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Resumo

A busca por metabolitos com potencial farmacologico oriundos de plantas e de micro-
organismos sempre foi uma area bastante explorada pela comunidade cientifica. Foi reportado
que a piperlongumina (PPL), molécula extraida de espécies de pimenta, apresenta acdo anti-
inflamatoria e por isso, o objetivo deste trabalho foi a descricdo da interacdo da PPL com
alguns alvos farmacoldgicos envolvidos no processo de transporte e de inflamacdo. A
primeira etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interacdo da PPL com a albumina de
camundongo (RSA), pois entender a interacdo de pequenas moléculas com esta proteina
contribui para compreensdo da distribuigdo dos farmacos no organismo. Os resultados de
supressdo de fluorescéncia mostraram que a PPL se liga na RSA espontaneamente e que 0
processo é entropicamente dirigido. Também foi mostrado que a PPL acessa dois sitios
cooperativos da RSA com constantes de ligacdo de (2.3+0.1)-10° e (1.3+0.1)-10°> M™%, Com as
ferramentas de docagem e dindmica molecular verificou-se os sitios de interagdo como sendo
ricos em residuos apolares. Além disso, com a analise dos dados de supressdao de
fluorescéncia do sistema RSA-PPL, nds mostramos a necessidade da correcdo do efeito de
filtro interno antes de associar os desvios no méaximo de intensidade de fluorescéncia a
mudancgas de polaridade no ambiente da sonda fluorescente. Também mostramos a
possibilidade de utilizar as areas do espectro de emissdao do Trp, em vez de um Unico
comprimento de onda. A segunda etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interacdo da
PPL com o dominio NBD da HSP70. A anélise dos dados de supressdo de fluorescéncia
mostrou o equilibrio das componentes entrdpicas e entalpica na interacdo da PPL com o NBD.
Além disso, foi mostrado que a PPL acessa dois sitios do NBD com constantes de ligacdo
equivalentes a (6.3 + 0.2)-10° M ,de modo cooperativo. Os ambientes de interacdo foram
descritos com o uso do docagem molecular. Com a dinamica molecular associada ao método
de MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area), a energia livre de
interacdo foi estimada como sendo (-58 + 3) e (-49 + 3) kJ-mol™ para os sitios 1 e 2. A
terceira etapa deste trabalho foi dedicada a modificacdo de alguns grupos quimicos da
estrutura da PPL. As estruturas inspiradas na PPL foram submetidas aos calculos de docagem
molecular para a verificagdo na mudanca de afinidade pela proteina NF-kB.

Palavras-chave: Piperlongumina, RSA, HSP70, Espectroscopia de Fluorescéncia, Dicroismo

circular, Docking Molecular, Dinamica 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° e (1.3 + 0.1)-10° M. 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 guenching 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* M™%, 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™ 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.  INTRODUCAO

1.1  Piperlongumina

A natureza sempre foi uma fonte profundamente explorada para obtencéo de farmacos.
Nos Gltimos 20 anos, um tergco dos farmacos aprovados pelo FDA (do inglés Food and Drug
Administration) foram baseados em produtos naturais ou em seus derivados.! Atualmente a
busca por metabdlitos com potencial farmacologico oriundos de plantas e de micro-
organismos continua sendo uma area de pesquisa bastante explorada pela comunidade
cientifica.

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 ansiolitico, anti-tumoral, anti-inflamatério e antiangiogénico.?
Entre os alvos moleculares da PPL encontram-se proteinas kinases como MAPK, JNK e p38,
receptores como IL-8R e MDR1, fatores de transcricdo como AP-1 e NF-xB, entre outros
revisados por Prasad e Tyagi.>

A piperlongumina é um alcal6ide amida isolada da casca do caule e de raizes de
diferentes espécies de pimenta, mas esta molécula destaca-se como sendo o principal
componente presente na pimenta-longa (Piper longum L)*. A pimenta-longa tem um longo
histérico de uso na medicina tradicional indiana, conhecida como Ayurveda, sendo utilizada
no tratamento tumores, malaria, asma, infeccdes respiratdrias, entre outras doencas revisadas
por Bezerra e colaboradores.”

A PPL tem massa molecular igual a 317.3 g/mol e é uma molécula lipofilica com
coeficiente de particdo (logP) igual a 1.63. Este metabdlito foi isolado pela primeira vez em
1961 por quimicos indianos que estudavam a pimenta-longa e sua estrutura quimica (Figura

1) foi caracterizada em 1968*.

H2C0

HzCO

OCH=

Figura 1: Estrutura quimica da PPL
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1.2 Alvos Moleculares
1.2.1 Albumina de soro de Camundongo (RSA)

Além da importancia de entender as interacGes entre os ligantes e a proteinas que
participam de processos inflamatdrios, entender as interacdes entre os ligantes e a albumina é
de extrema importéncia, pois um dos mais importantes fatores que afetam a distribuicéo e a
concentragdo ativa de muitas drogas no organismo é a afinidade pela albumina.

Um grau de afinidade por esta proteina & desejavel, de modo a contribuir para a
solubilizacdo de substancias que, de outro modo, agregariam e seriam mal distribuidas. No
caso oposto, os farmacos com uma alta afinidade pela proteina necessitariam de grandes doses
para alcancarem uma concentracdo efetiva in vivo, pois seriam lentamente distribuidos aos
locais de acdo e ndo poderiam ser eficientemente eliminados *°.

Neste contexto, entender como essas drogas se ligam a albumina € de extremo interesse
para a area farmacologica. Os modelos experimentais in vivo de anti-inflamatérios séo
realizados em camundongos e pouco se sabe sobre as interacdes com a albumina destes

animais, tampouco sobre o0s sitios de ligacdo desta proteina.

1.2.2 Heat Shock Protein 70 (HSP70)

Os organismos vivos, independente do reino, sdo constantemente submetidos a diversas
situacBes estressantes e respondem a esses estimulos por meio de alteracdes no metabolismo
celular, ativando seus mecanismos de defesa.” A resposta ao estresse inclui a atuacdo de
proteinas denominadas proteinas de choque térmico, HSPs (do inglés Heat Shock Protein),
sendo esta uma das respostas primarias de protecdo celular.® As HSPs fazem parte da grande
familia das proteinas conhecidas como chaperonas moleculares, assim chamadas por possuir a
capacidade de interagir de forma reversivel com outras proteinas, auxiliando na formagcéo,
dobramento e transporte trans-membrana.” A HSP70 é uma proteina de choque térmico de 70
kDa composta por um dominio N-terminal altamente conservado que possui atividade de
ATPase, conhecido NBD (do inglés nucleotide binding domain), um dominio de ligacdo de
substrato conhecido como SBD (do inglés substrate binding domain) e um dominio C-
terminal. O NBD é um dominio de 40 kDa e possui uma estrutura altamente flexivel, sendo
ela uma proteina bastante interessante para estudos biofisicos.

Assumindo sua funcdo de proteger a célula, a HSP70 costuma ser super expressa em
tumores, principalmente em resposta a tratamentos quimioterapicos, o que leva a protecdo das

células cancerigenas e a resisténcia a quimioterapia.’®
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Apesar de inicialmente as Hsps terem sido identificadas como proteinas induzidas pelo
estresse térmico™, estudos recentes iniciaram uma mudanca de paradigma na compreens&o
destas macromoléculas. Estudos recentes a nivel celular mostraram que a proteina HSP70 ¢
encontrada no meio extracelular, possuindo potente atividade de citocina com habilidade de
ligar-se com alta afinidade & membrana plasmaética, de modo a desencadear um fluxo rapido
de fons Ca*" que provoca o inicio da via de ativacdo da proteina NF-kp, proteina esta
responsavel porregular a expressdo de citocinas pré-inflamatérias em humanos ***3. Foi
reportado nestes artigos que a producdo de citocinas pro-inflamatdrias induzidas pela HSP70
é mediada através da transducdo de sinal pelo caminho da MyD88/ Irak / NF-kp, onde a
Hsp70 utiliza tanto a proteina receptora TLR2 (receptor para bactérias gram-positivas) quanto
a TLR4 (receptor para bactérias gram-negativas) para enviar seu sinal pro-inflamatério
(Figura 2).

TLRs
(except TLR3)

Cytoplasmic membrane

f ~
(iRAKEY ) a
IRAKT S
2 IKK
N
@ B
NF-xB ‘ ?(j)
Qi . Quusa® — O s
(psalPes) (Ps0lpos)
pem——)) |

Nucleus

— Gene transcription
Ps0lP6s)
VOGOV VGVOVVUGVOVWIVIVT el SISO STIOITUOOVUGIOS

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

colaboradores, 2011 *%).

Como estudos recentes demonstraram que a HSP70 tem carater pro-inflamatorio
dando inicio a via de ativacdo da proteina regulatéria de citocinas, o estudo da interacéo entre
moléculas com acdo anti-inflamatdria e esta proteina se torna importante para obter
informacdes sobre as interacdes e possivelmente encontrar uma molécula eficiente para

interromper o processo inflamatario.

1.3  Interacdo Proteina-Ligante
As interacfes ndo covalentes entre pequenas moléculas e alvos farmacologicos sdo a
base molecular para a atividade de grande parte dos compostos farmacéuticos, por isso o
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estudo da fisico-quimica de interacdo é importante para o entendimento do mecanismo de
acdo de farmacos e também para o desenvolvimento de moléculas com maior afinidade e
seletividade. ™

A energia livre de interacdo € resultado de interacGes intermoleculares entre o ligante e
a macromolécula. Estas interacfes estdo intimamente envolvidas no reconhecimento
molecular e no equilibrio entélpico-entrépico que dirige a formagao do complexo.

As interacOes intermoleculares podem ser produto da interacdo de cargas, como a
interacdo eletrostatica; podem ser produto da interacdo de dipolos elétricos que estdo
presentes em moléculas e residuos de aminoacidos devido ao deslocamento de nuvens
eletronicas causadas pela diferenca da eletronegatividade dos &tomos, a formacéo de dipolos
elétricos da origem a interacdes como as ligacdes de hidrogénio; e também podem ser
resultado de flutuacGes nas nuvens eletronicas das moléculas que geram dipolos momentaneos
ou induzidos dando origem as interacdes de Van der Waals.!

Estas interacdes estabilizam o ligante no sitio de interagdo e também sdo responsaveis
pelo reconhecimento molecular e pela especificidade da interacéo, principalmente quando se
trata de interacdes com alta orientacdo direcional como no caso da ligacdo de hidrogénio®® e
das interagdes envolvendo grupos arométicos como n-r e cation-r*>%°.

Embora as areas de farmacologia e de produtos naturais tenham em seu acervo
maltiplas técnicas experimentais para estudo in vivo e in vitro da acdo destas moléculas, as
técnicas experimentais com base em biofisica sdo importantes ferramentas que foram
incorporadas pela area de desenvolvimento de farmacos, uma vez que a aplicacdo destas
técnicas proporciona o entendimento mais aprofundado das interacdes proteina-ligante.

Técnicas experimentais como a espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular,
ressonancia magnética nuclear (RMN), ressonancia plasménica de superficie (SPR),
termoforese em microescala (MST) e calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) sdo
frequentemente utilizadas para a descricio experimental da interacéo protefna-ligante?.

As técnicas computacionais como o docagem e a dindmica molecular também sdo
frequentemente utilizadas na descri¢do das interagdes proteina-ligante. O uso de dindmica
molecular permite o calculo de energia livre por meio de métodos como o “Molecular
Mechanics Poisson-Boltzman (MMPBSA)”, “Free Energy Perturbation (FEP)”, “Umbrella

Sampling (US)”, entre outros.?
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2. TECNICAS EXPERIMENTAIS
21 UV-VIS

De acordo com a mecanica quéantica, quando atomos e moléculas sdo expostas a uma
fonte de radiacdo eletromagnética, elétrons que comp&em orbitais com niveis energéticos bem
definidos podem absorver fétons da radiacdo e realizar transi¢es de orbitais energicamente
menores para orbitais energicamente maiores *?*. A condigdo fundamental para que estas
transicbes acontecam é aquela na qual a energia do foton a ser absorvido pelo atomo ou
molécula tenha a mesma magnitude da diferenca entre os niveis de energia que o elétron
sofrera a transicdo, em outras palavras, a energia do foton h.v tem de ser igual a diferenca de
energia dos niveis energéticos AE, onde h é a constante de Planck (h=6.63-103* J.s) e v ¢ a

frequéncia do féton 2* (Equacéo 1).
AE = h.v 1)

A regido espectral que compreendem do ultravioleta ao visivel esta na faixa de 200 nm
a 700nm e muitas moléculas possuem AE de mesma magnitude da energia fornecida pelos
fétons dessa faixa espectral. Devido a esta igualdade energética, quando estas moléculas sdo
expostas a estes tipos de radiacdes, os fotons da radiacdo sdo absorvidos pela molécula e
utilizados para promover transicdes eletrdnicas, além de proporcionar mudancas de estados
dos spins e excitar os modos de vibracdo das ligacbes quimicas para atingir o equilibrio
térmico 2%,

Essa caracteristica da molécula de absorver radiagdo em certos comprimentos de onda
possibilitou o surgimento de uma técnica espectroscopica capaz de determinar a concentragdo
do composto a ser estudado, conhecida como espectroscopia do UV-VIS. Neste contexto,
considerando uma placa fina da solucdo de espessura dx que contém n moléculas
absorvedoras de luz por cm® a intensidade de luz dl absorvido pela espessura dx é

proporcional a intensidade da luz incidente I, n e o, onde n é o mimero de moléculas por cm® e

o ¢ a se¢do transversal efetiva para absor¢ao da radiagdo em cm? (Equacéo 2)%,

dl (2)
E— —l.o.n

Realizando a integracdo com os parametros do sistema tem-se:

17



I d (3)

Como resultado da integragédo tem-se:

Iy, n.o.d 4)
logT =3

Onde log(lo/l) é a densidade Optica do sistema, que também € conhecida como
absorbancia. A absorbancia também pode ser escrita como mostra a equagao 5, em termos do
coeficiente de extingdo € (em M™ cm™) e da concentracdo C (em M™), conhecida como lei de

Beer-Lambert:

I
Absorbancia = 10970 =C.e.d (5)

2.2  Espectroscopia de fluorescéncia do estado estacionario

Luminescéncia por definicdo é o processo no qual as moléculas constituintes de alguma
substancia emite luz quando ocorre o decaimento dos elétrons de niveis mais energéticos para
0S niveis menos energéticos, este processo € dividido em fluorescéncia e fosforescéncia
dependendo da natureza do estado excitado®.

O processo que caracteriza a fluorescéncia é quando ocorre emissdo de fétons no
decaimento dos elétrons de um estado excitado singleto S; para outro estado singleto Sy de
menor energia. A taxa de emissio do processo de fluorescéncia é tipicamente de 10%s™, o que
resulta em um tempo de vida de fluorescéncia préximo de 10ns.

Por outro lado, o processo de fosforescéncia se caracteriza quando ocorre emissao de
fotons a partir do decaimento dos elétrons de um estado excitado tripleto T, para um estado
singleto S;. A taxa de emissdo do processo de fosforescéncia é lento, sendo da ordem de 10° a
1 s, o que resulta em um tempo de vida da ordem de milissegundos. Na Figura 3 esta
representado o diagrama de Jablonski ilustrando os processos de fluorescéncia e

fosforescéncia 2.
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Figura 3: Diagrama de Jablonski.(Fonte: Albani, 2008 %)

Levando em consideracdo o mecanismo de fluorescéncia, foi desenvolvida uma técnica
espectroscopica capaz de entender como que ocorre a interacdo entre proteinas e pequenas
moléculas acompanhando as mudancas no sinal de fluorescéncia. Os espectros de
fluorescéncia podem ser obtidos através da varredura dos comprimentos de onda de excitacéo,
da varredura dos comprimentos de onda de emisséo ou da varredura sincronizada de ambos.

Uma das variaveis monitoradas nos espectros que possibilita a analise de interacdo de
proteinas com pequenos ligantes € a intensidade da fluorescéncia dos aminoécidos
aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano. A intensidade de fluorescéncia destes
cromoforos pode ser diminuida por uma variedade de processos e esta diminui¢do recebe o
nome de supressdo, podendo ser estatica ou colisional (dindmico) dependendo das naturezas
de interacdes *°. Na supressdo colisional, o fluoréforo no estado excitado é desativado
retornando ao seu estado fundamental quando entra em contato com alguma outra molécula
presente na solugdo, que recebe o nome de supressor. Por outro lado, quando ocorre a
formacdo de um complexo fluor6foro-supressor no estado fundamental, tem-se a supressdo

estatica 2,

2.2.1 Supressao estatica
Como mencionado anteriormente, a supressao estatica é resultado da formacdo de um

complexo fluoréforo-supressor ndo fluorescente. Quando este complexo absorve radiacdo
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eletromagnética, imediatamente retorna para seu estado fundamental sem e emisséo de fotons
23.

O mecanismo estatico baseia-se em formacdo de complexo fluoréforo-supressor, sendo
assim, em um sistema contendo uma solucdo com o fluoréforo presente na proteina (P) e
pequenas moléculas (L) como sendo 0s supressores, tem-se 0 seguinte processo de formagéo
de complexo onde modela-se a acomodag#o de supressores um a um nos sitios % :

P+L=PL>LP+L=L,P—>LP+L=1LP..> L, ,P+L=0L,P

Assumindo no modelo que os sitios sdo iguais e independentes, obtém-se que:

_ [LnP] (6)
B [L]H[Pfree]

Portanto resulta em uma constante de associagao:

[Ly.P) @)
K = 1017 [Pree]

Onde [Psree] € a concentracao de proteina livre, [Lsree] € a concentracdo de supressor livre
e [LnP] € a concentracdo de complexo proteina-supressor. Modelando o sistema onde existam
duas condicdes para a proteina onde ou ela esta livre em solucdo ou ligada aos supressores,
tem-se a relacdo [P{]=[L.P]+[Psee], €M que [P{] € a concentracdo de proteina total do sistema.
Dessa maneira pode-se escrever uma relacdo na qual a razdo entre a intensidade de
fluorescéncia da solucdo que contém a proteina livre Fy e a intensidade de fluorescéncia apds

a complexacdo F € igual a razdo entre a concentragdo de proteina livre e complexada.
[P] _ Fo (8)

[Pfree] a F

Substituindo ent&o [Pyee] por -[L,P]+[P:] na equacédo 8, tem-se:

(Fo — F) (9)
Fo

[LnP] = [Pt].

Sabendo que a concentracdo de supressor total [Li] € a soma das concentracdes dos
supressores livres [Lfee] € complexados [L,P], tem-se que [Lsee]=[L]- [LnP], reescrevendo a
constante de associacdo K/ em funcdo de [L],[P¢] e das intensidades de fluorescéncia F e Fy,

chega-se a seguinte relacao:
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n

n_ (Fo—F 1
Ka ( F ) UJ—(@).[PJ (10)

Aplicando a funcgéo logaritmo na expressdo obtida e rearranjando chegamos a uma

relagdo onde podemos extrair a partir dos sinais de fluorescéncia F e Fo 0 nimero n de sitios e

a constante de associacdo K:

1
d - (B ). 1p -

log( OF ) =n.logK, — n.log

Apbs coletado os dados de fluorescéncia, € necessario construir um grafico e extrair 0s

coeficientes angular e linear da reta para obter os parametros n e K.

2.2.2 Supressdo colisional ou dindmica

A supressdo colisional da fluorescéncia € descrita pela equacdo de Stern-Volmer
utilizando os parametros Ky (constante biomolecular de supresséo), to ( tempo de vida do
fluoréforo na presenca do supressor) e Kp (constante de supressao colisional) %:

F, 12
7" =1+ K. To. [Le] = 1+ Kp.[L¢] (12)

A equacdo de Stern-Volmer pode ser obtida considerando as intensidades de
fluorescéncia observadas na auséncia e presenca de supressor. A intensidade de fluorescéncia
observada para um fluoréforo é proporcional a sua concentracdo no estado excitado, [F*]. Sob
radiacdo continua, uma constante populacédo de fluoréforos excitados é estabelecida e portanto
d[F*]/dt = 0 %%, Na auséncia e presenca do supressor, as equacgdes diferenciais que descrevem

[F*] séo:

d *
ElFt - f@®) - y[Flo=0 (13)
d *
ElFt I f@©) = (v + kg [L]).[Fr]1=0 (14)

Onde v ¢ a taxa de decaimento do fluor6foro na auséncia do supressor e f(t) é a funcéo

de excitacdo. Resolvendo as equacdes diferenciais, chega-se a relagéo:
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F + k,.[L 15
FOzyfq[t]=1+ kq.[Lt].T():l‘l'KD-[Lt] o

Como 19 =y e ro=(y+kq.[L])'1, tem-se:

%" =1+ ky.7o. [Le] (16)

Esta equacdo mostra uma caracteristica importante da supressdo colisional, que é uma
diminuig&o equivalente na intensidade e tempo de vida da fluorescéncia:
Fy _Tp a7

F T

A diminuicdo no rendimento ocorre porque a supressdo provoca o despovoamento do
estado excitado sem emisséo de fluorescéncia. No caso estatico o tempo de vida ndo decresce
porque apenas as moléculas fluorescentes sdo observadas e possuem o tempo de vida

. 2
constante igual a 1o 3,

2.2.3 Combinacdo de supressao colisional e estatica

Em muitos casos, o fluor6foro pode sofrer contribuicdo de supressdo tanto da forma
estatica quanto da forma dindmica em um mesmo sistema. Nesse caso cada tipo de supressao
possui uma fracdo de contribuigdo da supresséo do sinal de fluorescéncia, onde a equacao de
Stern-Volmer é uma combinacéo dos mecanismos®:

% = (14 Kp.[Le]). (1 + Ky [Le]) (18)

Onde Ksy € a constante de supressdo estatica. Realizando o produto, tem-se um
comportamento quadratico em funcdo da concentracéo de supressor total [L]:

F, 19
FO =1+ (Kp + Ksy)[L¢] + Kp. Ky [L¢]? 19)

Rearranjando a equacéo, pode se obter uma equacao linear:
(20)

F, 1
(FO — 1) e (Kp + Ksy) + Kp. Ksy[L¢]
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Escrever a equacdo é conveniente, pois a partir dos dados de intensidades de
fluorescéncia F e Fy pode-se construir um gréafico seguindo a equacdo linear. A partir da
construcdo de uma reta obtém-se um sistema de equacbes com os coeficientes angular (o) e
linear (g) e com esse sistema é possivel obter as constantes de Stern-Volmer para o
mecanismo estatico (Ksy) e dindmico (Kp):

{ a = KD'KSV
q=Kp + Ky

2.3 Fluorescéncia Sincronizada

A Fluorescéncia sincronizada é baseada no escaneamento simultaneo dos
monocromadores de excitacdo e emissdo, mantendo uma distancia entre os comprimentos de
onda de excitagdo e emissdo (AL). Em uma amostra contendo tirosina e triptofano, é possivel
selecionar o fluordforo a ser analisado por meio do ajuste de AL. Com AA=15 nm monitora-se
o comportamento dos residuos de tirosina, enquanto que com AA= 60 nm monitora-Se 0
comportamento dos residuos de triptofano.

Esta técnica tem sido amplamente aplicada para analise qualitativa de mudanca
conformacional no microambiente do fluoréforo, causada por interagdo com pequenas
moléculas. A andlise baseia-se na observacdo do deslocamento do pico do espectro de
fluorescéncia sincronizada, que é associado a mudanca de polaridade no microambiente do
fluoroforo.

Desta forma, deslocamento do pico para comprimentos de onda maiores (red shift)
indicam a exposicao do fluoréforo a um ambiente mais polar, enquanto que deslocamento do
maximo de fluorescéncia para comprimento de ondas menores (blue shift) indica a exposicao
do fluoroforo a ambientes mais hidrofébicos.

Apesar da sua ampla utilizacdo, a fluorescéncia sincronizada também esta exposta ao
efeito de filtragem interna®’. Neste caso, a correcdo de filtragem interna deve ser feita para
todos 0os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo. A ndo correcdo do efeito de
filtragem interna para todas as intensidades do espectro pode acarretar em deslocamentos do
maximo de intensidade levando a uma andlise equivocada de mudanca de polaridade do
microambiente do fluordforo.

Neste trabalho, durante a analise da interacdo da RSA com a piperlongumina (secao
4.3), foi observado que o deslocamento do maximo de fluorescéncia tanto no espectro de

emissdo quanto na fluorescéncia 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 diminuigdo do sinal de fluorescéncia, ele
pode ser confundido com o efeito de supressao e gerar resultados equivocados na andlise da
interacdo proteina-ligante. O efeito de filtragem interna pode ser dividido em duas etapas: o
efeito de filtragem primaério, quando a luz que incide na cubeta € absorvida pelos
componentes da amostra antes de excitar o fluor6foro; e o efeito de filtragem secundério,
quando a luz emitida pelo fluoréforo é absorvida pelos componentes da amostra e, portanto
ndo chega aos detectores.

Quando o espectro de absorcdo sobrepde em grande parte o espectro de emissdo do
fluoréforo, como é o caso da piperlongumina e o Trp (Figura 9), o efeito de filtragem interna
pode gerar deslocamentos consideraveis do comprimento de onda maximo de emissdo de
fluorescéncia, o que pode ser interpretado equivocadamente como mudanca de polaridade no
ambiente do fluordforo. Por isso, a correcdo deste efeito é de extrema importancia, para todos
0s comprimentos de onda do espectro, antes de dar prosseguimento as analises.

A correcdo do efeito de filtro interno é feito meio da equacao 21, onde Feorr € Fops SA0 @S
intensidades de fluorescéncia corrigida e observada e Acx € Aem S80 as absorbancias nos

comprimentos de onda de excitagdo e emissdo, respectivamente.

(AextAem) 21
Foorr = Fops - 2 ( )

2.5  Termodinamica de interacao

Para o estudo e obtencdo de novas moléculas que podem ser utilizados como alvos
terapéuticos atuando no processo de inibigdo de proteinas que fazem parte de cascatas de
reacOes envolvidas em diversos processos patoldgicos, é de suma importancia entender quais
sdo as interacdes que estdo envolvidas no processo de formacéo e estabilizacdo do complexo
proteina-ligante®®. Para determinar quais sdo as interacBes predominantes no sistema é
necessario entender a termodinamica do sistema, onde os pardmetros de entalpia AH, entropia
AS e energia livre de Gibbs AG indicam a natureza das interacdes mais relevantes para o
sistema “%. Considerando o sistema contendo proteina e ligantes, tem-se que a energia livre de
Gibbs do sistema é:

AG = —R.T.InK, (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 associacdo obtida nos experimentos de supressdo de fluorescéncia pela
equacdo duplo-logaritma (equacdo 11). Sabe-se também que a variacdo da energia livre de
Gibbs esta relacionada com a variacdo de entalpia e com a variacao de entropia:
AG = AH — TAS (23)

Substituindo a equacdo 23 na equacdo 22 e rearranjando 0s termos, chega-se na

equagao de van’t Hoff:

AH AS 24
InK, = ——%+— 24)
R.T R
Tendo a constante K, e as temperaturas T, pode-se entdo construir um grafico que pela
inclinacdo da reta e o coeficiente linear obtém-se a variacdo de entalpia AH e variagdo de

2° as interacdes mais

entropia AS, respectivamente. De acordo com Ross e colaboradores
predominantes podem ser associadas aos sinais dos potenciais termodinamicos, onde as
interacdes predominantes para a estabilizagdo do complexo com os pardmetros AH<O0
combinado com AS>0 ou AS<0 sdo as ligagdes de hidrogénio, Van der Waals e forgas
eletrostaticas e quando tem-se AH>0 combinado com AS>0 as interagdes predominantes sdo

as hidrofébicas.

2.6 Funcédo densidade de ligacdo e modelo de Scatchard

Para acompanhar as ligacdes entre proteina-ligante, foi desenvolvida uma técnica
experimental conhecida como funcdo densidade de ligacdo (do inglés Binding Density
Function, BDF) *, onde é escolhido um observével fisico para fazer este monitoramento das
interacOes, podendo ser absorbancia, intensidade de fluorescéncia, entre outros. Para este
trabalho, a intensidade de fluorescéncia emitida pela proteina foi escolhida como observavel
fisico, onde em um sistema aquoso contendo certa proteina, € titulado o ligante que deseja ser
estudado como supressor’.

Considerando o sistema em equilibrio, 0 nimero médio de supressores ligados por
proteina Y v; € determinado a partir de uma dada concentracdo de supressor livre (Lsre), S€Ndo
assim, se a concentracdo de supressor livre € a mesma para duas ou mais solucdes de

diferentes concentracGes de proteina total P;, entdo o nimero médio de supressores ligados

25



por proteina também sera 0 mesmo, chegando na relacdo de conservagdo de massa para 0

sistema:

[Le] = [Lyree] + (2 vi) [P:] (25)

Sendo [L¢] a concentracdo de supressor total, [Lsee] @ concentracdo de supressor livre e
[P¢] a concentracdo de proteina total.

Para a obtencdo do numero médio de supressores ligados >vi, pode-se construir um
gréafico de concentracdo de supressores total [Li em funcdo proteina total [P, onde pelo
coeficiente angular obtém-se o Yvi e pelo coeficiente linear da reta obtém-se [Lsee]. Como a
concentracdo de proteina € a mesma da solucdo estoque, este ndo precisa ser obtido,
entretanto a concentracdo de ligante total titulado para causar a mesma supressdo de
fluorescéncia em duas amostras com diferentes concentracdes de proteina nao € conhecida e

para ser obtida usa-se a defini¢do de porcentagem de supressio AF ¥:

F—F, (26)

AF = .100%

0

Onde F é o sinal de intensidade de fluorescéncia na presenca do supressor e Fq é 0 sinal
na auséncia de supressor. Sendo assim, é possivel a construcdo de um grafico de porcentagem
de supressdo em funcdo da concentracdo de supressor total para duas ou mais concentracdes
de proteinas e para uma dada porcentagem de supressdo é obtido do grafico as concentracdes
do supressor total. A Figura 4 ilustra um exemplo do gréfico para dois sistemas com duas
concentracfes distintas de proteina total (Pu e Py), onde a reta horizontal marca a
concentracdo de ligante necessaria para causar a mesma porcentagem de supressdo de

fluorescéncia nas duas amostras.*°.
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Figura 4: Gréafico de BDF da proteina SSB em duas concentrac@es diferentes com oligonucleotideos
ligados (Fonte: Adaptado de Lohman, 1991 *°).

Uma vez obtidos os valores de Yv; e [Lsee] @ partir do grafico no modelo BDF, pode-se
utilizar o modelo desenvolvido por Scatchard ** para modelar as interacdes da proteina e
supressor. Com este modelo pode-se determinar o nimero de sitios n que a proteina alvo de
estudo possui para um determinado supressor, a constante de ligacdo Ky, do supressor com 0s
sitios e além disto pode-se entender a relacdo entre o supressor e a proteina no que se diz
respeito & cooperatividade dos sitios®. Para retirar todas estas informagdes do modelo,
constroi-se um grafico de Y vi/[Lsee] CcONtra Y v; e a partir da fungdo obtida no grafico pode-se
dizer se os sitios possuem cooperatividade ou se sdo iguais e independentes.

Bordbar e colaboradores *?

relacionaram a fungdo matematica que descreve o
comportamento do sistema nos graficos de Scatchard com o tipo de cooperatividade caso
exista. Eles verificaram que se a funcdo for polinomial com a concavidade positiva a proteina
em questdo possui cooperatividade negativa (Figura 5A) entre 0s sitios e no caso em que a
funcdo polinomial possui concavidade negativa proteina exibe uma cooperatividade positiva
(Figura 5B)*2. Por outro lado, se a funcdo que descreve a interacdo for de caréter linear, o

modo de ligacdo é ndo cooperativo.
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Figura 5: Gréaficos de Scatchard para sistemas (A) com cooperatividade negativa (B) com

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

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

2
I 8

aplicar a equagédo desenvolvida por Hil para determinar o ndmero de sitios n de cada

conjunto de sitios e a constante de ligacdo K, de cada sitio:

Zv. _ nl(kl[l’free])hl n, (k; [Lfree])hz (27)
o 1+ (kl[l’free])h1 1+ (kZ[Lfree])hz

Onde [Lsre] € a concentracao de supressores livres e h é indice de Hill. Se h=1 o sistema
€ ndo cooperativo, h>1 o sistema possui cooperativa positiva e h<l o sistema possui
cooperatividade negativa %%,

Se a fungéo que descreve o sistema for linear, a proteina ndo possui cooperatividade e
todos os sitios sdo idénticos e independentes. Para este comportamento, o préprio Scatchard
desenvolveu seu modelo matematico para encontrar 0 nimero de sitios n e a constante de

ligagéo Kj:

Z V. = n-Kb- [Lfree] (28)
' 1+ Kb- [Lfree]

Invertendo o racional, tem-se:
1 _ 1+ Kb- [Lfree] (29)
Z Vi n. Kb- [Lfree]
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Separando em duas fragdes:
1 1 1
= + —
Z Vi n. Kb- [Lfree] n

(30)

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

nyv; (31)
n. Kb' [Lfree] - Z Vi

Para deixar na forma da equacéo linear da reta para modelar o grafico de Scatchard, é
rearranjado como se segue:

[LZ—Vi] = n. Kb — Kb.ZVi (32)
free

Com o grafico de Y v; /[Lsree] cONtra 3 v; pode-se obter o numero de sitios idénticos e

independentes n pelo coeficiente linear da reta e a constante de ligacdo K, pelo coeficiente

angular da reta.

2.7  Fluorescéncia resolvida no tempo

A técnica de fluorescéncia resolvida no tempo (FRT) é utilizada para medir
intensidades e tempos de decaimento de fluorescéncia. Diferentemente da fluorescéncia
estacionaria, que € realizada com uma radiacdo emitida constantemente, a fluorescéncia
resolvida no tempo utiliza um pulso de onda eletromagnética para excitar a amostra. FRT é
uma técnica util para a caracterizacdo de complexos proteina-ligante, uma vez que esta
técnica consegue extrair informacdes referentes ao processo de supressdo do sinal da sonda
fluorescente devido a interagcdo com ligante.

Um tipico experimento de FRT consiste em uma solugdo de proteina com sonda
fluorescente, onde a concentracdo da proteina é dada por [P]. Pulsos s@o emitidos na amostra
em t=0, como consequéncia os elétrons de um nimero de moléculas P serdo excitados para o
estado singleto S; através da absor¢do de fotons. Depois de um tempo, os elétrons retornaréo
ao estado S, através de processos radiativos, ndo radiativos e cruzamento entresistemas.?®
Neste contexto a taxa de desexicitacdo do estado S; pode ser descrita como:

LR NCIT NS &
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Onde k! é taxa de decaimento radiativo do fluoréforo, ki~ taxa de decaimento néo
radiativo e [P*] concentracdo de fluoréforo excitados S;. Integrando a equacéo 33, temos

que:
t
[PS1] = [P,*Y] -e7x 84
Onde [Po™] é a concentragdo inicial de fluoréforos no estado excitado e t é 0 tempo de
vida do estado excitado S1, t = —2 A intensidade de fluorescéncia Iz apos a excitagdo

ket +keny
u u uz é i , 0 , u
da amostra por um Iso de | é proporcional, a [P}, em e a constante de
proporcionalidade é dado por kr™* :

t
= kst [P = [P e %)

O tempo de decaimento de fluorescéncia (t) ¢ a variavel temporal do fendmeno
dindmico do sistema. Se t permanece constante tem-se que 0 fluoréforo nédo esté sofrendo um
processo de supressdo dinamica quando em contato com outros componentes da solucao.

Neste trabalho foi explorado o fenbmeno de supressdo de fluorescéncia da sonda
enddgena da proteina, o residuo de triptofano. O triptofano tem um arranjo estrutural de dois
anéis ligados (pirrol e benzeno) que formam a estrutura indélica. O indol possui dois estados
excitados singletos de mais baixa energia degenerados (*La e 'Lb). Na maioria das proteinas,
'La é o estado excitado responsével pela emissdo de fluorescéncia.®* Além disso, outra
caracteristica do triptofano € que ele apresenta dois tempos de vida de fluorescéncia, que estdo
associados a diferentes rotdmeros desta molécula.?** Por isso utilizamos o modelo de

decaimento bi-exponencial para tratar os resultados de FRT.

2.8 Dicroismo Circular

Dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism) é uma técnica espectroscopica
que mede a diferenca da absorcdo de luz circularmente polarizada no sentido horéario e anti-
horario®™. A elipticidade de uma amostra em cada comprimento de onda é proporcional a

diferenca de absorc¢ao:

A — A
© = 32.982 % = 32.982 (‘SL — SR) (36)

Onde A e Ar (do inglés left-hand polarized and right-hand polarized) sdo absor¢oes de

luz circularmente polarizada no sentido horario e anti-horario, respectivamente; ¢ é a
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concentragdo molar da amostra, 1 ¢ o caminho Optico e g r) S0 0s coeficientes de extingéo
molar para cada direcdo de polarizagao da luz.

A técnica de dicroismo circular € muito utilizada na caracterizacdo de estrutura de
proteinas, ja que na faixa do UV (180-250 nm) estas macromoléculas possuem duas bandas de
absor¢ao referentes a transigoes eletronicas das ligagdes peptidicas (n—n* e t—n*) que estdo
orientadas de acordo com os angulos diedros @ e y, que por sua vez dependem da estrutura
terciaria da proteina .

Fazendo a varredura das elipticidades em funcdo dos comprimentos de onda é possivel
extrair informacao a respeito da composicao de estrutura secundarias da proteina e monitorar
como estas estruturas respondem a variagdes de temperatura, a adicdo de solvente, a adicdo de

pequenas moléculas, entre outras.

3. TECNICAS COMPUTACIONAIS

3.1 Docagem Molecular

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas em busca de novas moléculas que possam
ser de interesse da industria farmacéutica, entretanto, quando se trata de testes in vivo ou in
vitro, o custo financeiro para a obtencdo de instrumentos e reagentes para a realizacdo de
experimentos € muito alto. Por conta disso, os calculos computacionais de docagem molecular
torna-se uma alternativa interessante que possibilita a predi¢do de possiveis sitios de interacéo
para determinado farmaco em um alvo molecular. A combinag&o das técnicas experimentais
com as técnicas computacionais se torna uma aliada no processo de descobertas de novos
farmacos e agilidade nos estudos de obtencdo dos mesmos *.

Para este trabalho, foi utilizado o Autodock4.2 para a realizacdo dos calculos
computacionais, este software usa o campo e forga semi-empirico Amber para encontrar as
diferentes conformacfes do complexo de interacdo entre a macromolécula e o ligante. A
energia de ligagdo AG ¢ calculada como sendo a diferenca entre a energia das conformagdes
intramolecular do ligante e da macromolécula antes da ligacdo entre eles e a energia

intermolecular do complexo formado depois da ligagdo, assim como ilustra a Figura 6 *'.
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Figura 6: Modelo de célculo para a energia livre de ligagio AG (Fonte: Morris, 2009 *").

O campo de forga para o calculo da energia de ligacdo AG entre a macromolécula P e o

ligante L, inclui seis pares de potenciais \ e uma aproximagao para o célculo de entropia S *'.
AG = (Vllgado Vdesllgado) + (Vllgado V(;e;figado) (37)

(Vllgado Vde;ligado) + Asconformagéo
O campo de forca possui potenciais eletrostatico, Van der Waals, LigacGes de

hidrogénio e de desolvatacdo *’

_Iz<———>+]ZE(t) <———) (%)

qi-q; il
+K.Z l 2’+W.Z(si.vj +S;.V;).e 207
% .1y =

Onde as constantes de ponderacédo 1,J,E(t),K,W sdo aquelas otimizadas para calibrar a
energia livre empirica baseada em um conjunto de complexos caracterizados
experimentalmente. O primeiro termo € o potencial de Lenard-Jones, no qual os parametros A
e B séo tomados do campo de forgca Amber 30 segundo termo se refere a ligacdo de
hidrogénio, no qual os parametros C e D séo obtido para garantir uma minima energia de 5
kcal/mol em 1.9 A para O — H e N — H, e de 1 kcal/mol em 2.5 A para S — H. A funcdo E(t)
fornece a direcionalidade baseada no &ngulo t da geometria de uma ligacdo de hidrogénio
ideal *'. O terceiro termo é um potencial de Coulomb blindado para a interacdo eletrostatica.
O ultimo termo é o potencial de dessolvatagcdo baseado no volume de atomo (V) que cerca um
dado atomo e abriga-o do solvente, ponderado por um parametro de solvatacdo (S ) e o termo

exponencial com fator de ponderagdo de distancia 6 = 3.5 A 3,
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O termo para a perda de entropia conformacional na ligagdo (AScons) € diretamente
proporcional ao nimero de ligacGes rotativas na molécula (Niors):
ASconf = Wconf-Ntors (39)

O numero de ligacdes rotativas incluem todos os graus de liberdade de torcéo, incluindo
rotacBes de 4tomos de hidrogénio polares e grupos hidroxilas, entre outros *’.

O campo de forca de energia livre semi-empirico utilizado pelo programa AutoDock 4.2
faz uso de um tipo de pré-célculo realizado pelo programa AutoGrid 4.2 para reducdo do
custo computacional. O AutoGrid constroi mapas de grades para cada tipo de &tomo presente
na molécula de ligante a ser usada na docagem *’. Os mapas de grades consistem de uma
matriz tridimensional de pontos espacados regularmente, centrada (geralmente) no sitio ativo
da proteina ou macromolécula em estudo. Cada ponto dentro dos mapas de grades registra a
energia interacdo de um atomo de prova com a proteina *.

Com os resultados obtidos por estes calculos computacionais, pode-se relacionar a
energia livre de ligacdo AG obtida pela modelagem computacional com a energia livre AG
obtida experimentalmente e assim através da docagem molecular pode-se obter as
informacBes dos aminoacidos participantes nas interacfes a serem descritas com o ligante

supressor oferecendo as informag@es sobre o sitio de interagdo *’.

3.2  Dinamica Molecular

Dinamica Molecular ¢ uma ferramenta utilizada para o estudo das interacbes e de
movimento que utiliza os principios da mecanica classica e trata um sistema onde cada atomo
estéd sujeito a forcas descritas por diferentes potenciais. Esta ferramenta computacional é de
grande importancia para estudo de macromoléculas biologicas e principalmente para o estudo
de interacdo proteina ligante, visto que o paradigma de interacdo chave-fechadura foi
substituido por modelos de ajuste induzindo e modelo de selecdo conformacional, sendo
assim a dinamica conformacional da proteina é bastante relevante para a interagdo com
pequenas moléculas. Neste sentido, com a dindmica molecular é possivel modelar o complexo
proteina — ligante levando em consideracdo a flexibilidade da macromolécula que é bastante
limitada nos calculos de docagem.?

De forma geral, os potenciais utilizados para descrever 0s sistemas bioldgicos
apresentam componentes referentes as ligagdes covalentes (estiramento, angulo e diedros) e

componentes relacionada a interacdes ndo covalentes como o potencial de Lenard-Jones e
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potencial eletrostatico (Figura 7). Os campos de forca mais utilizados para simular o
comportamento de proteina sdo 0 OPLS, o0 GROMOS e o0 AMBER. Conhecendo a energia
potencial do sistema, através da equacdo 40 obtém-se a forca sobre cada atomo e assim é

possivel determinar suas posi¢cGes em cada instante de tempo.

F=-VV (40)

Bonded Non-bonded
4 N\ N\

2 2 v 4, B, qg,
E=2ZKa-1)+XK0O-0)+ X >[1+cosing-)] + X [ 75 75+ 7 |

honddy angles dihedrals i=,

— 9 00 .
0 o6 o9, P ol"

Figura 7: Forma geral dos campos de forca utilizados na dindmica molecular. (Fonte: Durrant &
McCammon, 2011%).

Utilizando o valor da forga (F), as velocidades e as posi¢Oes sdo atualizadas de acordo
com o intervalo de tempo determinado (equacGes 41 e 42), que geralmente é da ordem de
femtosegundos. *

v(t+%At>=v(t—%At>+%F(t) (41)

r(t + At) = r(t) + At v (t 4 %At) (42)

O controle da temperatura é feito acoplando o sistema a um termostato, dessa maneira
as velocidades dos atomos que compde o sistema sdo re-escalonados de forma a ajustar a
energia cinética do sistema de acordo com a temperatura indicada no arquivo de submissao.
Durante a simulagdo, a pressao também pode ser controlada por meio do acoplamento
do sistema a um barostato, que re-escalona o volume do sistema para manter a pressao
indicada no arquivo de submisséo.
Uma forma de caracterizar e comparar as interacdes entre proteinas e ligantes € por

meio a energia livre de cada sistema, visto que a energia livre esta relacionada com a
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constante de ligacdo (equacdo 22). Neste trabalho, a energia livre seré calculada por meio do
método de Poisson — Boltzman surface area (PBSA).*

AGligagéo = Gcomplexo - (Gproteina + Gligante) (43)

Onde Geomplexo € @ energia livre do complexo proteina-ligante, Gproweina € @ €nergia livre a
proteina livre do ligante e Giigante € @ energia livre do ligante em solugéo. A energia livre

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

Gcomplexo = (EMM)complexo - TScomplexo + (Gsolvatagéo>complexo
(44)

Gprotel’na = (EMM)proteina - TSprotel’na + (Gsolvatagao >protel’na

Gligante = (EMM>ligante - TSligante + <Gsolvata<;io)ligante

Onde (E,) € a média da energia potencial no vacuo, que por sua vez é composta pelos

termos presentes no campo de forca:

Evm = Ecovatente T Evow + Eeier (45)

Para o calculo de AGjigacao O t€rmo de Ecoyqience referente ao complexo cancela os
termos de  E.opaiente referentes a proteina e ao ligante, uma vez que os componentes sdo
equivalentes.

O termo (Gsowatacao) € COMpOSto por uma contribuicdo polar e uma contribuicdo
apolar. O termo polar (Gp4r) € 0 resultado da solugéo da equacéo de Poisson-Boltzman para

a proteina, para o ligante e para o complexo.

4np(r) 0 (46)
kT

V- [e(MV- o)) — e()r()?sinh[p(r)] +

Onde ¢(r) é o potencial eletrostatico, (r) é a constante dielétrica, p(r) € a densidade

de carga e k(r) é o inverso do comprimento de Debye. Considerando que o sistema biol6gico

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

componentes do sistema é muito maior que a energia eletrostatica.”’ Neste contexto, foi

utilizado a aproximacéo de Debye-Huckel (¢ (r) « kT) para linearizar a equagdo de Poisson
Boltzmann, obtendo a aproximacao sinh[p(r)] = @(r).

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

acessivel ao solvente (SASA), onde y ¢ a tensdo superficial do solvente.
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Gapolar = YSASA+b (47)

Para os calculos de AGy;gqcs, dos complexos estudados neste trabalho foi utilizado a
ferramenta g-mmpbsa*® que néo inclui o calculo dos termos entrépicos (TS) e por isso o valor
de energia calculado néo € absoluto. Os valores de AG; 445, Obtidos com esta ferramenta séo
adequados para fazer comparages entre interagdes de diferentes ligantes por um sitio ou para
comparar a energia de interacdo da mesma molécula por dois sitios distintos, como no caso

deste trabalho.

4, INTERAQAO 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 sodio dibasico
(>99%), acido citrico anidro (>99%) e cloreto de sédio (>99%) utilizados na preparacdo da
solucdo tampdo. A agua ultrapura utilizada no tampédo foi preparada por um sistema de
purificacdo de agua (Direct-Q UV-3) da Millipore. O alcool metilico utilizado para preparar
as solucgdes estoques de piperlongumina foi adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea
LTDA
4.2  Meétodos
421 Preparacdo da amostra

A RSA foi reconstituida em tampéo fosfato 50 mM, contendo 150 mM de cloreto de
sodio dibasico e o pH foi ajustado para 7.4 com é&cido citrico anidro. A concentracdo das
solucdes estoques de RSA e de PPL foram medidas por meio do experimento de absorcéo de
UV-Vis. O espectro de absorcdo da macromolécula e do ligante foi coletado no
espectrofotobmetro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) a temperatura ambiente (298K),
controlado por ar condicionado e monitorado por termdmetro, equipado com lampadas de
tungsténio e deutério. Duas cubetas de quartzo, cada uma com caminho optico 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 integragdo de 0.333 s. O software Cary foi
utilizado para coletar os dados medidos. A concentracdo da proteina foi obtida por meio da lei
de Beer-Lambert aplicada a absor¢do no comprimento de onda de 280 nm, sabendo que o
coeficiente de extingdo molar (g) da macromolécula neste comprimento é de 38.915 M™cm’
141 A concentragdo da solugdo estoque de PPL também foi obtida pela lei de Beer-Lambert,
desta vez aplicada ao comprimento de onda de 326 nm, onde £ = 18.700 M™em™.
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4.2.2  Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos com os espectrofluorimetros de
estado estacionario ISS PC1 (Champaign, IL, USA). Uma cubeta de quartzo de 3 ml e com
caminho optico de 10x10 mm foi utilizada nos experimentos. Os aminodcidos aromaticos
(triptofano, tirosina e fenilalanina) séo capazes de absorver luz na faixa do UV, mas com o
comprimento de onda em 295 nm evita-se a excitacdo dos residuos de tirosina e de
fenilalanina e proporciona a excitacdo do Unico residuo de triptofano das proteinas que estdo
sendo estudadas.

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia para a determinagdo das constantes de
ligacdo pelo modelo de equilibrio de ligacdo, pequenas aliquotas de ligante foram adicionadas
na solugdo de RSA a 4 uM de modo a gerar incrementos de 2 uM de ligante. As medidas
foram realizadas nas temperaturas de 288, 298 e 308 K.

Os espectros de fluorescéncia sincronizada foram obtidos com o espectrofluorimetro
Lumina (Thermo Fisher Scientific,Waltham,MA, USA). Uma cubeta de quartzo de 3 ml e
com caminho oOptico de 10x10 mm foi utilizada nos experimentos e a temperatura foi mantida
em 298 K. O comprimento de onda de excitagdo variou de 240 a 350 nm e o intervalo entre
os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo (AA) foi de 60 nm, para que 0 residuo de Trp
fosse analisado. Aliquotas de piperlongumina foram tituladas em uma amostra com
concentracdo fixa de RSA (4 uM) de modo a gerar incrementos de 2 uM de ligante. Para a
aplicacdo do modelo de densidade de ligacdo (BDF), pequenas aliquotas de ligante foram
adicionadas nas solugdes de RSA a2,4 e 8 uM.

Em todos os experimentos de fluorescéncia, o volume final de alcool metilico no
tampé&o foi menor que 1%. A correcéo dos efeitos de filtragem interna foi feita como descrito
na secdo 2.4, por meio da equacao 21.

As medidas do tempo de vida de fluorescéncia do triptofano da RSA foram realizadas
no Mini-Tau (Edinburgh Instruments, Livingston, UK) acoplado ao sistema TCSPC (do
inglés Time-Correlated Single Photon Counting). Aliquotas PPL foram tituladas em uma
solugéo de RSA a 5uM. A excitagdo foi realizada usando diodo pulsado de picosegundo de
340 nm e emissdo usando um filtro de corte de 375 nm. Os perfis de decaimento de
fluorescéncia foram ajustados utilizando o software F980 com a equacdo de decaimento

multi-exponencial:
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=T (48)
Ir = z a;. e’

Onde ti ¢ o tempo de vida de cada componente ¢ ai ¢ a contribui¢do de cada
componente para o total de decaimento de fluorescéncia. O tempo de vida médio foi entédo
calculado utilizando a equacéo abaixo:

Y a;T;? (49)

2 o;T;

Tmedio =

4.2.3  Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular da RSA foram obtidos com o espectropolarimetro
Jasco J-815 utilizando uma cubeta de quartzo desmontavel de 0.01 cm de caminho optico. O
espectro foi obtido no intervalo de 200 a 260 nm a uma velocidade de 20 nm/min com 0.1 nm
de resolucdo. Os espectros finais sdo resultados de 15 corridas e tiveram o sinal do tampé&o
subtraido. As propor¢des de RSA:PPL adotadas nos experimentos foram de 1.0 e 1:8. A
elipticidade molar média [©] foi calculada por meio da equacdo 50, onde O ¢ a elipticidade
coletada, [P] é a concentragdo de RSA, | é o caminho éptico da cubeta e n é o numero de
residuos de aminoacido da proteina.

B O(mdeg) (50)
6] = Tp1n

As porcentagens de estrutura secundaria foram calculadas com o CDPro utilizando o
método CONTIN com a biblioteca SP43.%

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 dinamica molecular por
50 ns. A estrutura obtida ao fim da dindmica foi utilizada para os calculos de docagem. O
software AutoDockTools do programa MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para preparar a RSA
adicionando atomos de hidrogénio polar e cargas parciais. A origem rigida da PPL foi
automaticamente selecionada e ndo foram atribuidos possiveis giros e torgdes para a
molécula, exceto pelos grupos metoxi presente em sua extremidade.

Os mapas foram gerados pelo programa AutoGrid 4.2 com um espagamento de 0.375 A

e dimens&o de 66 x 70 x 58 pontos. O programa AutoDock 4.2 foi utilizado para investigar o
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sitio de interacdo entre os alcaloides e a RSA aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano
(LGA). As interacbes entre os aminoacidos presente nos sitios de interacdo e a PPL foram

verificadas com o LigPlot *,

4.2.5 Parametrizacdo da PPL

Para os calculos de dinamica molecular, a topologia da PPL foi calculada por meio do
servidor PRODRG e as cargas parciais foram substituidas por cargas obtidas por meio de
calculos ab initio. Para o calculo das cargas, foi utilizado o pacote computacional de mecanica

34 utilizando o formalismo de Hartree-Fock (HF)* junto da Teoria do

quéantica Gamess201
Funcional Densidade (DFT)*" com os funcionais B3LYP*® 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 inglés polarizable continuum model)
em 4gua®. O mapa de potencial eletrostatico MEP e as cargas parciais foram determinados
utilizando o método geodésico™® juntamente com os mesmos funcionais, conjuntos de bases e

modelo de solvente utilizado para a otimizacdo da estrutura.

4.2.6  Dinamica Molecular

As coordenadas iniciais dos complexos proteina-ligante foram as obtidas pela docagem
molecular submetida ao calculo de dindmica utilizando a versdo 5.1.4 do GROMACS™, com
o campo de forca gromos53a6°. O sistema foi solvatado com o modelo de 4gua SPC>? em
uma caixa dodecaédrica com as dimensfes das arestas posicionadas no minimo a 1 nm de
distancia da proteina. O sistema foi neutralizado com Na* e CI" na concentragéo de 150 mM.

A minimizacdo de energia foi realizada com o algoritmo steepest descent com 5000
passos e toleréncia de 10 kJ/mol. A primeira etapa de equilibracdo foi realizada no ensemble
NVT, em que durante os 100 ps de simulacdo a temperatura foi mantida a 300 K (acoplada
ao termostato de V-rescale >*). As velocidades aleatdrias foram geradas pela distribuicio de
Maxwell-Boltzman. Posteriormente a equilibracdo foi feita no ensemble NPT, em que durante
0s 100 ps de simulagéo a temperatura foi mantida a 300 K e a presséo a 1 atm (acoplada ao
barostato Parrinello-Rahman®®). Para interagbes de curto alcance o cut-off foi 12 A e as
interacdes eletrostéticas de longo alcance foram tratadas com PME>®. O algoritmo de LINCS
foi utilizado para constringir as ligacdes™. Nos passos de equilibracdo a posicdo dos atomos
pesados foi restringido aplicando um potencial de 1000 kJ.mol*.nm™. Apés as etapas de
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equilibracéo, as restrigdes foram desligadas e a dindmica foi realizada com passos de 2 fs. Os
calculos de root mean square deviation (RMSD), distancia e ligagcGes de hidrogénio foram
executados pelos programas do GROMACS: gmx rms, gmx distance e gmx hbond,
respectivamente. Os célculos de estrutura secundaria foram feitos pelo plug-in STRIDE do
VMD.

Os célculos de dindmica molecular foram realizados na estrutura computacional do
GRID UNESP.

4.3  Resultados

A descricdo da interacdo RSA — PPL comecou a ser feito por meio do acompanhamento
do sinal de fluorescéncia relativo ao Trp214. Como discutido na secdo 2.2 existem algumas
vantagens em acompanhar o sinal do residuo de triptofano, uma delas € eficiéncia quantica
que é maior quando comparada a outros aminoacidos como a tirosina e a fenilalanina. Para
selecionar a excitacdo apenas do residuo de triptofano, irradia-se a amostra com onda
eletromagnética no comprimento de onda de 295 nm.

A Figura 8-a mostra o efeito da adicdo de PPL na amostra de RSA. A primeira
observacdo é que a adi¢do de PPL ocasionou a supressao do sinal de fluorescéncia do Trp214.
Mas além da diminui¢do do sinal de fluorescéncia, a adigdo de PPL também causou o
deslocamento no valor maximo das intensidades para comprimentos de onda maiores que 340
nm, o que ¢ conhecido como “red shift”. Este mesmo comportamento foi observado no
espectro de fluorescéncia sincronizada, como mostra a Figura 8-b.

Deslocamentos no méaximo de intensidade de fluorescéncia sdo frequentemente
relatados na literatura e podem ter interpretacdes fisicas relevantes. Especificamente na area
de estudo de interagdes proteina — ligante este fendmeno é geralmente interpretado
qualitativamente como resultado de mudangas conformacionais que induzem alteracGes na
polaridade no microambiente onde o fluoréforo esta localizado. Seguindo este raciocinio, o
deslocamento para o vermelho € interpretado como resultado da exposi¢édo do fluoroforo a um
ambiente mais hidrofilico, enquanto que o deslocamento para o azul é interpretado como
resultado da exposicéo do fluoréforo a um ambiente mais hidrofébico.”’

Entretanto, neste trabalho foi verificado que no caso em que os espectros de absor¢do do
ligante e da proteina apresentam uma grande faixa de interseccdo e sdo assimétricos (Figura
9), os deslocamentos de maximo de intensidade sdo apenas “ilusdes de optica” causadas pelo

efeito de filtro interno.
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Figura 8: (a) Espectro de emisséo de fluorescéncia antes da corregéo de filtro interno da RSA com
incrementos de 2 uM de PPL (a* — q* : de 0 a 32 uM), [RSA] =4 uM, T =298 K € Aexec = 295 Nm. A
linha tracejada marca a intensidade em 340 nm e a linha s6lida marca os deslocamentos nos maximos
da intensidade de cada espectro. O inset da figura mostra a estrutura da PPL. (b) Espectro de
fluorescéncia sincronizada antes da correcéo de filtro interno da RSA com incrementos de 2 uM de
PPL (a* — q*:de 0a32 uM), [RSA]=4 uM, T =298 K, Aex = 240 — 350 nm e AL = 60 nm. A linha
tracejada marca a intensidade da emissdo em A = 283 nm e a linha sélida marca o deslocamento no
méaximo de intensidade de cada espectro. (c) Espectro de emissdo de fluorescéncia da RSA apos a
correcéo de filtro interno, onde a linha s6lida marca o méximo das intensidades em 340 nm. (d)
Espectro de fluorescéncia sincronizada apés a correcao de filtro interno, onde a linha sélida marca o

maximo das intensidades de fluorescéncia em Ag,c = 283 m.

Aplicando a correcdo de filtro interno para Aexc = 295 nm e Agm = 305 -500 nm nos
espectros de emissao de fluorescéncia da Figura 8-a verificou-se que o maximo de intensidade
foi mantido em 340 nm (Figura 8 — ¢). O comprimento de onda do méaximo de emissdo
também foi mantido quando o espectro de fluorescéncia sincronizada da Figura 8-b foi
corrigido para Aexc = 240 — 350 nm e Aem = 300 — 410 nm, como mostra a Figura 8-d 0 maximo
de emissd@o ocorreu quando a amostra era excitada em 283 nm independente da quantidade de
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PPL adicionada & amostra. Com estes experimentos foi verificado que os deslocamentos na
intensidade maxima de fluorescéncia foram eliminados ao aplicar a corre¢do do filtro interno
em todos os comprimentos de onda do espectro e, portanto a hipotese de mudanca no

microambiente do Trp214 nao foi confirmada.
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Figura 9: Espectro de emissdo de fluorescéncia da RSA (linha sélida) e espetro de absor¢do da PPL

(linha tracejada). Ambos os espetros foram normalizados.

Os experimentos de supressdo podem fornecer mais do que dados qualitativos, quando
aplicamos os modelos discutidos na se¢do 2.2 aos espectros de fluorescéncia corrigidos é
possivel extrair informacdes quantitativas sobre a interacdo proteina-ligante. A primeira
analise a ser feita € a comparacao dos graficos de Stern-Volmer em diferentes temperaturas.
Esta analise pode ser feita utilizando o maximo das intensidades de fluorescéncia ou as areas
abaixo dos espectros, como mostrado na Figura 9. Posteriormente veremos o efeito do uso da
razdo das areas no tratamento dos dados. Mas neste momento vamos nos concentrar na

interacao.

Verificar como o sistema reage ao aumento da temperatura pode nos fornecer muitas
informacdes a respeito da interacdo (Figura 10). No caso da interacdo RSA — PPL, 0 aumento
da temperatura provocou o aumento na inclinacdo das retas de Stern-Volmer, conhecida como
Ky (Tabela 1). Ou seja, o fato de aumentar a temperatura aumentou o efeito de supresséo de

fluorescéncia.

42



©  FyF 308K
0O  FF 208K _g_,-E E
O  FyF 288K _og oG5
L5y A T 2eek . —0";—13:—3;#‘“_ 13
w — =
- —8 =
£ o O
(a) h
0.5 0.3
o Aal A 308K
O AyA 298K - o
.| o Ayazex -
L5 & 't 298k 60— *i%ﬁﬂj [ 1®
~ =
- P $-5 = »
= i = — & —h = =
E: -
(b)
034 T T T - 03
0 10 20 30
[PPL](uM)

Figura 10: Gréficos de Stern-Volmer nas temperaturas de 288, 298 e 308 K. (a) Razdo das
intensidades de fluorescéncia em 340 nm. (b) Razao das areas abaixo dos espectros de fluorescéncia

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

A primeira hipotese que podemos fazer sobre este sistema é que a supressao € resultado
de colis@es entre o fluordforo e o ligante, de tal forma que a agitacdo causada pelo aumento de
temperatura favorece a coliséo entre eles. Sendo assim, a supresséo deve ser maior ao elevar a

temperatura e neste caso ndo existiria formagdo de complexo proteina-ligante.

A segunda hipétese € que a temperatura favorece a formagdo do complexo proteina —
ligante porque a termodindmica da interacdo é dirigida entropicamente. Sendo assim, ao
aumentar a temperatura o termo entrépico estaria favorecendo a diminuicdo da energia livre.

Neste caso o complexo RSA — PPL estaria sendo formado

Tabela 1: Constante de Stern-Volmer (K,), constante bimolecular (k,), constante de ligagéo (K,) e
namero de sitios calculados por meio da intensidade de fluorescéncia em 340 nm e por meio da area

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

Temp. (K) Ksv(x10* M™) kq(x10% M5 Ka (x10* M7 n
Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas Intens. Areas
288 1.7840.04  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 questdo, recorremos ao uso da técnica de fluorescéncia resolvida no

tempo (Figura 11). Como detalhado na secdo 2.2.2, supressdes resultados de colisoes

Fo _ 7o ~ .
apresentam — = —, enquanto que supressdes resultado de formacédo de complexo apresentam

TT—" ~ 1. Como mostrado na ordenada direita da Figura 10, a relagéo de T;" para o sistema RSA

— PPL foi de aproximadamente 1 ao longo da titulacdo. Outra caracteristica de supressdes

causadas por colisBes e que a constante bimolecular (kg), que foi definida na se¢éo 2.2.2, é da

ordem de 10'° M™'s™. Para este sistema, k, calculado é duas ordens de grandeza maior.

5000 —

4000 —

1000 —

Figura 11: Decaimento de fluorescéncia 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 uM, T =298 K € Aexe= 295 nm. IRF indica a funcéo

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

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

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

equacao 49.

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

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

RSA : PPL o1 T (V7] T2 Tmedio
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 supressdo é resultado da

formacédo de complexo e, portanto a segunda hipotese é a que melhor descreve este sistema.
Uma vez que a formacdo do complexo foi verificada, é possivel aplicar o modelo de
equilibrio de ligacao para descrever a interacdo. Com o0 uso da equacéo 11 aplicada aos dados

de fluorescéncia, os valores de constante de ligacdo (Kj;) foram obtidos a partir do coeficiente

linear das retas apresentadas na Figura 12.
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Figura 12: Graficos de duplo-logaritmo utilizando (a) As intensidades em 340 nm e (b) As areas

abaixo dos espectros (de 305 a 400 nm).

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

em funcdo do aumento da temperatura. Os valores das constantes foram inseridos na equacéo

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

valores da variagéo de AH e AS por meio dos coeficientes angular e linear, respectivamente.
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Figura 13: Graficos de Van’t Hoff obtidos a partir das intensidades de fluorescéncia em 340 nm
(circulos pretos) e a partir das areas abaixo dos espectros (de 305 a 400 nm) (quadrados vermelhos).

As linhas sélidas sdo os ajustes lineares.

Os parametros termodinamicos (Tabela 3) apontam que a variagdo de energia livre AG
foi de -23.34 a -25.96 kJ/mol no intervalo de temperatura de 288 a 308 K e que a maior
contribuicdo foi da componente entropica (37.97 a 40.61 kJ/mol). Sendo assim, as interacdes
presentes no complexo RSA — PPL devem ser em sua maioria de natureza hidrofébica. A
interacdo da molécula de PPL com a proteina HSA foi estudada anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisa.”® Apesar de ambas as proteinas serem albuminas e apresentarem alta
identidade na estrutura primaria (73%), o resultado do balanco termodinamico mostrou alta
influencia da componente entélpica e pouca influéncia da componente entropica levando a
concluséo de que as principais interagdes para o sistema HSA — PPL séo as interacGes de van
der Waals e ligacOes de hidrogénio.

Tabela 3: Pardmetros termodinamicos (AG, AH e AS) da interagdo RSA — PPL e a comparac¢do dos

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

AG® (kJ/mol) AH® (kJ/mol) AS°(J/mol.K) T. AS°(kJ/mol)

T (K) Intens. Areas Intens.  Areas Intens. Areas  Intens. Areas
288 -23 £1 231 38+3 371
298 25+1 24+1 1543 14+1 132+11 129+2 39+3 381
308 -26 1 26+ 1 41+ 4 401

Em relacdo ao uso das areas para os calculos mostrados até o momento, verificou-se

gue os resultados convergiram. Utilizar a abordagem das areas pode ser muito interessante
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principalmente em sistemas onde o ligante n&o apresenta a fluorescéncia, ou sua fluorescéncia
ndo interfere na fluorescéncia da sonda analisada. Esta abordagem pode ser extremamente (til
para analisar sistemas que apresentam variacdes no maximo de intensidade mesmo depois da
correcdo de filtragem interna, uma vez que utilizando a area abaixo dos espectros diminui-se o

erro associado a apenas um comprimento de onda méximo que esta se deslocando.

Para explorar um pouco mais a respeito da interacdo RSA — PPL foi aplicado o
modelo de densidade de ligacdo aos dados de fluorescéncia (Secdo 2.6). Para isso, foram
feitas titulacOes de PPL em 3 sistemas com concentragdes de RSA diferentes (Figura 14). Para
esta andlise foram feitas varias linhas horizontais, como mostrado na Figura 14. Cada linha
horizontal marca a mesma varia¢do de fluorescéncia AF para cada amostra de RSA (a2,4 e
6 uM). Intuitivamente entende-se que a amostra com maior concentragdo de RSA deve ter
maior concentragdo de PPL para apresentar a mesma variagdo de fluorescéncia AF das outras
amostras com concentracdes menores de RSA. A linha horizontal representa graficamente a

sentenca acima.

No modelo de BDF considera-se que se 0s sistemas apresentam a mesma supressao de
fluorescéncia AF, entdo eles t€ém a mesma distribui¢io de ligante por proteina (};v;) € a
mesma concentracdo de ligantes livres ([Lee]). Sendo assim, cada reta horizontal permite a
aplicacdo da lei de conservacdo de massas (equacgdo 25) resultando em varias retas (inset da

Figura 14) cujos coeficientes angulares sdo ), v; e os coeficientes lineares sd0 [Liree].
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Figura 14: Porcentagem de supressao de fluorescéncia em funcdo do logaritmo da concentragédo de

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

supressédo para diferentes concentragdes de RSA. O inset exemplifica as retas referentes a equagéo de

conservagdo de massa obtidas para trés porcentagens de supressdo fluorescéncia.

Encontrar o numero de ligantes ligados por proteina e a concentracao de ligantes livres

€ 0 primeiro passo para a caracterizacdo do sistema, pois com estes valores € possivel utilizar

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

(Figura 15 — a) verifica-se que a curva obtida ¢ uma funcdo cbncava, o que indica que o

sistema RSA — PPL apresenta cooperativada positiva entre os sitios de interacdo. Entretanto,

com o modelo de Scatchard ndo é possivel determinar quantos sitios de interacdo a PPL

acessa. Para esta tarefa, utilizamos o modelo de Hill (Equacéo 27).
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Figura 15: (a) Gréafico de Scatchard da interacdo RSA — PPL e (b) Grafico de Hill da interacdo RSA —

PPL.
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O modelo de Hill aplicado nos dados de }; v; e [Lsc] foi ajustado de acordo com a

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

Z C1(23.10%[ Ly > 1(1.3.10%[Lyree))®°
T T @310 e )P 14 (13.10%[Lyyee )P

Com isso, 0 modelo de Hill mostrou a presenca de dois sitios, com cooperatividade
positiva, uma vez que h >1. Além disso, as constantes de afinidade calculadas para os sitios
foram k1 = (2.3+0.1)10° M’ e k2 = (1.3 +0.1)10° M™.

O modelo de BDF também foi aplicado no sistema HSA — PPL estudado
anteriormente. Neste caso, a interacdo da PPL com a HSA apresentou apenas um sitio de

interacdo com constante de afinidade de (4.5 + 0.1)10° M. *®

Uma vez detectado a cooperatividade positiva na interagdo da PPL com a RSA, o
proximo passo foi estudar se a interagcdo provocou mudancas conformacionais na proteina.
Para isso, a técnica de dicroismo circular (Figura 16) foi utilizada para analisar os espectros
de RSA pura e RSA com PPL na proporcdo 1:8. Ambos 0s espetros mostraram o padrdo
caracteristico de o-hélice formado por uma banda negativa em 208 nm e em 222 nm
referentes as transicdes eletronicas das ligacbes peptidicas n — n ¢ m — #n* 0 que mostrou

que apds a adicdo de PPL a estrutura da RSA foi preservada.

(a) — R5A at 288K
== RSA + PPL at 288K

[B](10".deg.cm*/dmol)
’ &
n 7 I

=

v
L

=

]
L

2.5 T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 16: Dicroismo circular da RSA representado com linha sélida e da RSA com PPL na

estequiometria de 1: 8 representado com linha tracejada.
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A deconvolugdo dos espectros de dicroismo (Tabela 4) mostrou que a variacdo do

conteddo de a-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 analises de

Hill ndo foi acompanhada de grandes mudancas conformacionais na estrutura da proteina. Os

dados de estrutura secundaria obtidos ap6s a dindmica molecular serdo discutidos

posteriormente.

Tabela 4: Porcentagens de estruturas secundérias obtidas experimentalmente por dicroismo circular

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

estruturas secundarias obtidas computacionalmente depois de executar 50 ns de dinamica molecular

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

Amostra a-hélice Turns Random
Caoil
RSA 298K — CD 63% 17% 17%
RSA+PPL 298K - CD 61% 18% 18%
RSA 298K — MD 65% 17% 16%
RSA+PPL 298K — MD 1 64% 19% 17%
RSA+PPL 298K — MD 2 64% 16% 19%

A docagem molecular foi utilizada para encontrar os possiveis sitios de interacdo nas

redondezas do residuo de Trp214. O calculo de docagem revelou dois possiveis sitios de

interagdo com rankings de energia de -4.75 e -4.67 kcal/mol referentes ao Sitio 1 e Sitio 2.
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Figura 17: (a) Resultado da docagem molecular com o residuo de Trp214 destacado em laranja, a PPL
no sitio 1 em lilas e no Sitio 2 em verde. Residuos de aminoécidos que compde 0 microambiente de
interacdo da PPL no (b) Sitio 1 e (c) Sitio 2. Principais interagcdes encontradas pelo LigPlot entre a
PPL e os residuos de aminoacido no (d) Sitio 1 e (e) Sitio 2.

O sitio 1 é composto pelos aminoacidos apolares: Leud46, Met219, Trp214, Ala443,
Ala291, Cys448, Pro447, GIn196, GIn44; e por aminoacidos polares: Glu292, Arg222 e
Asn242. Tal composi¢do de aminoécidos sugere que interacGes de carater hidrofébico sdo
relevantes para a interacdo. Além disso, a andlise das interacGes mostrou uma ligacdo de
hidrogénio entre a PPL e 0 Asn242, que posteriormente nas analises de dindmica molecular,

voltaremos a discutir a presenca de ligagdes de hidrogénio.

A anélise do sitio 2 mostra que 0 microambiente de interacdo é composto por residuos
apolares: Trp 214, Val343, Ser454, Leu347, Leu4d81, Val482, Phe211 e Met203; e também de
residuos polares: Arg485, Aspd51 e Asn458. A caracteristica de aminoacidos apolares
também esta presente no sitio 2, o que reforga a analise da contribuicdo hidrofobica para a
interacdo RSA — PPL. No sitio 2 também foi observado uma ligacdo de hidrogénio entre a
PPL e a Arg485.
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Com as estruturas obtidas por docagem molecular da PPL nos sitio 1 e 2 da RSA, o
proximo passo foi fazer a anélise da dindAmica molecular destes sistemas. Para isso a molécula
de PPL foi submetida no servidor PRODRG para gerar o arquivo de topologia compativel
com o campo de forca gromos53A6 que seria utilizado na dindmica. As cargas parciais da
PPL calculadas pelo PRODRG foram substituidas pelas cargas parciais obtidas pela célculo
de DFT.

Para verificar se o célculo de primeiros principios da PPL tinha convergido para a
estrutura e densidade de cargas compativel com o que observamos experimentalmente,
algumas andlises foram feitas. A primeira delas mostra que a estrutura otimizada pelos
calculos apresenta uma estrutura planar, que era o esperado uma vez que a ressonancia
causada pelas duplas ligacGes na cadeia da PPL ndo permite liberdade de rotacéo (Figura 18).
A segunda andlise foi o calculo das transicGes eletrénicas (Figura 18 —c) que quando
aproximada para forma de gaussiana reproduziram o espectro experimental de absorcdo da
PPL em agua. Portanto, os parametros escolhidos para a parametrizacdo da molécula geraram
resultados compativeis com os observados experimentalmente. Sendo assim, as cargas

parciais obtidas pelo célculo foram inseridas na topologia da PPL.

Absorbance
e

(c)
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o
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Figura 18: (a) Estrutura da PPL otimizada por calculos de primeiros principios e 0 mapa de potencial
eletrostatico (MEP). (b) Espectro experimental de absorcdo da PPL em agua. (c) Transicoes

eletronicas da PPL calculadas por TD-DFT .

Com a topologia da PPL calculada, o complexo RSA — PPL foi submetido aos calculos

de dindmica molecular com a PPL no sitio 1 e no sitio 2, individualmente.

A estabilidade do sistema foi observada por meio das analises de root mean square
deviation (RMSD). O RMSD da proteina livre (Figura 19) mostra que nos primeiros 20 ns de

simulacdo a estrutura da RSA sofreu variagbes quando comparada a estrutura inicial da
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dindmica e apos este periodo o RMSD oscilou em torno de 0.6 nm. O RMSD da RSA com a
PPL inserida no sitio 1 atingiu estabilidade logo nos primeiros 10 ns de dindmica e oscilou
em torno de 0.25 nm. Nas simulacGes da PPL inserida no sitio 2, a estrutura da RSA
estabilizou nos primeiros 10 ns e manteve-se estavel oscilando em torno de 0.3 nm ao longo

da dindmica.

—— RSMD of RSA
RSMD of RSA with PPL in Site 1
RSMD of RSA with PPL in Site 2

0.8+

RMSD (nm)

Time (ns)
Figura 19: RMSD calculado para o “backbone” da RSA livre (em preto), da RSA com a PPL inserida
no sitio 1 (em vermelho) e da RSA com a PPL inserida no sitio 2 ( em verde).

O célculo global das estruturas secundéarias ap6s os 50 ns de dinamica molecular
(Tabela 4) mostrou que para a estrutura livre de ligante, a porcentagem de o-hélice foi de
65%. Apos a dinamica com a PPL inserida nos sitios 1 e 2, a porcentagem de a-hélice foi de
64%. Uma pequena variacao de a-hélice para turn nos residuos Arg222, Asp237 e Val238 foi
observada localmente quando a PPL foi inserida no sitio 1 (Figura 20). De forma geral, as
estruturas secundarias nos locais de interagcdo da PPL nos sitios 1 e 2 ( Figura 20 ) sofreram

poucas variagoes.

Assim como os dados de dicroismo circular, os dados de dindmica molecular nédo
apontaram para nenhuma mudanca consideravel na estrutura secundéria da RSA. O que era
esperado, visto que a RSA é uma proteina grande (584 Aa) e possui 17 ligagdes dissulfeto que

“amarram” a estrutura tridimensional desta proteina.
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Figura 20: Estrutura secundaria dos aminoacidos que compde o sitio 1 durante os 50 ns de dindmica
molecular da (a) RSA livre de ligante e (b) RSA com a PPL inserida no sitio 1. Estrutura secundaria
dos aminoacidos que compde o sitio 2 durante 0s 50 ns de dindmica molecular da (c) RSA livre de
ligante e (d) RSA com a PPL inserida no sitio 2.

Para verificar a estabilidade do complexo RSA — PPL, a distancia do centro de
geometria (COG) da proteina ao COG da PPL foi calculada ao longo da dindmica (Figura 21)
. Este dado mostrou que a PPL no sitio 1 tendeu a se deslocar por volta de 0.2 nm para o
interior da proteina. O mesmo foi observado na simulacdo da RSA com PPL no sitio 2.

O inset da Figura 21 mostra as ligacdes de hidrogénio feitas entre a RSA e a PPL no
sitio 1 e no sitio 2. Os dados da dindAmica molecular mostraram que no sitio 1 a PPL faz entre
0 e 1 ligacdo de hidrogénio 83 % do tempo de simulagdo. J& no sitio 2, a PPL fazentre 0 e 1
ligacdo de hidrogénio 64 % do tempo de simulagdo. Este numero é relativamente baixo
qguando levamos em conta que a PPL tem 5 aceptores de ligacdo de hidrogénio. E, portanto as
ligagcdes de hidrogénio ndo sdo as principais responsaveis pela formacdo do complexo RSA —
PPL.
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Figura 21: Distancia entre os centros de geometria (COG) da RSA e PPL no sitio 1 (em preto) e no
sitio 2 (em vermelho) ao longo dos 50 ns de dindmica molecular. O inset mostra a porcentagem de
tempo no qual a RSA e PPL fazem ligac&o de hidrogénio no sitio 1 (em preto) e no sitio 2 (em

vermelho).

4.4  Concluséo
Os resultados obtidos neste trabalho revelaram a importancia da corre¢do do efeito de
filtragem interna em todos os pontos do espectro, seja ele de emissdo ou sincronizado. A
correcdo do efeito de filtragem deve ser feito antes de qualquer analise de deslocamento no
méaximo de intensidade ja que os efeitos de deslocamento podem ser ocasionados puramente
por filtragem do ligante. Neste trabalho também foi mostrado a convergéncia dos resultados
quando se trabalha com as intensidades de fluorescéncia em um Unico comprimento de onda e
quando se trabalha com a area abaixo da curva de emissdo. Com relagdo ao sistema RSA —
PPL foi verificado a interagdo do ligante com a macromolécula. O modelo de Van’t Hoff
aplicado aos dados de fluorescéncia mostrou que o a interacdo é dirigida entropicamente. O
modelo de BDF aplicado aos dados de supressdo mostrou que a PPL interage com dois sitios
de modo cooperativo com constantes de afinidade 2.3-10° e 1.3:10° M. Dois sitios provéveis
de interacdo foram calculados com a ferramenta de docagem molecular. Os ambientes de
interacdo dos dois sitios apresentaram alto numero de residuos apolares. As duas estruturas
obtidas com a docagem foram submetidas a dinamica molecular que mostrou a estabilidade da
interacéo.
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S. INTERACAO NBD - PIPERLONGUMINA

51  Materiais

O dominio NBD foi manufaturado pela GenScript e o certificado de analise fornecido
pela empresa encontra-se no Anexo A. A piperlongumina, o TRIS e o cloreto de sddio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. A &gua ultrapura utilizada no tampdo foi
preparada por um sistema de purificacdo de agua (Direct-Q UV-3) da Millipore. O alcool
metilico utilizado para preparar as solucbes estoques de piperlongumina foi adquirido da
Dindmica Quimica Contemporanea LTDA

5.2  Meétodos
5.2.1 Preparacdo da amostra

O NBD foi diluido em tampdo com as mesmas caracteristicas daquele com o qual foi
recebido, contendo 50mM de TRIS e 150mM de NaCl com o pH ajustado com &cido
cloridrico. O espectro de absor¢do da macromolécula e do ligante foram coletados no
espectrofotbmetro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) a temperatura ambiente (298K),
controlado por ar condicionado e monitorado por termdmetro, equipado com lampadas de
tungsténio e deutério. Duas cubetas de quartzo, cada uma com caminho oOptico 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 integragdo de 0.333 s. O software Cary foi
utilizado para coletar os dados medidos. A concentracdo da proteina foi obtida por meio da lei
de Beer-Lambert aplicada a absor¢do no comprimento de onda de 280 nm, sabendo que o

coeficiente de extingdo molar (¢) da macromolécula neste comprimento ¢ de 20.525 M tem
141

5.2.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos com os espectrofluorimetro de
estado estacionario Lumina (Thermo Fisher Scientific, Waltham,MA, USA). Os experimentos
com o NBD foram realizados em uma cubeta de quartzo de 100 pL com caminho 6tico de
10x2 mm e excitados no comprimento de onda de 295 nm.

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia para a determinagédo das constantes de
ligacdo pelo modelo de equilibrio de ligagédo, pequenas aliquotas de PPL foram adicionadas

na solu¢dao de NBD a 4 uM de modo a gerar incrementos de 1 uM de ligante. As medidas
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foram realizadas a temperaturas de 288, 298 e 308K. Para a aplicacdo do modelo de densidade
de ligacdo (BDF), pequenas aliquotas de PPL foram adicionadas nas solu¢des de NBD a4, 6 e
8 uM. As medidas foram realizadas a temperatura fixa (288K).

Em todos os experimentos de fluorescéncia, o volume final de alcool metilico no
tamp&o foi menor que 1%. Filtro interno.

As medidas do tempo de vida de fluorescéncia do triptofano da NBD foram realizadas
no Mini-Tau (Edinburgh Instruments, Livingston, UK) acoplado ao sistema TCSPC (do
inglés Time-Correlated Single Photon Counting). Aliquotas de PPL foram tituladas em uma
solugéo de NBD a 25 uM. A excitacgdo foi realizada usando diodo pulsado de picosegundo de
340 nm e emissdo usando um filtro de corte de 375 nm. Os perfis de decaimento de
fluorescéncia foram ajustados utilizando o decaimento bi-exponencial (equacdo 48) com o

software F980; os tempos de vida médios foram calculados com a equacéo 49.

5.2.3 Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular da NBD foram obtidos com o espectropolarimetro
Jasco J-815 utilizando uma cubeta de quartzo desmontavel de 0.01 cm de caminho 6éptico.
Para o experimento de interacdo 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 resolugdo. Os espectros finais séo
resultados de 15 acumulacBGes e tiveram o sinal do tampdo subtraido. A razdo molar
NBD:PPL foi de 1:12. A elipticidade molar média [O] (deg.cm?.dmol™) foi calculada por
meio da equacdo 50, onde © ¢ a elipticidade coletada, [P] é a concentragdo de NBD, | é 0
caminho 6ptico da cubeta e n é o numero de residuos de aminoécido da proteina.

As porcentagens de estrutura secundaria foram calculadas com o CDPro utilizando o
método CONTIN com a biblioteca SP43.%

Os experimentos de desnaturagédo da NBD foram feitos no intervalo de temperatura de
280 a 340 K, utilizando as elipticidades medidas em 222 nm . A fracdo de proteina
desnaturada foi calculada por meio da equacéo 51, onde [O]™ e [O]™" s&o as elipticidades
molar a 280 e 340 K, respectivamente.

([61°"* - [8]1%™) (51
(CEEICITD

f=
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5.2.4 Docagem Molecular

A estrutura tridimensional do dominio NBD utilizada no célculo de docagem foi obtida
no bando de dados de proteinas (PDB 1S3X). O software AutoDockTools do programa
MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para preparar o NBD adicionando atomos de hidrogénio polar
e cargas parciais. A origem rigida da PPL foi automaticamente selecionada e ndo foi atribuido
possiveis giros e torcdes para a molécula, exceto pelos grupos metoxi presente em sua
extremidade.

Os mapas foram gerados pelo programa AutoGrid 4.2 com um espacamento de 0.375 A
e dimens&o de 66 x 70 x 58 pontos. O programa AutoDock 4.2 foi utilizado para investigar o
sitio de interagdo entre a PPL e o NBD aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA).

5.2.5 Dinamica Molecular

Para os calculos de dindmica molecular do complexo NBD — PPL, topologia da PPL foi
calculada por meio do servidor ATB>®. As coordenadas iniciais dos complexos proteina-
ligante foram as obtidas pela docagem molecular.

A dinamica molecular do complexo foi realizada pela versdo 5.1.4 do GROMACS®,
com o campo de forca gromos54a7®°. O sistema foi solvatado com o modelo de 4gua SPC*
em uma caixa cubica com as dimensdes das arestas posicionadas no minimo a 1 nm de
distancia da proteina. O sistema foi neutralizado com Na* e CI" na concentragéo de 150 mM.

A minimizacdo de energia foi realizada com o algoritmo steepest descent com 5000
passos e tolerancia de 10 kJ/mol. A primeira etapa de equilibracdo foi no ensemble NVT, em
que durante os 100ps de simulagdo a temperatura foi mantida a 300 K (acoplada ao
termostato de V-rescale®®). As velocidades aleatérias foram geradas pela distribuicdo de
Maxwell-Boltzman. Posteriormente a equilibracdo foi feita no ensemble NPT, em que durante
0s 100 ps de simulacdo a temperatura foi mantida a 300 K e pressdo de 1 atm (acoplada ao
barostato Parrinello-Rahman®®). Para interagbes de curto alcance o cut-off foi 12 A e as
interacBes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas com PME>®. O algoritmo de LINCS
foi utilizado para constringir as ligacdes. Nos passos de equilibracéo, a posicao dos atomos
pesados foi restringida aplicando um potencial de 1000 kJmol™nm™. Apés as etapas de
equilibracdo, as restricbes foram desligadas e a dindmica foi realizada com passos de 2 fs.

Os célculos de energia livre foram feitos com a ferramenta G_mmpbsa*® aplicando o
método de PBSA a snapshots extraidos da trajetoria de dindmica molecular em intervalos de

500 ps. Os parametros de coarse grid-box (cfac) e finner grid-box (fadd) foram definidos
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como 2 e 20, respectivamente. A concentracdo de ions positivos e negativos foi definida como
0.150 e os raios foram definidos como 0.95 e 1.81 A, que correspondem aos ions de sdio e
cloro, respectivamente. Os valores de contante dielétrica do vacuo (vdie), do solvente (sdie) e
do soluto (pdie) foram definidas como 1, 80 e 4, respectivamente.

Os célculos de dindmica molecular e de PBSA foram realizados na estrutura
computacional do GRID UNESP.

5.3  Resultados

A analise da supressdo de fluorescéncia foi feita utilizando o Trp90 do NBD. Quando
excitado em 295 nm, o Trp90 emite o sinal de fluorescéncia com intensidade méaxima em 330
nm, que foi o comprimento de onda utilizado para fazer as analises. A Figura 22 mostra a
emissdo do NBD na auséncia (a) e na presenca de diferentes concentragdes de PPL (— y).
Além disso, a Figura 22 mostra a emissdo de fluorescéncia da PPL centrada em 450 nm. Na
maxima concentracdo de PPL (24 uM) a largura da banda a meia altura é de £45 nm e
portanto a fluorescéncia da PPL ndo influencia os valores de intensidade do Trp90 em 330

nm que foram utilizados nas analises posteriores.

Fluorescence Intensity (a.u.)

350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figura 22: Espectro de emisséo de fluorescéncia da NBD ap6s a correcéo de filtro interno obtido a
partir de experimentos de titulagdo de PPL com incremento de 1 uM (a — y =0 — 24 uM). [NBD] =
4 uM, pH="7.4, T =283 K, hexc = 295 nm. O inset mostra a estrutura quimica da PPL.

Ap6s a correcdo do filtro interno (APENDICE C), o efeito de supresso foi observado
ao adicionar aliquotas de PPL a amostra de NBD a 4 uM. A primeira analise a respeito da
interacdo foi verificar como o complexo NBD — PPL reage ao aumento de temperatura. Para

isso utilizamos os gréficos de Stern — VVolmer nas temperaturas de 283, 293 e 303 K.
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Figura 23: A ordenada esquerda mostra os graficos de Stern-Volmer nas temperaturas de 283, 293 e
303 K. [NBD] =4 uM, [PPL] =0 — 24 uM. A ordenada direita mostra a razdo dos tempos de vida do

Trp90 ao variar a concentragéo de PPL.

Os gréficos de Stern-Volmer (Figura 23) mostraram que a inclinacdo da reta diminuiu
e, portanto o efeito de supresséo diminui ao passo que a temperatura aumentou de 283 para
303 K. Com esta analise ja é possivel descartar a hipdtese da supressdo ser causada por
colisdes, uma vez que o aumento da temperatura ndo favoreceu a supressdo. Mesmo assim, 0
sistema foi submetido a andlise dos tempos de vida do fluor6foro para confirmar este

resultado.

1e+04 —
—— HSP70
HSP70 + 8pM de PPL

HSP70 + 16uM de PPL
HSP70 + 24pM de PPL

8000 —

G000 —

Counts

4000 —

2000 —

Time (ns)

Figura 24: Decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo do NBD (4 uM) e PPL nas
estequiometrias de 1:0, 1:2, 1:4 e 1:6, T =298 K € Aeye= 295 Nm.

Os valores dos tempos de vida obtidos a partir do ajuste bi-exponencial estdo
presentados na Tabela 5, junto dos valores de tempo médio (tmedio) Calculados a partir da

equacao 49.
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Tabela 5: Tempos de vida obtidos a partir ajuste bi-exponencial dos dados de fluorescéncia resolvida
no tempo e 0s tempos de vida médios obtidos a partir da equacédo 49.

NBD : PPL o1 T1 a2 T2 Tmedio
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 razdo dos tempos de vida (%0) ao

adicionar PPL na amostra de NBD manteve-se em aproximadamente 1. A constante
bimolecular (K,) para o sistema NBD — PPL, calculada a partir da equagéo 12 variou entre
(8.9 e 4.3) 10" M's™, Estes valores sao duas ordens de magnitude maior do que o observado

para sistemas colisionais (~10%°).

Tabela 6: Constante de Stern-Volmer (K,), constante bimolecular (K) e constante de ligagdo (K,) do
sistema NBD — PPL em 283, 293 e 303 K.

T (K) Ksv (x10° M) K, (x10 M7s™T) K, (x10* MT)

283 19+01 89+0.1 25+0.38
293 15+01 6.9+0.1 22+05
303 1.0+0.1 43+0.1 1.8+0.2

Os dados de fluorescéncia foram inseridos no modelo de equilibrio de ligacdo por meio
da equacdo de duplo-logaritmo (Equacdo 11). As constantes de ligacdo (K,) para cada
temperatura (Tabela 6) foram calculadas a partir do coeficientes lineares dos gréaficos
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: Gréficos de duplo-logaritmo dos dados de supressdo de fluorescéncia da NBD (4 uM)
coletados em 283, 293 e 303 K.

Com os valores de K, calculados ¢ possivel utilizar o modelo de Van’t Hoff para
entender a termodinamica de interacdo do complexo NBD — PPL. Para isso, os valores de K,
foram inseridos na Equacdo 24, resultando na grafico apresentado na Figura 26 que foi
ajustado para uma reta cujos coeficientes de linear e angular serdo proporcionais ao valores de

AH e AS, respectivamente.
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Figura 26: Grafico de Van’t Hoff obtido a partir dos dados de Ka calculados pelo modelo de equilibrio

de ligacéo e o ajuste linear dos pontos.

De acordo com os resultados dos parametros termodinamicos apresentados na Tabela 7,
0 complexo NBD — PPL apresenta AG <0 e portanto a formac¢do do complexo é espontanea .
Além disso, observou-se que as componentes entalpica e entrdpica contribuem de maneira

equiparada para a energia livre.
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Tabela 7: Parametros termodinamicos do complexo NBD — PPL nas temperaturas de 283, 293 e 303 K

T(K) AG (kJmol) AH (kJmol™®) AS (J.mol™.K?%) T.AS (kdmol™)

283 -23.7+1.3 11.9+0.9
293 -242+1.3 -11.9+0.9 424 +3.4 124 +0.9
303 -246+1.3 128 +1.0

Para explorar um pouco mais a respeito dos sitios de interacdo da NBD, os dados de
supressdo de fluorescéncia foram inseridos no modelo de BDF (Secao 2.6).Uma vez que 0s
parametros que melhor ajustaram as sigmoides foram encontrados, eles foram submetidos ao
programa descrito no (APENDICE D) para encontrar os valores de [PPL] que causavam a
mesma porcentagem de supressdo de fluorescéncia nas amostrar com 6 ¢ 8 puM de NBD e

utiliza-los na equacdo de conservacdo de massas.

081 , NBD 6 M

@ NBD8uM

0.7 4

-60 -58 -56 -54 -52 -50 -48 -46 -44
log[PPL]

Figura 27: : Porcentagem de supresséo de fluorescéncia em funcéo do logaritmo da concentragdo de
PPL titulada nas amostras de NBD a 6 ¢ 8 uM.

Com os valores de ) v; e [L]see calculados pelos coeficientes angular e linear das retas o
grafico de Scatchard foi construido (Figura 28 - a). O perfil do grafico de Scatchard para o
sistema NBD — PPL apresentou uma fungdo concava indicando cooperatividade positiva dos
sitios de interacdo. A interacdo do dominio NBD com a molécula de piperina foi estudada
pelo nosso grupo e apresentou um comportamento semelhante ao encontrado neste trabalho®.
Estes resultados mostraram que diferentes ligantes podem induzir modos semelhantes de

interacdo no que diz respeito a cooperatividade.
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Figura 28: (a) Grafico de Scatchard da interacdo NBD — PPL e (b) Grafico de Hill da interagdo NBD —
PPL.

Para encontrar o numero de sitios que a PPL acessa no NBD, os valores de Y’ v; e [Lfree
foram aplicados ao modelo de Hill (Figura 28 — b). O ajuste da curva foi feito com a
expresséo:

Z _2.2.(6.3.10*[PPL] fyee)™*
YT T4 (6.3. 10 [PPL] free) ™

Sendo assim, o modelo de Hill apontou para 2.2 + 0.1 sitios de interacdo com constantes
de ligacéo equivalentes de (6.3 + 0.2)-10° M™. 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 ligacdo obtidos por meio do modelo de equilibrio de ligacdo e por meio do
modelo de Hill concordaram em relag&o & ordem de magnitude de 10* M™.

Para verificar possiveis mudancas conformacionais causada pela interagdo da PPL com
0 NBD, a técnica de dicroismo circular foi empregada. Inicialmente a estabilidade térmica do
dominio NBD foi monitorada seguindo a elipticidade em 222 nm ao passo que a temperatura
aumentava (Figura 29 — a). A fracao de proteina enovelada foi calculada por meio da Equacao
51 resultando no grafico da Figura 29 — b que mostra que a transicdo entre 0s estados
enovelado e desenovelado ocorre por volta de 314 K. Resultados semelhantes foram
encontrados para 0 NBD de bactéria, conhecido também como DnaK, por meio de estudos de

calorimetria e espectroscopia.®®®

64



-0.95

=1.00

1
g
o
@

[6] (10°.deg.cm?/dmol)
&
.
s

| 1
- =
¥ =
=} w

-1.25

280 290 300 310 320 330 340
Temperature (K)

(@)

=
o

222 nm)
=)
=

o
o

Fraction Folded ([8]:
o
=

0.0

280 290 300 310 320
Temperature (K)

(b)

T
330

Figura 29: (a) Curva de desnaturagcdo da NBD monitorada em 222 nm. (b) Fracdo de proteina

enovelada calculada a partir da Equacéo 51.

A técnica de dicroismo circular também foi aplicada para avaliar os efeitos da adi¢éo de

PPL na estrutura secundaria 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 deconvolugdo, o espectro do NBD livre apresentou 38 % de a-hélice, 14

% de folha-B, 20% de turns e 28% de coil. Depois da adi¢cdo da PPL, a estrutura da NBD

sofreu pequenas mudangas conformacionais apresentando 33% de a-hélice, 17 % de folha-f,

19% de turns e 31% de coil. O contetido de a-hélice diminuiu 5% enquanto que o contedo de

folha-p aumentou 3 %. Um comportamento similar a este foi observado na interagdo da

piperina com o NBD®".
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Figura 30: Espectro de dicroismo circular do NBD livre de ligante (linha sélida) e do NBD na

presenca de PPL na estequiometria de 1:12 (linha tracejada). Os experimentos foram feitos a 293 K.

Para encontrar os possiveis sitios de interagdo do NBD acessados pela PPL, foi utilizado

a técnica de docagem molecular. Para o calculo 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

calculo de docagem molecular.

#
C40

85

S-%.O -7’5 -70 65 60 -55 -50 -45 -40
BINDING ENERGY

Figura 31: Clusters encontrados pelo docagem molecular e suas func@es de energia.

Os clusters mais acessados pela PPL e de menor energia (a — h) foram dispostos na
estrutura do NBD para melhor visualizagdo (Figura 32). As coordenadas da PPL nos clusters
de “a” a “g” estdo na redondeza do sitio de interagdo 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 comparagdo com 0S outros, que

tiveram energia maior que -6.0 kJ/mol e baixo numero de conformagdes.
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Figura 32: Representacao dos clusters a — h calculados pela docking molecular. A molécula de ADP
esta representada em preto, os clusters a, b, ¢, d, e, f, g, e h estdo representados em vermelho, amarelo,

cinza, marrom, azul, laranja e cor-de-rosa.

A andlise dos residuos de aminoacido que compde o sitio 1 mostrou que o ambiente é
rico em glicinas, possui residuos polares como a Tyrl5, Thr37 e Ser340 e residuos
carregados como Lys271, Arg272,342 e Aspl10,366 . O software LigPlot detectou a presenca
de uma ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio da Gly339 que constitui o backbone da

proteina e um oxigénio da PPL.
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Figura 33: Sitios de interagdo do NBD acessados pela PPL: (a) Estrutura da NBD com a PPL no sitio 1
(vermelho) e no sitio 2 (verde), nesta figura a molécula de ADP esta representada em preto. (b)
Composicao de aminoacidos do Sitio 1 e as interacOes entre 0 NBD e a PPL, a ligagdo de hidrogénio
entre o residuo Gly339 e PPL esta representada pela linha azul tracejada. (¢) Composicao
aminoacidos do Sitio 2 e as interacGes entre 0 NBD e a PPL, a ligac&o de hidrogénio entre o residuo

GIn93 e PPL esta representada pela linha azul tracejada.

O ambiente do sitio 2 também é composto por varios residuos apolares como
Val94,105, Met87, Pro91, Trp90 e Phe92; e também por residuos polares como Asn65,
GIn64,93,104 e Ser106. No ambiente do sitio 2, residuos carregados sdo mais escassos, tendo
apenas a Lys88. O software Ligplot detectou uma ligagdo de hidrogénio entre o residuo GIn93
e a PPL. As ligacdes de hidrogénio observadas nas poses calculadas pela docagemserdo

analisas posteriormente com base nos calculos de dinamica molecular.
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Tabela 8: Caracteristicas dos aminoécidos que compde os microambientes dos sitios 1 e 2 do NDB.

Sitio Aminoacidos
Apolar Carregado Carregado Polar
positivamente negativamente
1 Gly12, 202, 230, 338, 339 Lys271; Arg272, Aspl0, 366 Tyrl5; Thr37;
342 Ser340
2 Val94, 105; Met87; Lys88 - Asn65; GIn64; 93,
Pro91; Trp90; Phe92 104; Ser106

As estruturas dos complexos obtidas por meio da docagem molecular foram submetidas
aos calculos de dindmica molecular. A estabilidade do sistema foi verificada por meio do
calculo de RMSD (Figura 34), que foi feito para os atomos do “backbone” do NBD com a
PPL inserida nos sitios 1 e 2 e para a molécula de PPL. Os valores de RMSD do NBD
variaram em torno de 0.25 nm ao longo dinamica, enquanto que o RMSD da PPL variou em
torno de 0.1 nm, mostrando que o sistema permaneceu estavel. Além disso, o calculo da
distancia entre os centros de geometria (COG) do NBD e da PPL no sitio 1 mostrou que o
ligante ficou ligado & proteina e permaneceu no ambiente encontrado pela docagem com a
distancia flutuando em torno de 0.7 nm. A PPL também se mostrou estavel no sitio 2 com a

distancia flutuando em torno 2.5 nm.

3
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04 s 25 F
E 0.2 LA, g 2 b
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Figura 34: Pardmetros obtidos a partir da simulacéo de dindmica molecular do NBD com a PPL no
sitio 1 (vermelho) e no sitio 2 (verde). O grafico a esquerda mostra: (a) O RMSD calculado para 0s
atomos do “backbone”do NBD e (b) o RMSD da molécula de PPL. O gréfico a direita mostra a
distancia entre 0 COG do NBD e 0 COG da PPL quando inserida no sitio 1 e no sitio 2.
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O RMSF do NBD livre e com a PPL ligada nos sitios 1 e 2 mostrou que ndo houve
nenhuma mudanca drastica na dindmica dos residuos quando a PPL interagiu com o sitiol ou
2. Foi observada apenas uma pequena mudanca na dinamica dos residuos 78 — 87 que
compdes uma a-hélice proxima ao sitio 1. Entretanto, esta mudanca ndo esta necessariamente
associada a inser¢do da PPL no sitio 1, uma vez que a dindmica destes mesmos residuos

sofreram alteracdo quando o NBD foi simulado com a PPL no sitio 2.
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Figura 35: O gréfico a esquerda mostra 0 RMSF dos residuos do NBD quando a proteina foi simulada
(@) livre de ligante, (b) quando a proteina foi simulada com o PPL ocupando o sitio 1 e (c) quando a
proteina foi simulada com a PPL ocupando o sitio 2. O grafico a direita mostra a porcentagem de
tempo em que foi calculado os nimeros de ligacdo de hidrogénio feitos entre 0 NBD e a PPL no: (a)
sitio 1 e (b) sitio 2.

As analises de ligacdo de hidrogénio mostraram que no Sitio 1 a PPL faz entre 1 e duas
ligacbes com os residuos do NBD 72% do tempo de simulacdo. As ligacGes de hidrogénio
foram menos frequentemente observadas na interacdo da PPL com o sitio 2, 0 numero de
ligacbes de hidrogénio ficou entre 0 e 1 em 73 % do tempo de simulacdo. As ligacbes de
hidrogénio d&o uma contribuigéo entalpica para o balango termodinamico. O modelo de Van’t
Hoff aplicado aos dados experimentais de supressdo mostrou que o balango termodindmico
dos termos entalpicos e entropicos da interacdo da PPPL com o NBD é bastante equilibrado.
Os dados de dinamica molecular corroboram com os dados experimentais visto que 0 humero
de ligacdes de hidrogénio encontradas para este sistema é bastante moderado.

Diferentemente do que foi indicado pelo dicroismo circular, a anélise das estruturas
secundarias locais do sitio 1 (Figura 36) mostrou que a inser¢cdo da molécula de PPL
favoreceu a estabilidade de alguns trechos de a-hélice por volta do residuo de Lys56 e

Leu274.
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Figura 36: Andlise das estruturas secundaria dos aminoacidos que compde o sitio 1. (a) Simulagdo do
NBD na auséncia de PPL. (b) Simulagdo com a PPL inserida no sitiol.

No sitio 2 também foi verificado o favorecimento da formacdo de a-hélice apés a
insercdo da molécula de PPL por volta do residuo de Ser85.
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Figura 37: Analise das estruturas secundaria dos aminoacidos que compde o sitio 2. (a) Simulagdo do
NBD na auséncia de PPL. (b) Simulacéo com a PPL inserida no sitio2.

Como mostrado na Figura 38, grandes mudancas na estrutura global da proteina nédo
foram observadas. Apenas uma pequena mudanca na regido dos residuos entre Asp69 a Pro91
foi notada. Quando o NBD foi simulado na auséncia de ligante (Figura 38-a) estes residuos
ficaram na conformacéo de coil. Quando o NBD foi simulado com a PPL inserida nos sitios 1
ou 2, a regido entre Asp69 a Pro91 assumiu conformacdes de a-hélice de folha-p (Figura 38 b
e ¢). Esta regido tinha sido mencionada anteriormente na analise de RMSF. Para a proteina
sem ligantes, 0 RMSF desta regido foi alto. J& nas analises de RMSF da proteina com a PPL
nos sitios 1 ou 2 o RMSF foi baixo porque estes residuos se envolveram em estruturas
secundarias e portanto perderam flexibilidade.
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Figura 38: Andlise global da estrutura do NBD. (a) Simulagdo do NBD na auséncia de PPL. (b)
Simulacdo do NBD com a molécula PPL inserida no sitio 1. (c) Simulagcdo do NBD com a molécula
PPL inserida no sitio 2.

Para encontrar a energia de ligacao referente a interacdo nos sitios 1 e 2, as trajetorias de
dindmica molecular foram submetidas ao céalculo de Poisson Boltzmann Surface Area
(MMPBSA). De acordo com os resultados, os sitios 1 e 2 apresentaram energia de ligacdo de
(-58 + 3) ki.mol™ and (-49 + 3) kJ.mol™, respectivamente. O céalculo de MMPBSA mostrou
que para ambos os sitios as interacGes de VDW sdo predominantes, assim como tinha sido

mostrado pelas anélises de Van’t Hoff.
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Figura 39: Decomposic¢éo das energias obtidas por MMPBSA para a interacdo da PPL com 0 NBD nos
sitios 1 e 2. Contribuicdo de Van der Waals (VDW), eletrostatica, solvatacéo polar, area acessivel ao
solvente (SASA) para o calculo de energia de ligacéo.

5.4 Concluséo

Neste capitulo foi mostrado a descricdo da interacdo da PPL com o dominio NBD da
HSP70. Os dados de supressdo de fluorescéncia mostraram a formacdo do complexo e o
tratamento dos dados com o modelo de Van’t Hoff mostrou que o balanco termodinamico da
interacdo tem as componentes entélpicas e entrdpicas bastante equilibradas. O tratamento dos
dados com o0 modelo de BDF permitiu a obtencdo da densidade de ligagcdo. Quando os dados
foram interpretados utilizando os modelos de Scatchard e Hill, verificou-se que a PPL acessa
dois sitios de interacdo no NBD e que a interacdo com estes sitios ocorre de modo
cooperativo. Com a ferramenta de docagem e dinamica molecular foi possivel descrever os
possiveis ambientes de interacdo da PPL. Além disso, com o célculo de MMPBSA foi
possivel verificar que as interacbes de Van der Waals sédo predominantes no complexo NBD —
PPL. Um aspecto interessante sobre a interacdo NBD — PPL é que apesar dos sitios possuirem
quantidades relevantes de residuos polares e a PPL ter 6 doadores de ligacdo de hidrogénio,
esta interacdo ndo se mostrou predominante. Futuras modificagdes quimicas com o intuito de
aumentar a afinidade da PPL pelo NBD se beneficiariam da insercdo de doadores de ligagéo
de hidrogénio para alcancar os residuos polares presentes no sitio e aumentar a componente
entalpica da interacdo. Em resumo, este trabalho revelou os aspectos principais envolvidos na

interacao da PPL com 0 NBD.
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6. MODIFICA(}AO QUI'MICA DA PPL

As modificacdes quimicas na estrutura da PPL foram feitas com o intuito de aumentar a
afinidade da molécula pela proteina p65 da familia dos fatores nuclear-xB (NF-xB). Para isso
foram sintetizadas 3 estruturas andlogas a PPL (Esquema 1). Esta etapa do projeto foi

desenvolvida na Universidade de Birmingham, com colaboragcdo com o grupo do Prof. Alan
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Esquema 1: Sintese das moléculas analogas a piperlongumina.

As modificacBes foram baseadas no trabalho publicado por Sun e colaboradores ® que

verificaram que a PPL inibe vérias etapas da cascata de inflamagdo. Uma das etapas que 0s
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autores verificaram foi a inibigdo da formagéo do complexo p65-DNA, que consequentemente
inibe a transcricdo de genes de proteinas pro-inflamatorias. Em relacéo as estruturas analogas,
0s autores verificaram que a inibicdo da formacdo do complexo p65-DNA foi mais expressiva

quando a estrutura 10 foi utilizada.

O fator nuclear kappa B, € uma familia constituida por cinco fatores de transcri¢do (p50,
p52, c-Rel, p65 (RelA) and RelB) que participam da regulacdo de genes de proteinas
relacionadas a varios processos celulares como: resposta inflamatéria, crescimento celular e
apoptose.®®

Estes fatores de transcricdo sdo encontrados inativos no citoplasma de células nao
estimuladas na forma de homo/heterodimeros associados a proteinas inibidoras (IxBa, IkBp,
IkBy)®”. Uma das formas de ativacdo destes fatores é pela estimulacéo dos receptores TRL4
com LPS (lipopolissacarideos), o que desencadeia a cascata de ativacdo do heterodimero

formado p65 e p50 por meio de consecutivas fosforilaces (Figura 40).

LPS
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Figura 40: Cascata de ativacdo do heterodimero p50/p65 em células estimuladas com LPS. (Fonte:
Sun e colaboradores, 2015 %)

A ativagdo do complexo TAK-TAB feita por meio de fosforilagéo, leva a fosforilagéo das
IKKS, que sdo responsaveis pela fosforilagdo da proteina inibidora IxkBa.. Uma vez fosforilada,

a proteina IxBa ¢ degradada, permitindo que o heterodimero (p50/p65) se transloque para o
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nacleo da célula e transcreva os genes de proteinas relacionadas aos processos celulares
mencionados.®’

Entretanto, a ativacdo descontrolada desta proteina esta envolvida na potegénese de varias
inflamag®es cronicas como artrite rematéride, asma e doenca de Crohn®. Por conta disso,
atualmente existe uma procura por farmacos inibidores da ativacao/atividade da NF-«xB.

A inibicdo da NF-kB pode ocorrer por meio de trés mecanismos®’: 0 bloqueio do
primeiro estagio, por meio da interacdo de farmacos com os receptores; o blogueio de algum
passo citoplasméatico como por exemplo, a interagdo de ligantes com as proteinas IKK, IkBa;
e 0 bloqueio da atividade nuclear da NF-kB como por exemplo, a inibi¢do da interacdo NF-xB
—DNA.

Sun e colaboradores ® mostraram que o uso de PPL inibiu a via de sinalizacdo da proteina
NF-kB por multiplos mecanismos, incluindo a interferéncia nos passos citoplasmaticos
através da interagdo com IKKP e o bloqueio da atividade nuclear do NF-kB por meio da
interacdo com as unidades p50 e p65. Os autores sugeriram que a interagdo da PPL com as
porcdes p50 e p65 levou a diminuicdo da afinidade proteica pelo DNA, resultando no

blogqueio da transcricdo de citocinas e outras proteinas pro-inflamatérias.

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 modificacbes apresentaram valores de energia
inferiores aos valores apresentado pela PPL (-5.36 kcal/mol). Das trés moléculas analogas

investigadas, estrutura 10 foi a que ancorou no mesmo sitio que a PPL (Figura 41).
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Figura 41: Estrutura da proteina p65 com a molécula de DNA no sitio de interagdo (PDB 2061). As
estruturas em CPK sdo as posigdes encontras pelo calculo de docagem cega. A molécula de
piperlongumina esta representada em azul, as moléculas andlogas 9a, 9b e 10 estdo representadas em
rosa, cinza e verde, respectivamente.

Tabela 9: Ranqueamento de energia dos calculo de docagem da estrutura da PPL e das analogas 9a, 9b
e 10

Ligante Ranking de energia
(kcal/mol)
PPL -5.36
9a -5.85
9b -5.87
10 -5.72

Este sitio inclui o contato com residuos importantes na estabilizagdo da molécula de
DNA, como por exemplo, a Cys120 que faz uma ligacéo de hidrogénio com a PPL e também

esta no sitio de interacdo da molécula 10 (Figura 42).
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Figura 42: Composi¢do de aminoacidos do microambiente de interagdo da PPL e das moléculas
analogas 9a , 9b e 10. Ligacdes de hidrogénio sdo representadas pelas linhas tracejadas.

6.2 Perspectivas futuras

As perspectivas futuras deste trabalho envolvem a analise experimental da interacdo da
PPL e suas estruturas analogas com a proteina NF-xB. A proteina NF-xB possui um residuo
de Trp, 0 que possibilita 0 uso da técnica de espectroscopia de fluorescéncia para verificar a
interacdo, obter os parametros termodinamicos e a constante de afinidade dos analogos que

interagirem com a p65.
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Details of the cooperative binding
of piperlongumine with rat serum
albumin obtained by spectroscopic
and computational analyses

Ana Paula Ribeiro Povinelli®, Gabriel Zazeri*3, Marcelo de Freitas Lima? &
Marinénio Lopes Cornélio**

Piperlongumine (PPL) has presented a variety of important pharmacological activities. In recent
pharmacokinetics studies in rats, this molecule reached 76.39% of bioavailability. Although PPL is
present in the bloodstream, no information is found on the interaction between PPL and rat serum
albumin (RSA), the most abundant protein with the function of transporting endo/exogenous
molecules. In this sense, the present study elucidated the mechanism of interaction between PPL

and RSA, using in conjunction spectroscopic and computational techniques. This paper shows 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, also demonstrates
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. Thermodynamic parameters revealed that
PPL binds to RSA spontaneously (AG < 0) and the process is entropically driven. Interaction density
function method (IDF) indicated that PPL accessed two cooperative sites in RSA, with moderate binding
constants (2.3 X 10°M~* and 1.3 x 10°M~?). The molecular docking described the microenvironment
of the interaction sites, rich in apolar residues. The stability of the RSA-PPL complex was checked by
molecular dynamics.

Piperlongumine, also known as piplartine, is an amide alkaloid isolated from Long pepper' that is widely used in
Indian traditional medicine. This natural compound has been calling attention of scientific community because of
its biological activities such as antitumor, antimetastatic, antiplatelet aggregation and anxiolytic’. Piperlongumine
(PPL) is a lipophilic molecule, with logP = 1.63 calculated through the software Marvin (ChemAxon, Budapest,
Hungary). This molecule is characterized by the presence of electrophilic frames’ and o,3-unsaturated amide as
Michael acceptor”. In addition, piperlongumine has no Lipinski’s and Lead-like rule violations®, which makes this
molecule an excellent candidate to be launched as a drug. Published pharmacokinetic studies report that oral,
intravenous and intraperitoneal administration in rats results in different times of PPL permanence in plasma’.
Considering the lipophilic characteristics of PPL, its transport through plasma must be assisted by carrier pro-
teins, such as albumin. A few works present in the literature bring the first results of the interaction of PPL
with human albumin®’. Nevertheless, no information about the interaction between PPL and rat serum albumin
(RSA) is known. RSA has 584 amino acids with just one tryptophan residue®, which enables the use of fluores-
cence spectroscopy’. The crystallographic structure of RSA has not yet been determined. However, RSA modeling
has been performed and published in a recent article'’. Therefore, based on the modeled RSA, it can be compared
with the HSA structure deposited in PDB (1AO6) and several similarities can be found between them. The com-
parison presents that RSA has 73% of sequence similarity (Fig. S1), and high preservation of its tertiary structure
(Fig. S2). These proteins share the same number of disulfide bridges (17) and a Cys34 thiol group''.

The goal of present investigation is to elucidate the molecular biophysical mechanisms of the interaction
between RSA and PPL. Two approach lines of the molecular biophysical field were applied, one experimental
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Abstract: Piperlongumine (PPL) is an alkaloid extracted from several pepper species that exhibits
anti-inflammatory and anti-carcinogenic properties. Nevertheless, the molecular mode of action of
PPL that confers such powerful pharmacological properties remains unknown. From this perspec-
tive, spectroscopic methods aided by computational modeling were employed to characterize the
interaction between PPL and nucleotide-binding domain of heat shock protein 70 (NBD/HSP70),
which is involved in the pathogenesis of several diseases. Steady-state fluorescence spectroscopy
along with time-resolved fluorescence revealed the complex formation based on a static quenching
mechanism. Van’t Hoff analyses showed that the binding of PPL toward NBD is driven by equivalent
contributions of entropic and enthalpic factors. Furthermore, IDF and Scatchard methods applied to
fluorescence intensities determined two cooperative binding sites with Ky, of (6.3 + 0.2) x 10* M~
Circular dichroism determined the thermal stability of the NBD domain and showed that PPL caused
minor changes in the protein secondary structure. Computational simulations elucidated the mi-
croenvironment of these interactions, showing that the binding sites are composed mainly of polar
amino acids and the predominant interaction of PPL with NBD is Van der Waals in nature.

Keywords: heat shock protein; HSP70; nucleotide-binding domain; piperlongumine; fluorescence
spectroscopy; circular dichroism; molecular docking; molecular dynamics; molecular mechanics
Poisson-Boltzmann surface area

1. Introduction

Living organisms, regardless of their kingdom, are constantly subjected to stressful
situations and respond to these stimuli through changes in cellular metabolism, activating
their defence mechanisms [1]. The stress response includes heat shock proteins (HSPs),
which is one of the primary cellular protection responses [2,3].

HSPs are part of the large family of proteins known as molecular chaperones, so
called because they have the ability to interact reversibly with other proteins, helping in
formation, folding and trans-membrane transport [4]. HSP70 is the 70 kDa heat shock
protein, composed of a conserved N-terminal nucleotide binding domain (NBD) with
ATPase activity, a substrate binding domain (SBD) and a C-terminal domain. Among the
domains, NBD is a 40 kDa ATP binding domain [5] with a highly flexible chain.

The HSP70 was found to be over expressed in various cancers in response to the
stressful environment of tumors, leading to tumor protection and consequently to ther-
apeutic resistance. Recently, the set of functions of heat shock proteins (HSP) has been
extended based on studies that have shown that HSP70 is also found in the extracellular
environment and exhibits potent cytokine activity, with the ability to activate the nuclear
factor-kappaB (NF-«kB) and consequently regulate the expression of pro-inflammatory
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APENDICE 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_I, *Extincao_p, *Intens, *Teste;
inti, j, lin, col, p_ext 295, | 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;
| ext 295=23843.0;

conc_p = 0.000004 ;
conc_I =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;

ky

for(lin=0; lin<Max; lin++)

{
col=0;
conc_|=0.0;
fscanf(Extincao_p, "%lIf", &Extincao_proteina[lin][0]);
fscanf(Extincao_I, "%If", &Extincao_ligante[lin][0]);
fscanf(tamp, "%If", &tampao[lin][0]);

for(col=0; col<CMax; col++)

{

fscanf(Intens, "%If", &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,(((I_ext_295+Extincao_ligante[lin][0])*conc_I)/2.0)))
)-tampao[lin][0];

fprintf(Correcao, "%.2If;", correcao[lin][col]);

conc_| = conc_I + incremento;

fprintf(Correcao, "\n");

fclose(Intens);
fclose(Extincao_p);
fclose(Correcao);
fclose(Extincao_);

fclose(tamp);

return O;

}
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APENDICE D - Programa para tratar os dados do modelo de densidade de ligag&o

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <math.h>

int main()

{
inti;
float ni_dividendo, ni_divisor, Ifree, ni, concl, conc2, conc3, concm, proteinm,
proteinl, protein2, protein3, Al, 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=(proteinl+protein2)/2;
/* Definindo os parametros 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)));

concl=pow(10,x1);

conc2=pow(10,x2);

concm= (concl+conc2)/2;

ni_dividendo= ((proteinl-proteinm)*(concl-concm))+ ((protein2-

proteinm)*(conc2-concm));

ni_divisor= (pow((proteinl-proteinm),2))+(pow((protein2-proteinm),2));

ni= ni_dividendo/ni_divisor;

1 ni_dividendo=( protein1*(concl-concm)) + ( protein2*(conc2-concm));
1 ni_divisor= (proteinl*(proteinl-proteinm))+ (protein2*(protein2-
proteinm)) ;

I ni= ni_dividendo/ni_divisor;

Ifree= concm- (ni*proteinm);

y=y+f;

Il printf( "%.10f %.10f\n", concl, conc2);
printf( "%.10f %.10f\n", ni, Ifree);
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return O;

91



ANEXO A - Certificado de analise do dominio NBD fornecido pela GenScript

Confidential and Privileged Genscript

Make Research Easy

SDS-PAGE & Western blot Analysis:

SDS-PAGE Western blot
M, 1 2 M, 3
120 kDa--- | we 120 kDa--- s
80 kDa--- |we— 80 kDa--- s
60 kDa--- e S 60 kDa--- s
50 kDa---
40 kDa-—-- — 42 kDa-- gy -
30 kDa--- ' 32 kDa--- s
20 kDa--- — 18 kDa-—--
10 kDa--- | s

Fig.1 SDS-PAGE and Western blot analysis of FB504_HSP70
Lane M:: Protein Marker, GenScript, Cat. No. M00516

Lane Mz: Protein Marker, GenScript, Cat. No. M00521

Lane 1: BSA (2.00 pg)

Lane 2: FB504_HSP70 (Reducing condition, 2.00 ug)

Lane 3: FB504_HSP70 (Reducing condition)

Primary antibody: Mouse-anti-His mAb (GenScript, Cat.No. A00186)

Quantification--BSA Standard Curve:

Standard curve for Bradford assay

1.6
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£ 12 R? = 0.9986
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E 0.8
P 0.6
3 0.4
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o
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ODsos
Sample ODsos(diluted 5 times) Concentration
FB504_HSP70 0.478 5.03 mg/ml
4

GenScript USA, Inc.
860 Centennial Ave. Piscataway, NJ 08854 Tel: 1-732-885-9188
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