para confirmar este 

resultado.  

 

 

Figura 24: Decaimento de fluorescência resolvida no tempo do  NBD (4 μM) e PPL nas 

estequiometrias de 1:0, 1:2, 1:4 e 1:6, T = 298 K e λexc= 295 nm.  

Os valores dos tempos de vida obtidos a partir do ajuste bi-exponencial estão 

presentados na Tabela 5, junto dos valores de tempo médio (τmedio) calculados a partir da 

equação 49. 
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Tabela 5: Tempos de vida obtidos a partir ajuste bi-exponencial dos dados de fluorescência resolvida 

no tempo e os tempos de vida médios obtidos a partir da equação 49. 

NBD : PPL α1 τ1 α2 τ2 τmedio 

1:0 0.78 0.72 0.23 3.34 2.22 

1:2 0.77 0.71 0.23 3.34 2.24 

1:4 0.79 0.75 0.20 3.58 2.29 

1:6 0.77 0.71 0.23 3.40 2.30 

 

Como mostrado na ordenada direita da Figura 23, a razão dos tempos de vida (
  

 
 )  ao 

adicionar PPL na amostra de NBD manteve-se em aproximadamente 1. A constante 

bimolecular (Kq) para o sistema NBD – PPL, calculada a partir da equação 12 variou entre 

(8.9 e 4.3) 10
12

 M
-1

s
-1

. Estes valores são duas ordens de magnitude maior do que o observado 

para sistemas colisionais (~10
10

). 

 

Tabela 6: Constante de Stern-Volmer (Ksv), constante bimolecular (Kq) e constante de ligação (Ka) do 

sistema NBD – PPL em 283, 293 e 303 K. 

T (K) KSV (x10
4
 M

-1
) Kq (x10

12
 M

-1
s

-1
) Ka (x10

4
 M

-1
) 

283 1.9 ± 0.1  8.9 ± 0.1 2.5 ± 0.8  

293 1.5 ± 0.1 6.9 ± 0.1  2.2 ± 0.5 

303 1.0 ± 0.1 4.3 ± 0.1 1.8 ± 0.2 

 

Os dados de fluorescência foram inseridos no modelo de equilíbrio de ligação por meio 

da equação de duplo-logaritmo (Equação 11). As constantes de ligação (Ka) para cada 

temperatura (Tabela 6) foram calculadas a partir do coeficientes lineares dos gráficos 

apresentados na  Figura 25. Para o sistema NBD – PPL foi verificado que os valores de Ka 

diminuem ao passo que a temperatura do sistema aumenta.  
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Figura 25: Gráficos de duplo-logaritmo dos dados de supressão de fluorescência da NBD (4 μM) 

coletados em 283, 293 e 303 K. 

 Com os valores de Ka calculados é possível utilizar o modelo de Van’t Hoff para 

entender a termodinâmica de interação do complexo NBD – PPL. Para isso, os valores de Ka 

foram inseridos na Equação 24, resultando na gráfico apresentado na Figura 26 que foi 

ajustado para uma reta cujos coeficientes de linear e angular serão proporcionais ao valores de 

ΔH e ΔS, respectivamente.   

 

Figura 26: Gráfico de Van’t Hoff obtido a partir dos dados de Ka calculados pelo modelo de equilíbrio 

de ligação e o ajuste linear dos pontos. 

De acordo com os resultados dos parâmetros termodinâmicos apresentados na Tabela 7, 

o complexo NBD – PPL apresenta ∆G <0 e portanto a formação do complexo é espontânea . 

Além disso, observou-se que as componentes entálpica  e entrópica contribuem de maneira 

equiparada para a energia livre.  
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Tabela 7: Parâmetros termodinâmicos do complexo NBD – PPL nas temperaturas de 283, 293 e 303 K 

T (K) ∆G (kJmol
-1

) ∆H (kJmol
-1

) ∆S (J.mol
-1

.K
-1

) T. ∆S (kJmol
-1

) 

283 -23.7 ± 1.3  

-11.9 ± 0.9 

 

42.4 ± 3.4 

11.9 ± 0.9 

293 -24.2 ± 1.3 12.4 ± 0.9 

303 -24.6 ± 1.3 12.8 ± 1.0 

 

Para explorar um pouco mais a respeito dos sítios de interação da NBD, os dados de 

supressão de fluorescência foram inseridos no modelo de BDF (Secao 2.6).Uma vez que os 

parâmetros que melhor ajustaram as sigmoides foram encontrados, eles foram submetidos ao 

programa descrito no (APÊNDICE D) para encontrar os valores de [PPL] que causavam a 

mesma porcentagem de supressão de fluorescência nas amostrar com 6 e 8 μM de NBD e 

utilizá-los na equação de conservação de massas.  

 

 

Figura 27: : Porcentagem de supressão de fluorescência em função do logaritmo da concentração de 

PPL titulada nas amostras de NBD a 6 e 8 μM. 

Com os valores de ∑   e [L]free calculados pelos coeficientes angular e linear das retas o 

gráfico de Scatchard foi construído (Figura 28 - a). O perfil do gráfico de Scatchard para o 

sistema NBD – PPL apresentou uma função côncava indicando cooperatividade positiva dos 

sítios de interação. A interação do domínio NBD com a molécula de piperina foi estudada 

pelo nosso grupo e apresentou um comportamento semelhante ao encontrado neste trabalho
61

. 

Estes resultados mostraram que diferentes ligantes podem induzir modos semelhantes de 

interação no que diz respeito a cooperatividade. 
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(a) (b) 

Figura 28: (a) Gráfico de Scatchard da interação NBD – PPL e (b) Gráfico de Hill da interação NBD – 

PPL. 

 

Para encontrar o numero de sítios que a PPL acessa no NBD, os valores de ∑   e [L]free 

foram aplicados ao modelo de Hill (Figura 28 – b). O ajuste da curva foi feito com a 

expressão:  

∑   
                       

   

                      
   

 

 

Sendo assim, o modelo de Hill apontou para 2.2 ± 0.1 sítios de interação com constantes 

de ligação equivalentes de (6.3 ± 0.2)·10
4 

M
-1

. O coeficiente de Hill para o ajuste da curva  foi  

de 1.4 ± 0.1, o que confirma o efeito de cooperatividade, uma vez que h >1. Os valores da 

constante de ligação obtidos por meio do modelo de equilíbrio de ligação e por meio do 

modelo de Hill concordaram em relação à ordem de magnitude de     M-1
. 

Para verificar possíveis mudanças conformacionais causada pela interação da PPL com 

o NBD, a técnica de dicroísmo circular foi empregada. Inicialmente a estabilidade térmica do 

domínio NBD foi monitorada seguindo a elipticidade em 222 nm ao passo que a temperatura 

aumentava (Figura 29 – a). A fração de proteína enovelada foi calculada por meio da Equação 

51 resultando no gráfico da Figura 29 – b que mostra que a transição entre os estados 

enovelado e desenovelado ocorre por volta de 314 K. Resultados semelhantes foram 

encontrados para o NBD de bactéria, conhecido também como DnaK,  por meio de estudos de 

calorimetria e espectroscopia.
62,63
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(a) (b) 

Figura 29: (a) Curva de desnaturação da NBD monitorada em 222 nm. (b) Fração de proteína 

enovelada calculada a partir da Equação 51. 

 

A técnica de dicroísmo circular também foi aplicada para avaliar os efeitos da adição de 

PPL na estrutura secundária do NBD. Para isso o espectro da NBD livre de ligante foi 

comparado ao espectro da NBD com PPL na estequiometria de 1:12 (Figura 30). De acordo 

com os resultados de deconvolução, o espectro do NBD livre apresentou 38 % de α-hélice, 14 

% de folha-β, 20% de turns e 28% de coil. Depois da adição da PPL, a estrutura da NBD 

sofreu pequenas mudanças conformacionais apresentando 33% de α-hélice, 17 % de folha-β, 

19% de turns e 31% de coil. O conteúdo de α-hélice diminuiu 5% enquanto que o conteúdo de 

folha-β aumentou 3 %. Um comportamento similar a este foi observado na interação da 

piperina com o NBD
61

. 

 

Figura 30: Espectro de dicroísmo circular do NBD livre de ligante (linha sólida) e do NBD na 

presença de PPL na estequiometria de 1:12 (linha tracejada). Os experimentos foram feitos a 293 K. 

Para encontrar os possíveis sítios de interação do NBD acessados pela PPL, foi utilizado 

a técnica de docagem molecular. Para o cálculo de docagem molecular, foi utilizada a 
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estrutura da NBD obtida do PDB 1S3X. A Figura 31 mostra os clusters encontrados pelo 

cálculo de docagem molecular.  

 

 

Figura 31: Clusters encontrados pelo docagem molecular e suas funções de energia. 

 

Os clusters mais acessados pela PPL e de menor energia (a → h) foram dispostos na 

estrutura do NBD para melhor visualização (Figura 32). As coordenadas da PPL nos clusters 

de “a” a “g” estão na redondeza do sítio de interação do ADP e por isso foi selecionado 

apenas o cluster de menor energia (“a”). O cluster na  “h” foi o segundo selecionado uma vez 

que ele foi o que teve maior acesso e menor energia em comparação com os outros, que 

tiveram energia maior que -6.0 kJ/mol e baixo numero de conformações. 
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Figura 32: Representação dos clusters a – h calculados pela docking molecular. A molécula de ADP 

está representada em preto, os clusters a, b, c, d, e, f, g, e h estão representados em vermelho, amarelo, 

cinza, marrom, azul, laranja e cor-de-rosa. 

A análise dos resíduos de aminoácido que compõe o sítio 1 mostrou que o ambiente é 

rico em glicinas,  possui resíduos polares como a Tyr15, Thr37 e Ser340 e resíduos 

carregados como Lys271, Arg272,342 e Asp10,366 . O software LigPlot detectou a  presença 

de uma ligação de hidrogênio entre o nitrogênio da Gly339 que constitui o backbone da 

proteína e um oxigênio da PPL.  

 



68 
 

 

Figura 33: Sítios de interação do NBD acessados pela PPL: (a) Estrutura da NBD com a PPL no sítio 1 

(vermelho) e no sítio 2 (verde), nesta figura a molécula de ADP está representada em preto. (b) 

Composição de aminoácidos do Sítio 1 e as interações entre o NBD e a PPL, a ligação de hidrogênio 

entre o resíduo Gly339 e PPL está representada pela linha azul tracejada. (c)  Composição 

aminoácidos do Sítio 2 e as interações entre o NBD e a PPL, a ligação de hidrogênio entre o resíduo 

Gln93 e PPL está representada pela linha azul tracejada. 

O ambiente do sítio 2 também é composto por vários resíduos apolares como 

Val94,105, Met87,  Pro91, Trp90 e Phe92; e também por resíduos polares como Asn65, 

Gln64,93,104 e Ser106. No ambiente do sítio 2, resíduos carregados são mais escassos, tendo 

apenas a Lys88. O software Ligplot detectou uma ligação de hidrogênio entre o resíduo Gln93 

e a PPL. As ligações de hidrogênio observadas nas poses calculadas pela docagemserão 

analisas posteriormente com base nos cálculos de dinâmica molecular. 
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Tabela 8: Características dos aminoácidos que compõe os microambientes dos sítios 1 e 2 do NDB. 

 

As estruturas dos complexos obtidas por meio da docagem molecular foram submetidas 

aos cálculos de dinâmica molecular. A estabilidade do sistema foi verificada por meio do 

cálculo de RMSD (Figura 34), que foi feito para os átomos do “backbone” do NBD com a 

PPL inserida nos sítios 1 e 2 e para a molécula de PPL. Os valores de RMSD do NBD 

variaram em torno de 0.25 nm ao longo dinâmica, enquanto que o RMSD da PPL variou em 

torno de 0.1 nm, mostrando que o sistema permaneceu estável. Além disso, o cálculo da 

distancia entre os centros de geometria (COG) do NBD e da PPL no sítio 1 mostrou que o 

ligante ficou ligado à proteína e permaneceu no ambiente encontrado pela docagem com a 

distância flutuando em torno de 0.7 nm. A PPL também se mostrou estável no sítio 2 com a 

distância flutuando em torno 2.5 nm. 

 

Figura 34: Parâmetros obtidos a partir da simulação de dinâmica molecular do NBD com a PPL no 

sítio 1 (vermelho) e no sítio 2 (verde). O gráfico à esquerda mostra: (a) O RMSD calculado para os 

átomos do “backbone”do NBD e (b) o RMSD da molécula de PPL. O gráfico à direita mostra a 

distância entre  o COG do NBD e o COG da PPL quando inserida no sítio 1 e no sítio 2. 

Sítio Aminoácidos 

Apolar Carregado 

positivamente 

Carregado 

negativamente 

Polar 

1 Gly12, 202, 230, 338, 339 

 

Lys271; Arg272, 

342 

 

Asp10, 366 Tyr15; Thr37; 

Ser340 

 

2 Val94, 105; Met87; 

Pro91; Trp90; Phe92 

Lys88 - Asn65; Gln64; 93, 

104; Ser106 
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 O RMSF do NBD livre e com a PPL ligada nos sítios 1 e 2 mostrou que não houve 

nenhuma mudança drástica na dinâmica dos resíduos quando a PPL interagiu com o sítio1 ou 

2. Foi observada apenas uma pequena mudança na dinâmica dos resíduos 78 – 87 que 

compões uma α-hélice próxima ao sítio 1. Entretanto, esta mudança não está necessariamente 

associada à inserção da PPL no sítio 1, uma vez que a dinâmica destes mesmos resíduos 

sofreram alteração quando o NBD foi simulado com a PPL no sítio 2.  

 

Figura 35:  O gráfico à esquerda mostra o RMSF dos resíduos do NBD quando a proteína foi simulada 

(a) livre de ligante, (b) quando a proteína foi simulada com o PPL ocupando o sítio 1 e (c) quando a 

proteína foi  simulada com a PPL ocupando o sítio 2. O gráfico à direita mostra a porcentagem de 

tempo em que foi calculado os números de ligação de hidrogênio feitos entre o NBD e a PPL no: (a) 

sítio 1 e (b) sítio 2. 

As análises de ligação de hidrogênio mostraram que no Sítio 1 a PPL faz entre 1 e duas 

ligações com os resíduos do NBD 72% do tempo de simulação. As ligações de hidrogênio 

foram menos frequentemente observadas na interação da PPL com o sítio 2, o numero de 

ligações de hidrogênio ficou entre 0 e 1 em 73 % do tempo de simulação. As ligações de 

hidrogênio dão uma contribuição entálpica para o balanço termodinâmico. O modelo de Van’t 

Hoff aplicado aos dados experimentais de supressão mostrou que o balanço termodinâmico 

dos termos entálpicos e entrópicos da interação da PPPL com o NBD é bastante equilibrado. 

Os dados de dinâmica molecular corroboram com os dados experimentais visto que o numero 

de ligações de hidrogênio encontradas para este sistema é bastante moderado.  

Diferentemente do que foi indicado pelo dicroísmo circular, a análise das estruturas 

secundárias locais do sítio 1  (Figura 36) mostrou que a inserção da molécula de PPL 

favoreceu a estabilidade de alguns trechos de α-hélice por volta do resíduo de Lys56 e  

Leu274. 
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(a) (b) 

Figura 36: Análise das estruturas secundária dos aminoácidos que compõe o sítio 1.  (a) Simulação do 

NBD na ausência de PPL. (b) Simulação com a PPL inserida no sítio1. 

No sítio 2 também foi verificado o favorecimento da formação de α-hélice após a 

inserção da molécula de PPL por volta do resíduo de Ser85. 

 
 

(a) (b) 
Figura 37: Análise das estruturas secundária dos aminoácidos que compõe o sítio 2.  (a) Simulação do 

NBD na ausência de PPL. (b) Simulação com a PPL inserida no sítio2. 

Como mostrado na Figura 38, grandes mudanças na estrutura global da proteína não 

foram observadas. Apenas uma pequena mudança na região dos resíduos entre Asp69 a Pro91 

foi notada. Quando o NBD foi simulado na ausência de ligante (Figura 38-a) estes resíduos 

ficaram na conformação de coil. Quando o NBD foi simulado com a PPL inserida nos sítios 1 

ou 2, a região entre Asp69 a Pro91 assumiu conformações de α-hélice de folha-β (Figura 38 b 

e c). Esta região tinha sido mencionada anteriormente na análise de RMSF. Para a proteína 

sem ligantes, o RMSF desta região foi alto. Já nas análises de RMSF da proteína com a PPL 

nos sítios 1 ou 2 o RMSF foi baixo porque estes resíduos se envolveram em estruturas 

secundárias e portanto perderam flexibilidade. 
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(a) 

  
(b) (c) 

Figura 38: Análise global da estrutura do NBD. (a) Simulação do NBD na ausência de PPL. (b) 

Simulação do NBD com a molécula PPL inserida no sítio 1. (c) Simulação do NBD com a molécula 

PPL inserida no sítio 2. 

 

Para encontrar a energia de ligação referente a interação nos sítios 1 e 2, as trajetórias de 

dinâmica molecular foram submetidas ao cálculo de Poisson Boltzmann Surface Area 

(MMPBSA). De acordo com os resultados, os sítios 1 e 2 apresentaram energia de ligação  de 

(-58 ± 3) kJ.mol
-1

 and (-49 ± 3) kJ.mol
-1

, respectivamente.  O cálculo de MMPBSA mostrou 

que para ambos os sítios as interações de VDW são predominantes, assim como tinha sido 

mostrado pelas análises de Van’t Hoff.  
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Figura 39: Decomposição das energias obtidas por MMPBSA para a interação da PPL com o NBD nos 

sítios 1 e 2. Contribuição de Van der Waals (VDW), eletrostática, solvatação polar, área acessível ao 

solvente (SASA) para o calculo de energia de ligação. 

 

5.4 Conclusão 

Neste capítulo foi mostrado a descrição da interação da PPL com o domínio NBD da 

HSP70. Os dados de supressão de fluorescência mostraram a formação do complexo e o 

tratamento dos dados com o modelo de Van’t Hoff mostrou que o balanço termodinâmico da 

interação tem as componentes entálpicas e entrópicas bastante equilibradas. O tratamento dos 

dados com o modelo de BDF permitiu a obtenção da densidade de ligação. Quando os dados 

foram interpretados utilizando os modelos de Scatchard e Hill, verificou-se que a PPL acessa 

dois sítios de interação no NBD e que a interação com estes sítios ocorre de modo 

cooperativo. Com a ferramenta de docagem e dinâmica molecular foi possível descrever os 

possíveis ambientes de interação da PPL. Além disso, com o cálculo de  MMPBSA foi 

possível verificar que as interações de Van der Waals são predominantes no complexo NBD – 

PPL. Um aspecto interessante sobre a interação NBD – PPL é que apesar dos sítios possuírem 

quantidades relevantes de resíduos polares e a PPL ter 6 doadores de ligação de hidrogênio, 

esta interação não se mostrou predominante. Futuras modificações químicas com o intuito de 

aumentar a afinidade da PPL pelo NBD se beneficiariam da inserção de doadores de ligação 

de hidrogênio para alcançar os resíduos polares presentes no sítio e aumentar a componente 

entálpica da interação.  Em resumo, este trabalho revelou os aspectos principais envolvidos na 

interação da PPL com o NBD. 
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6. MODIFICAÇÃO QUÍMICA DA PPL 

As modificações químicas na estrutura da PPL foram feitas com o intuito de aumentar a 

afinidade da molécula pela proteína p65 da família dos fatores nuclear-κB (NF-κB). Para isso 

foram sintetizadas 3 estruturas análogas à PPL (Esquema 1). Esta etapa do projeto foi 

desenvolvida na Universidade de Birmingham, com colaboração com o grupo do Prof. Alan 

M. Jones 
64

.  

 

Esquema 1: Síntese das moléculas análogas a piperlongumina. 

As modificações foram baseadas no trabalho publicado por Sun e colaboradores 
65

 que 

verificaram que a PPL inibe várias etapas da cascata de inflamação. Uma das etapas que os 



75 
 

autores verificaram foi a inibição da formação do complexo p65-DNA, que consequentemente 

inibe a transcrição de genes de proteínas pró-inflamatórias. Em relação às estruturas análogas, 

os autores verificaram que a inibição da formação do complexo p65-DNA foi mais expressiva 

quando a estrutura 10 foi utilizada.  

O fator nuclear kappa B, é uma família constituída por cinco fatores de transcrição (p50, 

p52, c-Rel, p65 (RelA) and RelB) que participam da regulação de genes de proteínas 

relacionadas a vários processos celulares como: resposta inflamatória, crescimento celular e 

apoptose.
66

 

Estes fatores de transcrição são encontrados inativos no citoplasma de células não 

estimuladas na forma de homo/heterodimeros  associados a proteínas inibidoras (IκBα, IκBβ, 

IκBγ)
67

. Uma das formas de ativação destes fatores é pela estimulação dos receptores TRL4 

com LPS (lipopolissacarídeos), o que desencadeia a cascata de ativação do heterodimero 

formado p65 e p50 por meio de consecutivas fosforilações (Figura 40). 

 

 

Figura 40: Cascata de ativação do heterodímero  p50/p65 em células estimuladas com LPS. (Fonte: 

Sun e colaboradores, 2015 
65

) 

A ativação do complexo TAK-TAB feita por meio de fosforilação, leva a fosforilação das 

IKKs, que são responsáveis pela fosforilação da proteína inibidora IκBα. Uma vez fosforilada, 

a proteína IκBα é degradada, permitindo que o heterodímero (p50/p65) se transloque para o 
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núcleo da célula e transcreva os genes de proteínas relacionadas aos processos celulares 

mencionados.
67

 

Entretanto, a ativação descontrolada desta proteína está envolvida na potegênese de várias 

inflamações crônicas como artrite rematóride, asma e doença de Crohn
66

. Por conta disso, 

atualmente existe uma procura por fármacos inibidores da ativação/atividade da NF-κB. 

A inibição da NF-κB pode ocorrer por meio de três mecanismos
67

: o bloqueio do 

primeiro estágio, por meio da interação de fármacos com os receptores; o bloqueio de algum 

passo citoplasmático como por exemplo, a interação de ligantes com as proteínas IKK, IκBα; 

e o bloqueio da atividade nuclear da NF-κB como por exemplo, a inibição da interação NF-κB 

– DNA . 

Sun e colaboradores 
65

 mostraram que o uso de PPL inibiu a via de sinalização da proteína 

NF-κB por múltiplos mecanismos, incluindo a interferência nos passos citoplasmáticos 

através da interação com IKKβ e o bloqueio da atividade nuclear do NF-κB por meio da 

interação com as unidades p50 e p65. Os autores sugeriram que a interação da PPL com as 

porções p50 e p65 levou a diminuição da afinidade proteica pelo DNA, resultando no 

bloqueio da transcrição de citocinas e outras proteínas pró-inflamatórias. 

 

6.1 Docagem Molecular 

O ranqueamento de energia (Tabela 9) obtido pela docagem molecular das estruturas 

PPL, 9a, 9b e 10 mostrou que todas as modificações apresentaram valores de energia 

inferiores aos valores apresentado pela PPL (-5.36 kcal/mol). Das três moléculas análogas 

investigadas, estrutura 10 foi a que ancorou no mesmo sítio que a PPL (Figura 41).  
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Figura 41: Estrutura da proteína p65 com a molécula de DNA no sítio de interação (PDB 2O61). As 

estruturas em CPK são as posições encontras pelo cálculo de docagem cega. A molécula de 

piperlongumina está representada em azul, as moléculas análogas 9a, 9b e 10 estão representadas em 

rosa, cinza e verde, respectivamente. 

Tabela 9: Ranqueamento de energia dos cálculo de docagem da estrutura da PPL e das análogas 9a, 9b 

e 10 

Ligante Ranking de energia 

(kcal/mol) 

PPL -5.36 

9a -5.85 

9b -5.87 

10 -5.72 

 

Este sítio inclui o contato com resíduos importantes na estabilização da molécula de 

DNA, como por exemplo, a Cys120 que faz uma ligação de hidrogênio com a PPL e também 

está no sítio de interação da molécula 10 (Figura 42). 
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Figura 42: Composição de aminoácidos do microambiente de interação da PPL e das moléculas 

análogas 9a , 9b e 10. Ligações de hidrogênio são representadas pelas linhas tracejadas. 

 

6.2 Perspectivas futuras 

As perspectivas futuras deste trabalho envolvem a análise experimental da interação da 

PPL e suas estruturas análogas com a proteína NF-κB. A proteína NF-κB possui um resíduo 

de Trp, o que possibilita o uso da técnica de espectroscopia de fluorescência para verificar a 

interação, obter os parâmetros termodinâmicos e a constante de afinidade dos análogos que 

interagirem com a p65. 
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APÊNDICE A – Publicação dos resultados obtidos para a interação RSA – PPL 
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APÊNDICE B – Publicação dos resultados obtidos para a interação NBD – PPL 
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APÊNDICE C – Programa para corrigir o efeito de filtragem interna em todos os 

comprimentos de onda 

#include <stdio.h> 

#include <math.h> 

#include <stdlib.h> 

#define Max 35 

#define CMax 13 

 

/* Correcao de filtro interno que vai gerar um arquivo .csv de todas a titulacoes e 

comprimentos de onda. A correcao e para cubeta de 3ml.   */ 

 

int main() 

{ 

 

FILE *Correcao, *tamp, *Extincao_l, *Extincao_p, *Intens, *Teste; 

 

int i, j, lin, col, p_ext_295, l_ext_295; 

 

double incremento, conc_p, conc_l, Intensidade[Max][CMax], Extincao_proteina[Max][1], 

Extincao_ligante[Max][1], correcao[Max][1], tampao[Max][1]; 

 

incremento = 0.000001; 

p_ext_295 = 9691.0 ; 

l_ext_295 = 3843.0 ; 

conc_p = 0.000004 ; 

conc_l = 0.000000 ; 

 

    Correcao=fopen("correcao.csv", "w"); 

 

    Intens=fopen("intensidade.txt", "r"); 

  

    Extincao_p=fopen("HSA_325_359_smoothie.txt", "r"); 
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    Extincao_l=fopen("GZ02_325_359nm.txt", "r"); 

 

    tamp=fopen("tampao.txt", "r"); 

 

i=0; 

j=0; 

 

for(i=0; i<Max; i++) 

{ 

 Extincao_proteina[i][0]=0.0; 

 Extincao_ligante[i][0]=0.0; 

 tampao[0][1]=0.0; 

for(j=0; j<CMax; j++) 

 { 

  Intensidade[i][j]=0.0; 

  correcao[i][j]=0.0; 

 } 

} 

 

for(lin=0; lin<Max; lin++) 

{ 

 col=0; 

 conc_l=0.0; 

 fscanf(Extincao_p, "%lf", &Extincao_proteina[lin][0]); 

 fscanf(Extincao_l, "%lf", &Extincao_ligante[lin][0]); 

 fscanf(tamp, "%lf", &tampao[lin][0]);  

 

for(col=0; col<CMax; col++) 

{ 

          

 fscanf(Intens, "%lf", &Intensidade[lin][col]); 

   

 correcao[lin][col]=(Intensidade[lin][col]*(pow(10.0,(((p_ext_295+Extincao_proteina[li
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n][0])*conc_p)/2.0)))*(pow(10.0,(((l_ext_295+Extincao_ligante[lin][0])*conc_l)/2.0)))

)-tampao[lin][0]; 

 

 fprintf(Correcao, "%.2lf;", correcao[lin][col]); 

   

 conc_l = conc_l + incremento; 

}  

 

 fprintf(Correcao, "\n"); 

 

} 

 

 fclose(Intens); 

 fclose(Extincao_p); 

 fclose(Correcao); 

 fclose(Extincao_l); 

 fclose(tamp); 

 

return 0; 

} 
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APÊNDICE D – Programa para tratar os dados do modelo de densidade de ligação 

 

#include <stdio.h> 

#include <stdlib.h> 

#include <math.h> 

int main() 

{ 

 int i; 

 float ni_dividendo, ni_divisor, lfree, ni,  conc1, conc2, conc3, concm, proteinm, 

protein1, protein2, protein3, A1, A2, x01, dx1, B1, B2, x02, dx2, C1, C2, x03, dx3, x1, 

x2, x3, yf, y, f, n; 

  

        protein1=0.000006; 

        protein2=0.000008; 

     

        proteinm=(protein1+protein2)/2; 

/* Definindo os parâmetros das curvas    */ 

 A1=-0.010736; 

 A2=1.3743122;  

 x01=-4.398227; 

 dx1=0.3725162; 

 

  B1=-0.0137815; 

 B2=1.51420067; 

 x02=-4.2951532; 

 dx2=0.38565153; 

 

 yf=0.73; 

 y=0.0; 

 f=0.01; 

 n=(yf-y)/f; 

   

        for(i=1;i<n;i++) 

  if (y<yf) 
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  { 

   x1=x01+(dx1*(log(((A1-A2)/(y-A2))-1))); 

 

   x2=x02+(dx2*(log(((B1-B2)/(y-B2))-1))); 

 

    

                        conc1=pow(10,x1); 

 

                        conc2=pow(10,x2); 

                         

    

    concm= (conc1+conc2)/2; 

 

   ni_dividendo= ((protein1-proteinm)*(conc1-concm))+ ((protein2-

proteinm)*(conc2-concm)); 

     

   ni_divisor= (pow((protein1-proteinm),2))+(pow((protein2-proteinm),2)); 

    

   ni= ni_dividendo/ni_divisor; 

 

 //  ni_dividendo=( protein1*(conc1-concm)) + ( protein2*(conc2-concm)); 

 

 //  ni_divisor= (protein1*(protein1-proteinm))+ (protein2*(protein2-

proteinm)) ;  

 

 //  ni= ni_dividendo/ni_divisor; 

 

   lfree= concm- (ni*proteinm); 

 

   y=y+f; 

   

//  printf( "%.10f %.10f\n", conc1, conc2); 

  printf( "%.10f %.10f\n", ni, lfree); 
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  } 

   

 return 0; 

} 
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ANEXO A - Certificado de análise do domínio NBD fornecido pela GenScript 
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