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RESUMO

As cumarinas sdo amplamente conhecidas por suas interagdes com proteinas e
apresentam uma vasta gama de atividades bioldgicas. Portanto, este trabalho tem
como objetivo analisar e compreender a interagdo entre a cumarina-343 (C343) e a
albumina sérica humana (HSA) e bovina (BSA). As técnicas utilizadas para entender
a formacdo do complexo ligante-proteina basearam-se em metodologias de
espectroscopia de fluorescéncia e em simulagbes tedricas, como a Teoria do
Funcional da Densidade Dependente do Tempo (Time Dependent Density Functional
Theory (TD-DFT) e o Docking Molecular. Os resultados demonstraram que a C343
apresenta afinidade por ambas as proteinas albumina, sendo que a constante de
ligacéo, determinada por extingdo de fluorescéncia, foi de 2,1 x 10° mol-L™ (HSA) e
6,5 x 10° mol-L™* (BSA). Considerando que essa complexacdo apresenta
estequiometria 1:1 (proteina-ligante) em ambos os ensaios, foram entdo utilizados
marcadores de sitios de ligagdo para determinar qual regido € preferencial para a
formagao do complexo, estabelecendo-se que o sitio | de ligagdo de farmacos (DS1),
localizado no subdominio IIA, foi a regiao preferencial para a formacéo do complexo
em ambas as proteinas. Os estudos computacionais corroboraram os resultados
experimentais, indicando maior afinidade pelo DS1 com valores de energia de -69,02
kcal-mol™ (HSA) e -67,22 kcal-mol™ (BSA). Apesar dos bons resultados obtidos para
a formacdo do complexo entre a C343 e ambas as proteinas, foi observado um
resultado distinto para o sinal de Dicroismo Circular Induzido (ECD). O sinal de ECD
para a HSA foi significativamente diferente tanto em intensidade quanto no maximo
de absor¢do, em comparagdo ao da BSA. Nos resultados de Molecular Docking,
observou-se que a conformacdo da C343 na HSA difere daquela na BSA, o que levou

a uma discrepancia significativa no sinal de ECD.

Palavras-chave: Cumarina 343; HSA; BSA; docking molecular; fluorescéncia; ECD.



ABSTRACT

Coumarins are well known for their interactions with proteins and exhibit a wide range
of biological activities. Therefore, this work aims to analyze and understand the
interaction between coumarin-343 (C343) and human (HSA) and bovine (BSA) serum
albumin. The techniques used to understand the formation of the ligand-protein
complex were based on fluorescence spectroscopy methodologies and theoretical
simulations, such as Time Dependent Density Functional Theory (TD-DFT) and
Molecular Docking. The results demonstrated that C343 has affinities for both albumin
proteins, in which the binding constant, determined by fluorescence quenching, was
2.1 x 10° mol-L"' (HSA) and 6.5 x 10° mol-L"' (BSA). As this complexation has a 1:1
stoichiometry (protein-ligand) for both assays, binding site markers were then used to
determine which region is preferential for complex formation, thus determining that site
| of the drug (DS1), located in subdomain Il A, was the preferential region for complex
formation for both proteins. Computational studies corroborated the experimental
results, showing a greater affinity for DS1 with an energy value of -69.02 kcal-mol-L1
(HSA) and -67.22 kcal-mol-L1 (BSA). Despite the good results obtained for the
formation of the complex of C343 and both proteins, a different result for the induced
Circular Dichroism (ECD) signal was obtained. The ECD signal for HSA was very
different both for the intensity and maximum of absorption, than for BSA. In the
Molecular Docking results, it was observed that the conformation of C343 in HSA is

different than that in BSA leading to a significantly discrepancy in the ECD signal.

Keywords: Coumarin-343; HSA; BSA; molecular docking; DFT; fluorescence; ECD.
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1 INTRODUGAO

A interagcdo entre macromoléculas biolégicas, como proteinas e DNA, com
farmacos e/ou medicamentos é uma area de pesquisa de grande relevancia no campo
das ciéncias da vida (GUIDO et al., 2010; YOGUIM, 2021).

Esse campo de estudo estd fundamentado em abordagens
interdisciplinares que envolvem caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas,
buscando compreender como interagdes intermoleculares, tais como ligagbes de
hidrogénio, interagdes eletrostaticas, forcas de van der Waals e interagbes
hidrofébicas, influenciam a estrutura e a fungdo de sistemas biolégicos complexos.
Tais interagdes desempenham um papel essencial em processos bioldgicos, como a
ligacdo de substratos a proteinas receptoras, a catalise de reagdes enzimaticas e
outros fenébmenos biomoleculares (LEHN, 1995; PACHECO, 2023).

1.1 PROTEINA ALBUMINA

As proteinas sdao macromoléculas compostas por cadeias polipeptidicas
formadas por aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas. Cada aminoacido consiste
em um grupo carboxila (-COOH) e um grupo amina (-NH) ligados a um atomo de
carbono central (carbono a), além de um grupo lateral (R), cuja natureza quimica
determina as propriedades especificas de cada aminoacido (JUNIOR, et al, 2006).

A albumina sérica, uma das proteinas mais abundantes no plasma
sanguineo, desempenha fungdes essenciais no transporte de moléculas endégenas
e exodgenas, incluindo farmacos, horménios e acidos graxos. Sua capacidade de
interagir com diferentes ligantes € amplamente estudada devido a sua relevancia na

farmacocinética e biodisponibilidade de compostos bioativos.
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Figura 1 — Exemplo da formagao de uma ligacao peptidica entre aminoacidos.

H H ¢ T H "_ O ||_ O
%"L—(J:—c\/r._;lw—c—'// - 411_:_!-:%@_{{ - Ho
A
J OH +|-: OH ~L | l OH

Fonte: JUNIOR, et al (2006).

O aminoacido mais simples € a glicina (H,N-CH,-COOH), cujo grupo lateral
(R) consiste em um unico atomo de hidrogénio. A variagdo da estrutura do grupo R
permite a formagao de uma ampla diversidade de moléculas, porém, nas proteinas,
sdo encontrados aproximadamente 20 aminoacidos distintos (Aminoacidos
Proteinogénicos) e 2 aminoacidos expandidos (selenocisteina e pirrolisina). As
propriedades quimicas desses aminoacidos — como acidez, basicidade e polaridade
— sao determinadas pelas caracteristicas do grupo R, influenciando diretamente a

estrutura e a fungao das proteinas (Figura 1).

1.1.1 Proteina Albumina do Soro Humano

A albumina sérica humana (HSA) é uma proteina amplamente estudada
devido ao seu papel essencial no transporte e na distribuigdo de compostos
endogenos (substancias produzidas pelo organismo) e exdgenos (substancias de
origem externa). Além disso, € a proteina mais abundante no plasma sanguineo,
correspondendo a aproximadamente 60% do total de proteinas plasmaticas (LINDUP
etal., 1981). O estudo da interagao entre farmacos e HSA é fundamental para elucidar
as propriedades do complexo farmaco-proteina, fornecendo informacdes valiosas
sobre as caracteristicas estruturais e a eficacia terapéutica dos medicamentos
(ZHANG et al., 2013).

A HSA é sintetizada no figado e sofre modificacbes pds-translacionais no
complexo de Golgi. Suas principais caracteristicas incluem um peso molecular de
aproximadamente 66,5 kDa, pH fisiologico entre 7,35 e 7,45 atuando como um
importante tampao, possui ponto isoelétrico (pl) de 4,7 e alta solubilidade em meio
aquoso (AL-HARTHI et al., 2019; SRIVASTAVA et al., 2020).
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Estruturalmente, a HSA é composta por uma uUnica cadeia polipeptidica
contendo 585 residuos de aminoacidos, incluindo 35 residuos de cisteina que formam
17 pontes dissulfeto, fundamentais para a estabilidade da proteina. Sua estrutura
tridimensional é organizada em trés dominios principais (I, Il e lll), cada um subdividido
em dois subdominios, A e B (NELSON; COX, 2006).

Essas subdivisdes formam regides especificas para a ligagéo de ligantes,
conhecidas como sitios de ligagao. Os principais sitios de interagdo com farmacos séo
os sitios | (DS1) e Il (DS2). A maioria dos ligantes se liga preferencialmente ao DS1,
enquanto um numero menor interage com o DS2 (CARTER et al., 1994). A HSA possui
um unico residuo de triptofano (Trp-214), localizado no dominio I, proximo ao sitio |,
sendo responsavel pela fluorescéncia intrinseca da proteina. O sitio Il, localizado no
subdominio IlIA, apresenta uma cavidade predominantemente apolar, com um unico
agrupamento polar na entrada do sitio (GHUMAN et al., 2005; RYAN et al., 2011). A
afinidade dos ligantes pela HSA é frequentemente quantificada pela constante de
associagao (Ka), cujo intervalo varia entre 10* e 10° mol-L™". Valores dentro desse
intervalo indicam uma interacdo significativa entre o ligante e a proteina (TRYNDA-
LEMIESZ, 2010).

Além dos sitios | e I, também foi identificado o sitio Il (DS3), descrito nos
estudos de Peters (1995). Essa regido, também conhecida como sitio da digitoxina,
foi reconhecida como um novo local de interacdo com farmacos apenas vinte anos
apos os estudos de Sudlow, tornando-se a terceira regido mais relevante para
investigacdes sobre a ligagdo de farmacos a HSA (ASCENZI et al., 2015;
BHATTACHARYA et al., 2000).
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Figura 2 — Classificagao dos sitios de interagao.

Sitio de ligagao a Tiroxina
Sitio de ligagao ao
grupo Heme

Sitio de ligagao
o ol aos metais
Sitio II de ligagao
aos farmacos

(Sudlow ’s site II)

Sitio I de ligagao
aos farmacos
(Sudlow “s site I)

Fonte: Modificado de KHAIBRAKHMANOVA et al. (2020).

1.1.2 Albumina do Soro Bovino

A albumina sérica bovina (BSA) é a proteina mais abundante no plasma
bovino, desempenhando um papel crucial no transporte de compostos endodgenos e
exdgenos. Essa fungdo de carreagao ocorre nos dois principais sitios de ligagao da
proteina, localizados nos subdominios IIA e IlIA. Ambos os sitios sdo caracterizados
por sua natureza hidrofobica (BOLATTIN et al., 2016; WANG et al., 2019).

A BSA possui trés residuos considerados fluoréforos, que emitem
fluorescéncia: triptofano (Trp), responsavel pela maior parte da fluorescéncia, além de
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). Devido a presenca de residuos de Trp em sua
estrutura, a BSA emite fluorescéncia quando excitada a 295 nm (JAHANBAN-
ESFAHLAN et al., 2016). No entanto, quando a BSA interage com pequenas
moléculas proximas aos residuos de Trp, a fluorescéncia intrinseca diminui a medida

que a concentragao do ligante aumenta.
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A BSA é composta por 582 residuos de aminoacidos (SHAHABADI, N.;
HADIDI, S, 2014), com 17 pares de pontes dissulfeto e uma cisteina livre (SUGIO et
al., 1999), além de dois residuos de triptofano. Sua estrutura é bastante semelhante
a da albumina sérica humana (HSA) (ROY et al, 2016; KSENOFONTOV et al, 2021).
Os residuos de triptofano da BSA estdo localizados nos subdominios IB e llIA,
especificamente em Trp-134 e Trp-212 (SULKOWSKA, 2002; KANDAGAL et al.,
2006), enquanto os dominios I, Il e Ill contém os residuos de aminoacidos nas
posicoes 1-195, 196-383 e 384-582, respectivamente vide figura 3 (MORIYAMA et al.,
1996; STANet al., 2009).

O sitio | é o principal responsavel pelo reconhecimento da albumina e pela
ligacdo de uma grande variedade de ligantes. Esse sitio esta associado a ligantes
como varfarina, fenilbutazona e piroxicam, sendo o local preferencial de ligagao de
moléculas n&o polares heterociclicas volumosas, geralmente com uma carga negativa
centralmente deslocalizada (ABBOUD et al., 2017; DATTA et al., 2013).

O sitio Il, por sua vez, € de menor volume e nao possui uma afinidade tao
ampla para ligantes. Ele normalmente segue uma estequiometria de 1:1 na proporgao
proteina-ligante. Esse sitio apresenta maior afinidade por ligantes que contém uma
carga negativa localizada no carbono de um composto aromatico com grupos de acido
carboxilico (GRACIANI e XIMENES, 2013; OLSON e CHRIST, 1996).

Figura 3 — Estrutura do PDB 4F5S referente a estrutura cristalografica da BSA

Fonte: Modificado de RCSB PDB (2023). Disponivel em:
https://www.rcsb.org/structure/4F5S. Acesso em: 8 abr. 2025.
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1.1.3 Comparagao entre as Proteinas Albuminas do Soro Humano e Bovino

A albumina sérica bovina (BSA) € uma das proteinas mais amplamente
estudadas e comumente utilizada como modelo em investigagdes de interagao
proteina-ligante. Isso se deve a sua abundéncia, baixo custo, facilidade de purificagdo
e ao comportamento semelhante ao da albumina sérica humana (HSA) em diversos
experimentos (ROY et al, 2016; KSENOFONTOV et al, 2021). No entanto, o uso da
BSA como modelo nem sempre garante que a interagdo de um composto com a HSA
siga o mesmo padrao observado na BSA.

A proteina bovina apresenta uma sequéncia homologa de 80% e uma
similaridade de estrutura terciaria de 76% quando comparada a HSA (PETERS, 1995).

Embora a BSA e a HSA compartilhem muitas semelhangas, uma das
principais diferencas entre elas reside no numero de residuos de triptofano (Trp). A
HSA possui apenas um residuo de triptofano (Trp214), enquanto a BSA contém dois
residuos de triptofano (Trp134 e Trp212). Essa diferenga torna a BSA uma escolha
frequente, em vez da HSA, para estudos farmacolégicos, devido ao seu menor custo,
além de sua importdncia médica, abundancia, facilidade de purificacdo, alta
solubilidade em meio aquoso e estabilidade fisico-quimica (ROY et al., 2016;
KSENOFONTOV et al., 2021; SHAHABADI e HADIDI, 2014).

Assim, apesar da alta homologia entre essas proteinas, a afinidade de
ligacdo da BSA e da HSA por ligantes pode ser substancialmente diferente (BOLEL et
al., 2012).

A Figura 4 ilustra essa similaridade entre as estruturas das proteinas, com
base na comparagdo dos aminoacidos presentes nas respectivas estruturas
cristalograficas. As estruturas foram obtidas no Protein Data Bank (PDB) e analisadas
no software Chimera versao 1.17. A estrutura da HSA utilizada foi a 1AO06 (SUGIO et
al., 1999), e para a BSA, a 4F5S (BUJACZ, 2012).
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Figura 4 — Comparagao entre os aminoacidos dos PDBs da HSA (1A06) e da BSA

1 1 21 31 41
1a06.pdb (#0) chainA 5 - - - - VAHR FKDL NFK ALVLIAFAQ LQQCPF V KLVI V FA
4f5s.pdb (#1) chainA 1 HK AHR FKDI HF K LVLIAF )Y LQQCPF V KLVNEL FA

51 61 7 81 91
1a06.pdb (#0) chainA 51 K 1 C VA A NCDKS1 LF Kl VATL R MADC CAKQ RN
4f5s.pdb (#1)chainA 51 K T CVA A CEKS| f LCKVASL R Y MAD ( CEKQ RN

101 11 121 131 141
1a06.pdb (#0) chain A 101 CF L O H K | NLPRLVR VMCTAFHDN ETFLKKYL | ARR
4f5s.pdb (#1) chain A 101 C F | K KL-K N T L FKA KKFWGKY I | ARR

151 161 171 181 191
1a06.pdb (#0) chainA 151 A" E L LFF AKR KAAF CCQ AADKAACLL KL LR K A AKQRLKC
4f5s.pdb (#1) chain A 150 A L} ANK NGVFQECCQ AEDKGACLL K MREKVL ARQRLRC

201 211 221 231 241
1a06.pdb (#0) chain A 201 A S | QKT RA FKAWAVAR JRFPK FA VSKLVTDLTK V ( L
4f5s.pdb (#1) chain A 200 A & | QKT RA LKAWSVAR JKF Pk LTK K L

251 261 271 281 291
1a06.pdb (#0) chain A 251 | / RAD L AKY | ( NQ | Kl K K ( AEVEN MPA
4f5s.pdb (#1) chain A 250 | C A RAD L A K >DNQ | KL K K \EVEKDA I

301 31 321 331 341
1206.pdb (#0) chain A 301 ) | LAADFV KDVCKNYA AKDVF LGMF Y ARR VVLLLRLA
4f5s.pdb (#1) chain A 300 ! | LTADFA EDKDVCKNYAQ AKDAF L F L RR AVSVLLRLA

351 361 37 381 391
1206.pdb (#0) chain A 351 K LEKC CAAA C AKVF FKPL v INLIKQ NCELF ) L
4f5s.pdb (#1) chain A 350 K AT > CAK Al VFDKLKHL V INL 1 KQ N JFEKL

401 411 421 431 441
1a06.pdb (#0) chain A 401 Y KF ONALLVR KKVPQV LVEVSRNI KV KCCKH AKRMPCA
4f5s.pdb (#1) chainA 400 v FONAL I VR RKVPQV LVEVSRSL KV RCCTK RMPC

451 461 471 481 491
1a06.pdb (#0) chain A 451 LSVVLNQL cCVlI K RVTKCC LVNRRPCFSA LEV VPK
4f5s.pdb (#1) chain A 450 LSLILNRL CVl K KVTKCC LVNRRPCFSA L VPK

501 511 521 531 541
1a06.pdb (#0) chain A 501 = F 11 A FTF ADICTL K RQIKKQTALV LVKHKPKA KEQLKAVM
4f5s.pdb (#1) chain A 500 A | KLFTF AD I CiF] KQIKKQTALV LLKHKPKA JLKTVM

551 561 571 581
1a06.pdb (#0) chainA 551 F AAF VEKCCK A K > F A KKLVAA AA - -
4f5s.pdb (#1) chainA 550 F VAF VDKCCA A KEACFAV KLVV ) ALA

Fonte: elaborado pela autora.

1.2 CUMARINA 343

A cumarina foi isolada pela primeira vez por Vogel em 1820 a partir da
planta Dipteryx odorata, comumente conhecida como cumaru (BORGES et al., 2005).
Desde entéo, diversos estudos tém sido realizados, com publicagbes que abordam o
isolamento e a sintese de cumarinas e seus analogos a partir de outras espécies
vegetais (SOUZA et al.,, 2016).Esses compostos tém se destacado na pesquisa
cientifica, especialmente pela sua capacidade de promover interagées nao covalentes
com estruturas proteicas, o que lhes confere um amplo espectro de atividades
bioldgicas, tornando-as potenciais candidatas para a prevencédo e tratamento de
diversas doengas (PENG et al.,, 2013). Mais de 1300 tipos de cumarinas foram
identificadas a partir de fontes naturais, especialmente de plantas verdes (HOULT et
al., 1996). A biossintese de cumarinas, cuja principal rota envolve o acido chiquimico

(PEREIRA et al., 2018), n&o se limita as plantas; também é realizada por algumas
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espécies de fungos, como Armillariella tabescens e Fomitopsis officinalis, bem como
por bactérias, como Streptomyces niveus e Escherichia coli.

O interesse crescente por esses compostos se deve, em grande parte, a
facilidade com que a cor e a fluorescéncia das cumarinas podem ser modificadas por
meio da introdugao de substituintes, como grupos eletrodoadores e/ou eletroatratores.
Esses substituintes intensificam a transferéncia de carga intramolecular (ICT),
induzida pela luz, caracteristica fundamental das cumarinas (LIU et al., 2009).

Além das bioatividades associadas as cumarinas, suas propriedades
luminescentes também sdo amplamente exploradas pela industria. Esse fendbmeno
luminescente é resultado da transferéncia interna de carga do sistema conjugado p-
p*, rico em elétrons. As cumarinas tém uma vasta gama de aplicagdes, incluindo
sondas fluorescentes, agentes de monitoramento de inibicdo enzimatica, fornecimento
de informagbes farmacolégicas em tempo real, corantes (VITORIO et al., 2015),
sensores de pH (PEREIRA et al., 2018) e potenciais agentes de biorreducéo. A
diversidade de suas aplicagdes reforca a importdncia continua da pesquisa e
desenvolvimento de compostos analogos (FRANCO et al., 2021).

As cumarinas, classificadas como 1,2-benzopironas, estdo amplamente
distribuidas em plantas e também em varias espécies de fungos e bactérias. Hoje,
diversos procedimentos sintéticos possibilitam a descoberta de cumarinas com uma
maior diversidade quimica. A capacidade dessas substancias de exercer interagdes
nao covalentes com enzimas e receptores em organismos vivos resulta em uma ampla
gama de atividades e aplicagdes biologicas.

A estrutura quimica das cumarinas € caracterizada pela presenca de um
anel pirano fundido a um anel benzeno, com uma carbonila na pirona. A principal
diferenga entre as diversas cumarinas reside na natureza dos substituintes nos dois
anéis. A 1,2-benzopirona, a forma mais simples da cumarina, possui um hidrogénio

no anel pirano e um grupo hidroxila no anel benzeno (CARNEIRO et al., 2021).
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Figura 5 — Estrutura da cumarina — 1,2 benzopironas

X

O O

Fonte: Wikimedia Commons (2024). Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1873546. Acesso em: 08 abr.
2025.

Analisando os trabalhos de Carneiro et al. (2021) e Franco et al. (2021),
observa-se que os grupos substituintes nas cumarinas geram novas estruturas, as
quais sao responsaveis por determinar suas ag¢des farmacoldgicas e
farmacocinéticas. Esse fato torna o estudo e a utilizacdo das cumarinas de extrema
relevancia no contexto medicinal.

Para este estudo, foi escolhida a cumarina 343 (C343) (2,3,6,7-tetrahidro-
11-oxo0-1H,5H,11H-benzopirano[6,7,8]quinolizina-10-acido carboxilico). Trata-se de
uma sonda fluorescente frequentemente empregada em pesquisas nas areas de
bioquimica e biologia molecular, com énfase na investigacdo das interagdes entre
compostos cumarinicos e proteinas, particularmente na interagdo com a albumina
sérica humana (HSA) (FRANCO et al.,, 2021). A C343 é um cromdforo de alta
intensidade, utilizado em uma ampla gama de aplicagdes, como corantes para laser
e como ferramenta para sondar a dindmica de ambientes em fase condensada, tanto
em solug¢des quanto em sistemas mais complexos, como proteinas e outros sistemas
organizados.

As propriedades que tornam a C343 eficaz para esses propdositos incluem
sua rigidez estrutural, altas taxas radiativas e forte solvatocromismo (GUTIERREZ et
al., 2010).

Portanto, com o intuito de contribuir para futuros estudos farmacoldgicos,
este trabalho fornece informacdes relevantes que podem ampliar a utilizacdo da

C343 no desenvolvimento de novos compostos e terapias.
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Figura 6 — Estrutura da cumarina 343 desprotonada:
a) Estrutura 2D obtida no PubChem e b) Estrutura 3D no software DS.

Fonte: Modificado de PubChem (2025). Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/108770. Acesso em: 8 abr. 2025.
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2 METODOLOGIA

2.1 ESPECTRO DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia € uma das técnicas mais utilizadas
para se estudar as interagdes entre a proteina e o ligante (LAKOWICZ, 2006). A
fluorescéncia ocorre quando uma molécula absorve um féton de luz e, em seguida,
emite um foéton de luz com energia menor. A diferenca de energia entre os dois foétons
€ igual a energia perdida pela molécula no processo de fluorescéncia (LAKOWICZ,
2006).

A fluorescéncia da HSA, é devida ao seu unico residuo de triptofano, Trp-
214, este localizado no DS1, desconsiderando a contribuicao de outros fluoréforos,
como tirosina e fenilalanina. Assim a supressao da fluorescéncia da HSA pode ser
provocada pela desativagdo ocasionada por colisbes entre a proteina e o ligante
(quenching dinamico) ou pela formagao de um complexo HSA-ligante (quenching
estatico) (LAKOWICZ, 2006).

A fluorescéncia observada na BSA se deriva dos seus dois triptofanos,
Trp- 134 e Trp-212 localizados no subdominio IB e IIA respectivamente
(SHAHABADI, N.; HADIDI, 2014). O complexo ligante-proteina forma-se da mesma
maneira que na HSA com supressao da fluorescéncia.

Dos trés fragmentos de triptofano da HSA e BSA, a emiss&o dos residuos
de triptofano da BSA (Trp-134 e Trp-212) e HSA (Trp-214) € a mais significativa em
relacdo aos outros aminoacidos fluoréforos, devido a natureza quimica do
microambiente ao redor desses grupos (SELVARAJ. et al, 2013).

Em comparagdo a outras metodologias, a espectroscopia de
fluorescéncia apresenta vantagem operacional de ser possivel realizar os
experimentos com baixas concentragbes de reagentes o que reduz os custos e
comprova a sensibilidade do método. Assim, uma vez que a substancia exibe um
sinal de fluorescéncia caracteristico, as variagdes neste sinal somente serdo
observadas se alguma transformagdo acontecer na molécula, alterando o seu
decaimento para o estado fundamental (LAKOWICZ, 2006; BERTOZZO, 2021).
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2.2 DETERMINACAO DA CONSTANTE DE ASSOCIAGAO ALBUMINA-PROTEINA

Utilizando os valores dos espectros obtidos na supressao da fluorescéncia
com e sem a presencga do ligante nas proteinas e as concentragdes das proteinas e
ligantes, determinou-se a constante de associagdo, Ka. Todos os valores utilizados
para o calculo do Ka, foram obtidos nas titulagbes de HSA com a C343 com a
finalidade da formagao do complexo HSA-C343. Assim, utilizando a equagéao 1, onde
FO, e F sao, respectivamente, a fluorescéncia na auséncia de proteina, n a relacdo
estequiométrica entre proteina e ligante e a fluorescéncia em uma concentragao

intermediaria de proteina e L a concentragao do ligante.

FO0-F

Log Ka + n.LogL = Log (1)

Os valores das fluorescéncias foram corrigidos devido ao efeito do filtro
interno utilizando a equacao 2, onde Fcorr é a fluorescéncia corrigida, Fobs é a
fluorescéncia observada, Aexc é a absorbancia de excitagcdo e Aem é a absorbancia
de emissdo. O valor de Fcorr obtido, foi determinado utilizando os valores da
absorbancia em 295 nm e em 340 nm, comprimentos de onda atribuidos a absorgao

e emissao de fluorescéncia da HSA, em relacéo ao triptofano (LAKOWICZ, 2006).

(Aexc+ Aem)

Feorr = Fops * 10 2 (2)

2.3 TECNICA DE DICROISMO CIRCULAR ELETRONICO - ECD

A espectroscopia de Dicroismo circular ou ECD (Eletronic Circular
Dichroism), € uma técnica espectroscopica que mede a diferenga na absorgao de luz
polarizada circularmente para a esquerda e para a direita. A luz polarizada
circularmente é composta por duas componentes, uma girando no sentido horario e
outra girando no sentido anti-horario. A ECD é uma técnica sensivel a estrutura e a
configuracéo de moléculas oticamente ativas (BEROVA, et al., 2000).

A proteina albumina sérica humana, HSA, é um composto quiral e
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apresenta um espectro caracteristico de dicroismo, assim, interagbes com ligantes
podem provocar mudangas no espectro de dicroismo da proteina. Este método é
muito sensivel a pequenas mudangas no ambiente, revelando informagdes sobre
alteragdes na estrutura da HSA (PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008; ZHIVKOVA,
ZVETANKA D, 2015). O mesmo se verifica na sensibilidade do método com o uso da
albumina sérica bovina, BSA, que também é quiral.

No ECD, podemos ainda observar o fenébmeno chamado dicroismo circular
induzido (ICD) que ocorre quando ha a indugéo de atividade 6tica de um composto
aquiral (ligante) a partir de sua colocagdo em um meio quiral (molécula indutora de
quiralidade). Esse fenbmeno é observado nos espectros de CD a partir do
aparecimento ou deslocamento de uma banda onde antes da complexagao das duas
unidades nao havia sinal. Quando colocado em um meio quiral, a molécula pode sofrer
desde interagbes com o meio anisotropico ou até mesmo restringir seu grau de
liberdade, entre outros efeitos, e assim apresentar esse novo sinal. Através do ECD
€ possivel se obter parametros termodinamicos de ligagao, informagdes sobre a
estequiometria e o constante de afinidade entre o ligante e a molécula indutora de
sinal.( GAWRONSKI, J, et al, 2003; ALLENMARK, S, 2003: PASTRELLO, B, 2021).

Assim, o ECD, favorece o estudo da interagc&o de ligantes, como farmacos
que podem ou n&o apresentar quiralidade e as proteinas que sao quirais.

Neste trabalho, fizemos uma comparagao preliminar entre a interagéao da
C343 com a HSA e com a BSA, obtendo assim resultados importantes para futuros

estudos, especialmente no uso da BSA como modelo de interagdo para a HSA.

2.4 CALCULOS COMPUTACIONAIS

O estudo computacional € uma € uma metodologia extremamente util e
norteadora em muitos trabalhos, especialmente por podermos simular situagdes e
buscar resultados e hipéteses em relagao aos resultados experimentais. Os estudos
computacionais podem auxiliar na compreensao fisico-quimico da formacgao do
complexo proteina-ligante, desse modo busca elucidar, por exemplo a regido na qual
o ligante esta ligado no sitio da proteina, quais sdo os possiveis aminoacidos que
estejam com intergaindo com o ligante e seus respectivos valores de distanciamento

nas interagoes.
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2.4.1 Docking Molecular

O docking molecular pode ser usado para modelar a interagao entre uma
molécula pequena e uma proteina em nivel atbmico, o que nos permite caracterizar
o comportamento de pequenas moléculas no sitio de ligagédo de proteinas alvo, bem
como elucidar processos bioquimicos fundamentais (MCCONKEY et al., 2002).
Sendo assim uma técnica computacional que permite predizer a orientagdo e a
posicdo de uma molécula, denominada ligante, em relagcdo a outra molécula,
denominada receptor. O objetivo do docking molecular € encontrar a conformagao
do ligante e do receptor que maximiza a interagc&o entre eles (MENG et al., 2011).

As ferramentas de docking utilizadas empregam algoritmos de busca,
como algoritmos genéticos, algoritmos baseados em fragmentos, algoritmos de
Monte Carlo e algoritmos de dindmica molecular. Além disso, existem algumas
ferramentas como AutoDock, GOLD, FlexX e ICM que sao usadas principalmente para
simulagdes de docking (YOGUIM, 2021).

Assim, com o resultado do docking, foi possivel obter as interacbes da
C343 com a HSA e BSA em seus sitios especificos e estimar as energias envolvidas
nestas interagdes, bem como determinar as interagdes hidrofobicas e ligagdes de

hidrogénio com os aminoacidos das cadeias laterais da HSA e BSA.

2.5 ESTUDOS DE DFT

Os estudos de DFT foram introduzidos por Hohenberg e Kohn, onde se
utiliza uma fungao de onda descrita em termos da densidade eletrbnica ao invés de
funcbes de onda individual. O ponto de partida para o seu desenvolvimento foi o
método de Thomas-Fermi, da década de 20. Atualmente, esta teoria é a mais
utilizada, juntamente com seus funcionais de densidade hibridos (que aplicam uma
mistura de funcionais HF e DFT) e dentre os funcionais mais utilizados, encontra-se
o B3LYP (BECKE, 1988), ja que os resultados tedricos obtidos quando do uso deste
aproxima-se mais do experimental.” (LAURENT e JACQUEMIN, 2013).

A DFT surgiu como alternativa aos tradicionais métodos ab initio e semi-
empiricos no estudo de propriedades do estado fundamental de sistemas
moleculares. A grande vantagem desta metodologia sobre os métodos ab initio esta

no ganho da velocidade computacional e espago em memoria. Em contraste com
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outros métodos semi-empiricos o hamiltoniano da DFT é bem definido e suas
caracteristicas ndo sao obscurecidas por frequentes e injustificaveis aproximagdes no
procedimento computacional.

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi usado o funcional B3LYP.
Funcional hibrido que considera 20% do termo de troca HF.

Para otimizagdes e calculos de energia no estado fundamental, a
componente temporal da equagédo de Schrodinger pode ser negligenciada. Porém,
para simulagdes espectroscépicas como na regido do Ultravioleta (UV), Dicroismo
Circular Eletrénico (do inglés Eletronic Circular Dichroism - ECD), espectro de
emissao, entre outros, é necessario que a componente temporal seja incluida. Para
esses casos, portanto, devemos trabalhar com a Teoria do Funcional da Densidade
Dependente do Tempo (Time Dependent Density Functional Theory, em inglés, TD-
DFT). A base das equagbes passa a ser o hamiltoniano com o termo temporal.
Assim, buscamos com os valores obtidos, utilizando este método, correlacionar os
dados experimentais de ECD e energia com os resultados tedéricos envolvendo o

Docking.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a formagao do complexo entre a C343 e as proteinas HSA e BSA,

sob os aspectos teoricos, Docking Molecular e TD-DFT e experimentais de

espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular eletrénico (ECD).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

g9)

Determinar a constante de ligagdo, Ka, da C343 com a HSA e BSA,
utilizando a supressao da fluorescéncia da interagao ligante-proteina;
Determinar a proporcionalidade entre a C343 e a HSA através da
metodologia de Job’s Plot e assim estender a mesma proporg¢ao para a
BSA;

Determinar o sitio de interacéo preferencial da C343 na HSA;
Determinar através de estudos termodinamicos as energias envolvidas
na interacdo da C343 com a HSA,;

Buscar hipoteses e respostas para os resultados experimentais de ECD
obtidos na interacdo da HSA e BSA com a C343;

Correlacionar os resultados tedricos de TD-DFT com os resultados
obtidos experimentalmente, especialmente de ECD;

Nos estudos de Docking molecular confirmar o sitio de interagcao
preferencial da Cumarina com a HSA e com a BSA e as possiveis

interacbes com os aminoacidos das cadeias laterais das proteinas.
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4 MATERIAIS

4.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados nesse trabalho foram: Espectroscopia de
Fluorescéncia (PerKin Elmer LS55), acoplado a um sistema de aquecimento
microprocessador Control MPC (HUBER), balanga analitica (AG245 — Mettler
Toledo), pipetas (LabMate Soft), medidor de pH (300 Digital — Analyser).
Espectrofotdmetro Ultravioleta (Agilent Techonologies Cary 8454), ECD (Jasco J-
815 CD espectrometer), agitador de solugdes (agitador de tubos MA 162 Marconi).

4.2 SOFTWARES

Foram utilizados os seguintes softwares nesse trabalho: Genetic
Optimization for Ligand Docking 2020.3.0 (GOLD), Discovery Studio Visualizer 2021
(DS), OriginPro 8, GraphPad Prism 7, Gaussian 16, Gaussian09, UCSF Chimera

1.17 (Chimera) e Gausview 6.

4.3 SOLUCOES

As solugdes foram preparadas usando a solugcdo tampéo de pH 7,4 de

mono e dihidrogeno fosfato de sodio de 50 mmol.L".

4.3.1 HSA

Foi medido 0,033g de HSA (A3782 — Livre de globulina) dissolvida em 0,5

ml de solugdo tamp&o obtendo uma concentragéo final de 1,0 mmol.L".

4.3.2 BSA

Foi medido 0,033 g de BSA (7030 em Tris) dissolvida em 0,5 ml de solugao

tampao obtendo uma concentragao final de 1,0 mmol.L™".
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4.3.3 Cumarina-343

Foi medido 0,0028g de C343 (Sigma Aldrich 393029) dissolvida em 1,0 ml
de solucdo de DMSO obtendo uma concentragéo final de 10,0 mmol.L™'. E a partir

dessa solucio realizou-se as diluicdes necessarias para cada experimento.

4 .3.4 Varfarina

Foi preparada uma solugédo de Varfarina (Sigma Aldrich) 10 mmol.L",
assim foi medido 3,09 mg e diluido em 1,0 mL de etanol. E, a partir dessa solugao,

realizou- se as diluicbes necessarias para cada experimento.
4.3.5 |Ibuprofeno

Foi preparada uma solugdo de ibuprofeno (Sigma Aldrich) 10 mmol.L,
assim foi medido 2,06 mg e diluido em 1,0 mL de etanol. E, a partir dessa solucgéo,
realizou-se as diluicbes necessarias para cada experimento.
4.3.6 Digitoxina

Foi preparada uma solugdo de digitoxina (Sigma Aldrich) 10 mmol.L",

assim foi medido 7,66 mg e diluido em 1,0 mL de etanol. E, a partir dessa solugéo,

realizou-se as diluicbes necessarias para cada experimento.
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5 PROCEDIMENTO

5.1 VERIFICACAO DA COMPLEXAGCAO ENTRE C343-HSA ATRAVES DA
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A investigacao sobre a afinidade da cumarina 343 pela proteina HSA foi
conduzida por meio de analises no espectro de fluorescéncia.

Inicialmente, foi preparada solugao da proteina com concentragao de 10,0
pmol.L™", a qual foi transferida para uma cubeta de quartzo de 2,0 mL, com caminho
Optico de 10,0 mm. Em seguida, a solugao foi submetida a analise no equipamento
de fluorescéncia para a obtencédo do espectro da proteina, utilizando excitagdo em
295 nm e emissdo em 340 nm, com varredura na faixa de 310 a 450 nm. Apéds a
obtencdo do espectro de fluorescéncia da proteina, foram realizadas adigcbes
sucessivas da solugao de C343 (10,0 mmol.L™") na forma de titulagdo, em volumes
de 0,5 pL, até se atingir uma concentragao final do ligante de 20,0 umol.L™". Cada
adicdo resultava em uma concentracido intermediaria de 2,5 ymol.L™". Apds cada
adicdo, a solucao foi submetida a agitacdo por 2 minutos antes da obtencdo do
espectro de fluorescéncia.

Os espectros de fluorescéncia foram registrados para cada adigdo da
C343, utilizando as mesmas condigdes experimentais aplicadas a solugao da
proteina. O equipamento de fluorescéncia estava acoplado a uma fotomultiplicadora
de 700 V, com um filtro de 8%.

5.2 ESTUDOS TERMODINAMICOS

Os estudos termodinamicos foram realizados por meio da adicao da
solucédo de C343 a solugao de HSA em diferentes temperaturas, com o objetivo de
determinar os valores de entalpia, energia livre de Gibbs e entropia do sistema.

Para isso, uma solugdo de HSA com concentragao de 10,0 ymol.L™" foi
adicionada a uma cubeta de quartzo de 2,0 mL, com caminho o6ptico de 10,0 mm. A
amostra foi entdo submetida a analise no equipamento de fluorescéncia, utilizando
excitacdo em 295 nm, emissao em 340 nm e varredura na faixa de 310 a 450 nm.

ApoOs essa etapa, a mesma cubeta recebeu adicbes sucessivas da

solugéo de cumarina 343 (10,0 mmol.L™") em volumes de 0,5 uL, resultando em uma
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concentracao intermediaria de 2,5 ymol.L™" na solugdo. As adi¢des foram realizadas
até se atingir uma concentragao final de 20,0 ymol.L™ do ligante. Em seguida, as
analises no espectrometro de fluorescéncia foram repetidas, mantendo-se os
parametros utilizados na analise inicial da proteina. O equipamento de fluorescéncia
estava acoplado a uma fotomultiplicadora de 700 V, com um filtro de 8%, e as
solugdes foram agitadas em intervalos de 2 minutos antes de cada medicao.

Os experimentos foram realizados em duas temperaturas diferentes, 20°C
(293 K) e 40°C (313 K), permitindo assim a determinagédo dos valores de entalpia,
energia livre de Gibbs e entropia do sistema.

e Entalpia (AH)

Para determinar o valor de entalpia utilizamos a Equacéao 3, onde o Kindica

a constante de ligagc&o nas duas temperaturas T1 (293K) e T2 (313K) e R € a constante

dos gases em J.mol'. K.

ke _ AH (1 1
lnkl— R (T1 Tz) 3)

e Energia Livre de Gibbs (AG)

A partir dos valores de entalpia nas temperaturas T1 e T2 e seus respectivos

valores de Ka, foi determinada a energia livre de Gibbs utilizando a Equacéo 4.
AG = —RTInk 4)
e Entropia
Com os valores de entalpia, energia livre de Gibbs e as temperaturas T+1 e
T2, foi possivel calcular a entropia do sistema utilizando a Equacéo 5.

AG = AH — TAS (5)

5.3 DETERMINACAO ESTEQUIOMETRICA DE C343 E HSA ATRAVES DO
METODO DE JOB'S PLOT.

Este método foi utilizado para determinar as propor¢des estequiométricas
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da complexagdao entre HSA e C343, resultado que também se estendeu a
complexagao com BSA.

Foram preparadas dez solugcdes contendo C343 e a proteina HSA, com
concentragdes variando de 1 a 10 ymol-L™ para cada uma. No entanto, a soma das
molaridades do ligante e da proteina foi mantida constante em 11 ymol-L™", conforme
demonstrado na Tabela 1.

Observa-se, a partir da Tabela 1, que as concentragdes de C343 e HSA
sao inversamente proporcionais: a medida que a molaridade da C343 aumenta, a da

proteina HSA diminui.

Tabela 1 — Variagado das concentragcdes de C343 e HSA resultando na fragdo molar
final de 11 ymol.L"’

C343 HSA
(pmoI.L'1) (pmoI.L'1)
10 1
9 2
8 3
7 4
6 5
5 6
4 7
3 8
2 9
1 10

Fonte: elaborado pela autora

Em seguida, foram realizadas medidas de fluorescéncia utilizando os
seguintes parametros: excitagdo em 340 nm, emissdo em 480 nm, filtro em 8%,
fotomultiplicadora a 700 V e abertura de fenda de 10 nm.

A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, foi gerado um grafico no
Prisma no qual foram tracadas duas retas e o ponto de interse¢cao dessas retas
corresponde a fracado molar entre C343 e HSA, determinada com base na Equacgao
6.
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X
Xc3a3+ XHgsa

Xc3a3 =
54 DETERMINA(;AO DE SITIO PREFERENCIAL DA C343 NA HSA POR
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Os estudos para determinar o sitio preferencial de maior afinidade da C343
basearam-se na analise dos resultados obtidos por fluorescéncia. Para isso, utilizou-
se a técnica de competigao por sitios, empregando farmacos especificos para cada
um deles. Foram preparadas solu¢des de Varfarina (Sitio | - DS1), Ibuprofeno (Sitio
[I- DS2) e Digitoxina (Sitio Ill - DS3), conforme descrito anteriormente.

Em uma cubeta de quartzo de 10,0 mm de caminho 6ptico de 2,0 mL, foi
adicionada uma solugédo de C343 a 2,5 ymol.L™, e sua fluorescéncia foi medida,
obtendo-se o primeiro espectro. Em seguida, adicionou-se a proteina HSA na mesma
concentracédo (2,5 pmol.L™"), registrando-se assim o0 segundo espectro de
fluorescéncia. Apos a obtencio dos espectros da C343 isolada e do complexo C343-
HSA, foram adicionadas sucessivas aliquotas de 2,5 ymol.L™" do farmaco competidor.
As adigdes prosseguiram até atingir uma molaridade final de 15,0 ymol.L™. Esse
procedimento foi repetido para os trés farmacos testados: varfarina, ibuprofeno e
digitoxina (DS1, DS2 e DS3, respectivamente).

O equipamento de fluorescéncia foi ajustado para uma excitagédo em 340
nm e emissao em 480 nm, com varredura de 400 a 600 nm, intensidade de 8%,

fotomultiplicadora ajustada para 700 V e abertura de fenda de 10 nm.

5.5 ESTUDOS DE DICROISMO CIRCULAR INDUZIDO NA FORMAGCAO DO
COMPLEXO ENTRE A CUMARINA 343 E AS PROTEINAS ALBUMINAS HUMANA
(HSA) E BOVINA (BSA).

Os estudos de Dicroismo Circular Eletrénico (ECD) foram realizados para
investigar o comportamento da C343 na presencga das proteinas HSA e BSA.

Para a analise, foram preparadas solugdes especificas e transferidas para
uma cubeta fechada antes da leitura no equipamento de ECD. As amostras foram
divididas em cinco aliquotas: trés delas contendo solucdes isoladas de C343, HSA e

BSA, e as outras duas correspondendo as misturas de C343 com cada proteina
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(HSA + C343 e BSA + C343).

A partir de uma solugédo estoque de C343 com concentragcao de 10,0
mmol.L™, foram utilizados 6 yL para obter uma solugdo final com concentragdo de
30,0 ymol.L™", que foi empregada nas etapas seguintes do experimento. Para as
proteinas HSA e BSA, partiu-se de solugbes previamente preparadas com
concentragéo de 1,0 mmol.L™", das quais foram retirados 60 uL para obter uma
solucéo final de 30,0 pmol.L™.

Os trés primeiros ensaios foram realizados com as solugdes isoladas de
C343, HSA e BSA, todas com concentracdo de 30,0 ymol.L™". Nos outros dois
ensaios, que investigaram o comportamento das proteinas na presenga da C343,
foram adicionados 60 uL da proteina e 6 uL de C343, deixando-se a solugdo em
repouso por 5 minutos antes da analise.

O procedimento foi realizado em trés temperaturas distintas: 20°C, 30°C
e 40°C. As analises no equipamento de ECD foram conduzidas com uma varredura

de 250 nm a 600 nm e fotomultiplicadora ajustada para 700 nm.

5.6 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking molecular foram conduzidos para investigar a
interacdo da C343 com trés sitios de ligacdo para farmacos na proteina HSA,
localizados nos subdominios IB (DS3), IIA (DS1) e llIA (DS2).

O docking molecular desempenha um papel fundamental na predigdo dos
sitios de maior afinidade, permitindo uma analise detalhada das interagdes
moleculares e contribuindo para a compreensao dos mecanismos de reconhecimento
molecular da C343 na HSA.

Para garantir a eficiéncia do estudo, foram selecionadas duas estruturas
cristalograficas: o PDB 2XWO0 (RYAN, A. et al., 2011), que contém a dansil-L-
fenilalanina nos sitios DS1 e DS2 e apresenta uma resolugédo de 2,40 A, e o PDB
2BX8 (GHUMAN, J. et al., 2005), que possui a azapropazona nos sitios DS1 e DS3,
com uma resolucdo de 2,70 A. Essas estruturas foram analisadas nos softwares
Discovery Studio (DS) e Chimera 1.7.1 para verificar semelhangas estruturais,
garantindo a comparabilidade dos resultados obtidos no docking.

A estrutura da C343 foi modelada no software GaussView 6 e

posteriormente validada no Discovery Studio Visualizer 2021 (DS) para assegurar a
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correta interpretacdo do input antes da execugao dos calculos de docking molecular.
Os estudos de redocking e docking molecular foram realizados no software
GOLD 2022.3.0, utilizando o parametro de pontuagdo chemscore kinase com a

funcao de pontuacado Goldscore, descrita pela Equacéao 7:

Fit function = S (hb_ext) + 1.3750 x S (vdw_ext) + S (int) (7)

Onde S (hb_ext) representa a energia das ligagdes de hidrogénio entre a
proteina e o ligante, S (vdw_ext) corresponde a energia das interacdes do tipo van der
Waals, e S (int) € uma penalizagao para ajustes internos do ligante (JOHNSON et al.,
2010; KOZUCH et al., 2013).

O docking molecular também permitiu a variagdo do raio de estudo do
ligante e, quando necessario, ajustes nos aminoacidos da proteina, incluindo
protonacgao, rotacao e flexibilizagdo das cadeias laterais. Para cada calculo, foram
realizadas 10 corridas, utilizando os parametros chemscore_kinase, com a fungao
de pontuagao GoldScore, variando raio de estudo sobre o ligante, garantindo assim
um conjunto robusto de dados para interpretagao.

A avaliagao dos resultados foi realizada no software DS, inicialmente por
inspecao visual dos conférmeros gerados, correlacionando suas posi¢oes com 0s
valores energéticos obtidos. Em seguida, foram analisadas as interagdes especificas
entre a C343 e os residuos aminoacidos nos sitios estudados.

A importancia do docking molecular neste estudo reside na sua capacidade
de prever interagdes moleculares com um bom nivel de detalhamento, permitindo
ndo apenas identificar os sitios preferenciais de ligagdo, mas também compreender
a estabilidade e os padrdes de interacdo da C343 com a HSA. Estes resultados séo
importantes para o desenvolvimento de novas aplicagbes biotecnolégicas e

farmacoldgicas, auxiliando no planejamento racional de farmacos e biomarcadores.

5.7 ESTUDOS DE DFT PARA C343 NA HSA E NA BSA

Os estudos utilizando a Teoria do Funcional da Densidade Dependente
do Tempo (Time Dependent Density Functional Theory, em inglés, TD-DFT), foram
realizados nos clusters do GridUnesp. Os resultados obtidos a partir dos calculos de

docking molecular serviram como coordenadas cartesianas iniciais para a geragao
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dos inputs necessarios aos calculos de TD-DFT e a obtengéo do ECD tedrico.

Os funcionais empregados foram B3LYP e CAM-B3LYP. O funcional
B3LYP, denominado Becke’s Three-Parameter Exchange Functional (B3LYP), € uma
combinagado empirica de funcionais de troca de Hartree-Fock e DFT, associada ao
funcional de correlagao Lee-Yang-Parr (LYP), desenvolvido por Lee, Yang e Parr. A
correlagao entre esses funcionais resultou no funcional hibrido BALYP (NAKATA, A,
et al, 2006).

A base utilizada neste estudo foi 6-311++G(2d,p). Nessa notagéo, 6-311
indica o uso de seis fungbes gaussianas primitivas e trés conjuntos de fungdes
gaussianas. O primeiro "+" indica a adigao de func¢des difusas aos elementos pesados,
enquanto o segundo "+" representa a inclusdo dessas fungbes aos atomos de
hidrogénio. Ja 2d,p refere-se a polarizagéo: 2d indica a adigao de dois conjuntos de
funcbes polarizadas do tipo d aos atomos pesados, enquanto p representa a
polarizagao do tipo p nos atomos de hidrogénio (PITMAN, S, et al, 2023; MAHAMIYA,
V, et al, 2022).

Os estudos também consideraram variagdes no microambiente, incluindo
a adicao de solventes implicitos e explicitos, além da realizagao de calculos no vacuo.
Os solventes utilizados foram agua, dimetilsulfoxido (DMSOQO), acetonitrila e etanol. No
entanto, os melhores resultados dos espectros de ECD foram observados nas
condicdes sem adicio de solventes.

Além disso, foram realizados estudos com variagcado de diedros na C343,
abrangendo uma varredura de 30° a 360°, com incrementos de 30°. Dessa forma,
obteve-se um total de 12 conformacgdes para cada diedro, que foram posteriormente
calculadas utilizando o mesmo nivel teérico empregado na varredura. Os resultados

obtidos a partir dessas analises permitiram a determinacédo do ECD teorico.
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6.1 AFORMAGAO DO COMPLEXO HSA-C343

39

A C343, quando utilizada como sonda, interage com a proteina HSA,

formando um complexo que se encontra em equilibrio entre suas formas livre e

complexada. Os resultados de fluorescéncia desse complexo estédo representados na

Figura 7.

Observa-se que o0 espectro na coloracdo azulada corresponde ao

experimento realizado na presencga exclusiva da proteina HSA, ou seja, na condig&o

de proteina livre, sem a presencga de C343. Nessa condigdo, o comprimento de onda

maximo de emissao é de 342 nm, caracteristico da HSA, em concordancia com os
estudos de Zhang et al. (2013) e Bijari et al. (2018).

Figura 7 — Espectro da supressao de fluorescéncia da HSA com adigao de
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Ao adicionar aliquotas de 2,5 ymol.L™" de C343, observa-se uma redugao

na intensidade dos espectros de fluorescéncia. Esse fenbmeno ocorre devido a
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supressao de fluorescéncia, que indica a interacdo entre o fluoréforo e o agente
supressor (NETO, 2020), corroborando, assim, com o estudo de Datta e Mintu (2014).

Como esses processos refletem um estado de equilibrio entre as formas
livre e complexada da proteina, a adicao de C343 promove a interagao com a HSA,
resultando na formacédo do complexo. Consequentemente, a quantidade de proteina
livre diminui, o que leva a supressao da intensidade de fluorescéncia.

A fluorescéncia da proteina HSA ¢é influenciada por aminoacidos presentes
em sua estrutura primaria, como triptofano, tirosina e fenilalanina. Quando excitada
na regido de 280 nm até 295 nm, a emissdo de fluorescéncia da cadeia
peptidica ocorre principalmente devido ao triptofano, com pico em 350 nm, sendo
este o fluoréforo predominante. Ja a fenilalanina e a tirosina apresentam baixos
rendimentos quanticos nessa regiao, devido a ionizagéo e aos efeitos de polarizagao
induzidos pelo microambiente ao seu redor (PETERS, 1995; GUIZADO, 2008; AL-
HARTHI, 2019; NETO, et al, 2020).

Apos confirmar a afinidade da cumarina pela proteina, foi possivel calcular
a constante de associacao (Ka) do complexo C343-HSA a partir dos dados de
fluorescéncia obtidos.

Neste trabalho, é apresentado o valor da constante de associagao (Ka)
para o complexo BSA-C343. Esses resultados foram obtidos a partir das analises
realizadas pelo grupo de pesquisa do professor Valdecir Ximenes, utilizando

metodologias similares para ambas as proteinas.

6.2 DETERMINACAO DO KA A PARTIR DA EQUACAO

A determinagao do valor da constante de associagao (Ka) é de grande
relevancia, pois a formacdo do complexo com a proteina HSA esta diretamente
relacionada a distribuigdo, acéo e eliminagdo dos farmacos no organismo humano
(DASGUPTA, 2016; NETO et al., 2020).

A obtencao do valor de Ka foi possivel por meio da equacao 1, derivada de
expressdes matematicas que correlacionam a intensidade de fluorescéncia do
complexo em diferentes concentragdes de ligantes. Essa equag&o baseia-se nos
estudos de Hildebrand e Benesi (1949), Lakowicz (2006), Rawel, Meidtner e Kroll
(2005), Roy (2004) e Zsila, Hazai e Sawyer (2005).

Os valores de Ka foram determinados a partir dos espectros de
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fluorescéncia obtidos no experimento de formacédo do complexo entre a C343 e a
proteina HSA (Secao 4.1). Conforme demonstrado na Figura 7, o pico maximo de
emissao de fluorescéncia ocorre em 342 nm, caracteristica da HSA livre. A partir
dessa informacéo, foi calculada a quantidade de proteina complexada com a C343,
considerando a subtrag&o dos espectros obtidos na presenga do ligante em relagéo
a proteina livre (A = 342 nm). O valor de fluorescéncia resultante dessa analise foi
denominado fluorescéncia observada (Fobs).

Para um melhor resultado, a fluorescéncia observada foi corrigida (Fcorr)
considerando os valores de absorbancia nos estados de excitagdo (Aexc) € emissao
(Aem), de acordo com a Equacgéo 2.

Essa correcdo € necessaria porque o0 espectro de excitagado corrigido
corresponde ao espectro de absorcao, desde que o relaxamento radiativo ocorra a
partir do nivel vibracional fundamental do estado eletrénico excitado (GOES FILHO,
2010).

Apds a determinagao dos valores de fluorescéncia corrigida, foi realizada
a subtragao desses valores em relagdo ao estado inicial e, em seguida, a divisao
pelo valor da fluorescéncia corrigida. Com base nesses resultados, foi gerado um
grafico (Figura 8), permitindo a obtengao da constante de ligagéo, utilizando a Tabela

2. Os resultados gerados partiram de analises feitas em triplicata.



Tabela 2 — Valores obtidos e calculados a 20°C para determinagao da constante de ligacao (Ka).
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Aexc Aem Fobs Fcorr Fo-F (Fo-F)/F Log [(Fo-F)/F] [L] Log [L]
1,90x102 3,94x10°3 56913 5,72x10+* 0,00 0 0 1 0
2,94x102 8,75 x103 46284 4,68 x10+* 10418,67 0,22 -0,65 2 0,30
3,76x102 1,20 x10°3 38302 38834,7 1,83E+04 0,47 -0,32 3 0,47
4,61x102 1,56 x103 32304 32889,35 2,43E+04 0,73 -0,13 4 0,60
5,51x107? 1,94 x103 26684 27285,66 2,99E+04 1,09 0,04 5 0,69
6,31x10%2 2,24 x103 22820 234164 33755,14 1,44 0,15 6 0,77
7,12x102 2,56 x103 19928 20523,99 36647,55 1,78 0,25 7 0,84
8,01x102 2,93 x10°3 17651 182571 38914,44 2,13 0,32 8 0,90
8,84 x102 3,26 x103 15940 16549,63 40621,91 2,45 0,39 9 0,95
9,70 x102 3,63 x10°3 14511 15130,55 42040,98 2,77 0,44 10 1

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 8 — Grafico da regressao linear dos resultados obtidos nos espectros de

fluorescéncia do complexo C343-HSA.
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Coef. Angular 1,194 0,01197
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-1.0- Log [C343]

Fonte: Elaborado pela autora.

Com o auxilio da Figura 8, foi possivel calcular o valor da constante de

associagao (Ka) para a formagéo do complexo C343-HSA.

A partir dos valores do coeficiente linear (-0,6769 * 0,007137) e do

coeficiente angular (1,194 + 0,1197), aplicou-se a equacgado 1 para determinar a

constante de ligagao, resultando em 2,10 x 10° mol-L™".

Como nao ha registros na literatura sobre o valor da constante de ligagao

da C343, realizou-se um levantamento de dados de alguns farmacos e de outras

cumarinas, conforme apresentado na Tabela 3. Assim esse levantamento permitiu

verificar se a ordem de grandeza do valor obtido esta dentro dos padrdes relatados

na literatura. Observa-se que os valores de Ka para diferentes ligantes geralmente

variam entre 10* e 10° mol-L™", o que confirma a coeréncia do valor encontrado para a

C343.
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Tabela 3 — Alguns valores de Ka da formagao do complexo Ligante-HSA.

LIGANTE Ka (mol.L") REFERENCIAS
Varfarina (S) 1,05 x 10° Rimac et al., 2017
Digitoxina 1,5x10° Kragh-Hansen, 1985
Indometacina 1,4 x 10° Rimac et al., 2020
Fenitoina 745 a 2,0 x 10* Chen et al., 2004
Furosemida 4,09 x 10° Zaidi et al., 2013
Diazepam (S) 2,5x 10° Maruyama et al., 1985
Ibuprofeno >2,0x 108 Evoli et al., 2016
Naproxeno 1,2a 1,8 x 108 Lejon et al., 2008
Cumarina 152 1,47 x 10° Yadav et al., 2017
Cumarina 515 2,5x10° Wen et al., 2011
Cumarina 35 4,8 x 10° Wen et al., 2011
Cumarina 466 4,9 x 10° Wen et al., 2011

Fonte: Elaborado pela autora.

A Tabela 3 apresenta os valores de Ka encontrados na literatura,
permitindo verificar que a C343 esta na mesma ordem de grandeza de outras
cumarinas. Isso reforga a consisténcia do valor obtido no experimento, comparado
com os dados disponiveis para outras cumarinas.

Considerando que o calculo da constante de ligacdo auxilia na
compreensao da quantidade de cumarinas interagindo com o receptor, foram
realizados estudos termodinamicos para aprofundar a analise sobre a formacao deste

complexo.

6.3 ESTUDOS TERMODINAMICOS

O estudo dos valores termodinamicos envolve o calculo de parametros que
indicam o comportamento do complexo formado. Para uma analise mais precisa, é
necessario realizar os calculos em diferentes temperaturas, a fim de verificar se ocorre

degradacéao da proteina, o que poderia influenciar na formagao do complexo.
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Para a obtencdo desses resultados, foram utilizadas expressoes
matematicas que determinam os valores de entalpia (AH, Equacgao 3), energia livre de
Gibbs (AG, Equacéo 4) e entropia (AS, Equacéo 5).

As andlises foram realizadas em 293 K (20°C) e 313 K (40°C), conforme
demonstrado na Tabela 4. Esse intervalo de temperatura foi adotado com base nos
limites dentro dos quais a proteina pode sofrer modificagbes estruturais sem, no
entanto, apresentar uma alteragao conformacional permanente (AHMAD et al., 2015;
REZAEI-TAVIRANI et al., 2006).

A interpretacdo dos valores obtidos possibilitara a analise de diferentes
aspectos do sistema em estudo. Primeiramente, sera possivel verificar se ocorre
absorcéao ou liberagéo de energia com base nos valores da entalpia (AH). Em seguida,
os valores de entropia (AS) indicardo se ha um aumento ou uma redugao na desordem
do sistema. Por fim, a analise dos valores da energia livre de Gibbs (AG) permitira
determinar se a formag¢ao do complexo se da de forma espontanea ou n&o espontanea
(FERRIER, 2018).

Além disso, nas mesmas temperaturas, foram determinados os valores das
constantes de ligagédo, permitindo avaliar sua influéncia na formagado do complexo
C343-HSA.

Tabela 4 — Valores de entalpia, entropia e energia livre de Gibbs.

Temperatura Ka AH AG AS
(K) (10° mol.L™") (kJ.mol ") (kJ.mol") (J.mol"".K")
293 2,10 £ 0,04 -16,90 -29,86 +44,23
313 1,35 + 0,06 -16,90 -30,74 +44,22

Fonte: Elaborado pela autora.

Os estudos termodindmicos demonstram que a formagdo do complexo
C343-HSA é um processo exotérmico, conforme evidenciado pelo valor negativo da
entalpia (AH = -16,898 kJ.mol™), indicando a liberagédo de calor durante a interagao.

A energia livre de Gibbs (AG) € um parametro determinante para avaliar a

espontaneidade do processo de complexagao. Os dados apresentados na Tabela 4
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revelam um valor negativo de AG, indicando que a formagao do complexo ocorre de
maneira termodinamicamente favoravel. Ademais, tais resultados sugerem que as
interagdes hidrofébicas desempenham um papel preponderante na estabilizagao do
complexo HSA-C343 devido ao aumento da entropia do sistema, causado pela
liberagdo de moléculas de agua ordenadas ao redor dos grupos apolares durante a
complexacgao.

A variagao da entropia (AS) também constitui um fator essencial na
caracterizagdo da complexagao proteina-ligante. O valor positivo de AS sugere um
aumento na desordem do sistema, contribuindo para a redu¢ao do potencial quimico
e corroborando a espontaneidade do processo.

Adicionalmente, observa-se uma correlagao entre a variagao da entropia e
a temperatura, possivelmente decorrente do rearranjo das moléculas de agua no
processo de solvatagdo da proteina HSA pela C343, o que pode justificar a leve
variagao nos valores de AS.

Com o intuito de avaliar a complexagcao em diferentes temperaturas, foi
determinada a constante de associacdo (Ka) para as condigdes experimentais
adotadas. Observa-se uma redugao nos valores de Ka com o aumento da temperatura
(Tabela 5), sugerindo que a estabilidade do complexo diminui em temperaturas mais

elevadas, tornando sua formacgao termodinamicamente menos favoravel.
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Tabela 5 — Valores de Ka e desvio padrao nas temperaturas de 293K e 313K.

T = 293K T =313K
12 Analise 2,13 x 109 1,41 x 102
22 Andlise 2,15 x 109 1,35 x 102
32 Andlise 2,03 x 10° 1,29 x 102
Ka (mol.L-1 (2,10 £ 0,04) x 10° (1,35 + 0,06) x 10°
Desvio Padrio 0,05 x 10° 0,06 x 10°
R2 0,9992 0,9986

Fonte: Elaborado pela autora.

Os estudos termodindmicos possibilitaram a compreensdo do
comportamento da interagao entre a cumarina e a albumina sérica humana (HSA). A
partir dessas analises, buscou-se identificar o tipo de interacdo predominante entre a
sonda e a proteina, por meio do calculo da constante de Stern-Volmer. Todos os
calculos se basearam na relagc&o estequiométrica entre protéina e ligante com n igual

a 1, sendo assim a proporg¢ao 1:1. Valor este confirmado pelo job’s plot.

6.4 SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA

Os estudos sobre a supressao de fluorescéncia tém sido fundamentais para
a compreensao de fendmenos essenciais e para a obtencao de informagdes sobre
diversos sistemas bioquimicos. Um exemplo disso € a analise das dinamicas de
proteinas em sistemas complexos de macromoléculas (LUIZ, 2009; CHMYROV, 2016;
KOPPAL et al., 2022).
Existem dois tipos de supressdo que exigem o contato direto entre o
fluoréforo e o supressor (LAKOWICZ, 2006, LUIZ, 2009; GENOVESE et al., 2021):
e Quenching estatico: ocorre pela formagdo de um complexo nao

fluorescente no estado fundamental entre o fluoréforo e o supressor.
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e Quenching dinamico (colisional): o supressor se difunde até o fluoréforo
durante o tempo de vida do seu estado excitado, fazendo com que o fluoréforo retorne
ao estado fundamental sem emitir um féton.

Para o quenching dindmico ou estatico, o avalia-se a intensidade de
fluorescéncia, assim descrita pela equagao de Stern-Volmer (KSV), que estabelece a

seguinte relagao:

% =1+ ko.70.[0Q] (8)
Ksy = 70.Kq ®)
%: 1+ K,.[Q1 =1+ Kg.[Q] (10)

O quenching estatico e dindmico podem ser determinados pela relagéo
entre os valores das constantes de ligagao e da temperatura. No quenching estatico
os valores das constantes de ligagao diminuem ao passo que a temperatura aumenta,
isso se deve a reducio na estabilidade do complexo com o aumento da temperatura.
O inverso acontece no quenching dindmico, em que as constantes de ligagao
aumentam conforme ha o aumento da temperatura, devido ao aumento do numero de
colisdes com o aumento da temperatura (BOLATTIN, et al., 2016).

Com base nas informacdes mencionadas anteriormente, foram realizados
estudos para determinar o valor da constante de Stern-Volmer, (Ksv), em duas

temperaturas distintas (293 K e 313 K). Para isso, a partir dos valores de fluorescéncia

Fo—F
F

obtidos experimentalmente, foi construido um gréafico de em funcdo da

concentracao do supressor (|JmoI.L'1 ), conforme ilustrado na Figura 9.
A partir desse grafico, foram determinados os coeficientes linear e angular

para cada temperatura analisada.



Figura 9 — Gréfico das constantes de Stern-Volmer (KSV) em diferentes

FO/F

temperaturas.
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293 K

313K

Equagdo: | Y =0,7623*X -1,155 Y =0,2504*X - 0,1818
RZ: 0,9487 0,9836
Valor Erro Valor Erro
Coef. Linear: -1,155 0,1996 -0,1818 0,04549
Coef. Angular: 0,7623 0,03547 0,2504 0,008084

Fonte

1
4

T
5

: Elaborado pela autora.
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Correlacionando os valores determinados dos coeficientes

lineares

e

angulares com a Equacéo 10, é possivel determinar o valor da constante de supressao

bimolecular (Kq), pois a partir deste dado é possivel averiguar a eficiéncia da

supressao e a acessibilidade do fluoréforo ao supressor (LUIZ, 2009) e também os

valores das constantes de Stern-Volmer (Ksv).

A Tabela 6 apresenta os resultados da constante de Stern-Volmer (Ksv), os

valores da constante de supressdo bimolecular (Kq), e o desvio médio quadratico.

Observa-se que o aumento da temperatura resulta em uma diminuicdo de Ksy

indicando um mecanismo de quenching estatico, caracterizado pela formagao de um

complexo no estado fundamental. Além disso, o valor de Kq, permaneceu acima de 2

x 1010 mol~1.Ls _1, reforcando a natureza estatica do processo. Por fim, o valor de

R2 proximo de 1 sugere a predominancia de um unico tipo de quenching.



50

Tabela 6 — Valores das constantes de Stern-Volmer, constante de supressao

bimolecular e o erro nas medicoes.

Temperatura (K) Ksv (mol~1.L) Kq (mol-1.L.sT)

R2
293 3,09 x 100 3,09 x 1013 0,9903
3,01 x 105 3,01 x 10™ 0,9925
3,05 x 100 3,05 x 1013 0,9926
313 1,57 x 10° 1,57 x 1013 0,9979
1,52 x 10° 1,52 x 1013 0,9986
1,37 x 10° 1,37 x 1013 0,9994

Fonte: Elaborado pela autora.

Com os valores dos eixos da abscissa e da ordenada na Figura 9, é
possivel estimar a constante de ligagcéo e a estequiometria na formagao do complexo

proteina-ligante. Para isso, aplicou-se a funcéo logaritmica aos eixos, resultando em

log (

Fy—F
F

) e log [C343] conforme ilustrado na Figura 10.

Fo—F
F

(azul) e 313 K (vermelho).

Figura 10 — Grafico de log ( ) por log [C343] em diferentes temperaturas: 293 K
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~
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3 Equacgdo: | Y=1,484 * X-0,6679 | Y=1,176*X —0,8095
-0.4- RZ: 0,9900 0,9955
Valor Erro Valor Erro
-0.64 Coef. Linear: | -0,6679 | 0,03864 | -0,8095 | 0,02045
1 Coef. Angular: 1,484 0,05646 1,176 0,02988
-0-8 T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
.0 Log [C343]

Fonte: Elaborado pela autora.



51

As semirretas obtidas na Figura 10 foram utilizadas para determinar os
coeficientes angular e linear, que, por sua vez, foram aplicados a equacao de Stern-
Volmer modificada (Equacao 10). Nessa equacéo, o logaritmo de Ka corresponde ao
coeficiente linear, enquanto o coeficiente angular representa o valor de n (EL
GAMMAL et al., 2022).

Ao aplicar a Equacgao 8 para a temperatura de 293 K, o coeficiente linear

de -0,6679 foi correlacionado com log(Ka), resultando em uma constante de

associacao de 0,2148 mol.L-1. Esse valor esta de acordo com o obtido por meio da
Equacao 1. Quanto ao coeficiente angular, n, obteve-se um valor de 1,484, indicando
qgue a estequiometria na formacgao do complexo C343-HSA, nessa temperatura, € de
aproximadamente 1,5:1.

Para a temperatura de 313 K, observou-se que o aumento da temperatura
reduz a formagao do complexo, sugerindo uma estequiometria de 1:1 entre a proteina

e o ligante. Isso se deve ao fato de que, para essa temperatura, o coeficiente angular
foide 1,176. Além disso, a constante de ligag&o obtida foi 1,551 x 109 mol.L" , um valor

proximo ao reportado na Tabela 4 (1,35 £ 0,06 X 10° moI.L'1), indicando que
temperaturas mais elevadas desfavorecem a formacao do complexo.

Os estudos sobre a formacao do complexo confirmaram que a C343 possui
afinidade com a proteina HSA. Além disso, o processo ocorre de forma espontanea,
libera calor, apresenta uma desordem minima e é caracterizado por um mecanismo
de quenching estatico.

Com base nos resultados obtidos até o momento, foi possivel prever que a
estequiometria da formagao do complexo C343-HSA, a 20°C, é de aproximadamente
1,5:1. Para validar essa informacgao, optou-se pela aplicagdo da metodologia de Job’s
Plot.

6.5 DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA PELO METODO JOB’S PLOT

A metodologia de Job's Plot, utilizada neste estudo para determinar a
estequiometria da interagao entre a C343 e a proteina, segue o principio da variagéao
continua. Nesse método, a concentragdo total de proteina e ligante é mantida
constante, enquanto suas fragdes molares sao ajustadas (HUANG, 1982; OSLON et
al., 2011).
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Assim, foram preparadas 10 amostras, variando a concentragdo de
cumarina 343 de 10a 1 pmoI.L'1 com adigao de solugao de HSA, cuja concentragao
varioude 1a 10 pmoI.L'1, resultando sempre em uma solugéo final com concentragao

de 11 pmoI.L'1 conforme demonstrado na Tabela 1.

As solugdes foram analisadas no espectrémetro de fluorescéncia e, em
seguida, foi plotado um grafico da emissao em fungao da fragdo molar de C343 (Figura
11). No grafico, foram realizadas duas regressdes lineares: uma para os valores

crescentes e outra para os valores decrescentes.

Figura 11 — Grafico de Job’s plot.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A intersecao das semirretas determinou um ponto correspondente a fragao
molar de cumarina 343 de 0,44. A estequiometria da formag¢ao do complexo proteina-
ligante sera calculada com base na proporgdo das fragbes molares nesse ponto
(HUANG, 1982).

Para isso, utilizamos a Equacao 11, que correlaciona a fracdo molar do

ligante com a concentracéo do ligante complexado, dividida pela concentragao inicial

do ligante somada a concentragao da proteina utilizada no experimento (11 pmoI.L'1)
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__G
L C,+Cp

(11)

Sendo: XL = fragdo molar do ligante (cumarina 343)
CL = concentragdo molar do ligante (cumarina 343)

CP = concentragao molar da proteina (HSA)

Os calculos indicam que a afinidade estequiométrica entre C343 e HSA
apresenta uma correspondéncia quantitativa. Assim, sdo necessarios 0,616 mol.L-1 de

proteina para se complexar com 0,484 mol.L-1 de cumarina, 0 que sugere uma
proporcéao de 1:1,27.

Com a estequiometria estabelecida, foi determinado o sitio de afinidade da
cumarina, além de identificar o sitio preferencial, caso existam multiplos locais de
interacdo. Para este estudo, utilizou-se a metodologia de competicdo de sitios,

empregando farmacos especificos para cada sitio de ligagao.

6.6 DETERMINACAO DO SITIO DE LIGACAO NA HSA - METODO DE
COMPETICAO DE SITIOS

A determinacao do sitio preferencial na proteina é crucial para entender o
local da interagao, pois os sitios de ligagao fornecem informagdes importantes sobre
o transporte e metabolismo de moléculas no corpo humano. Esses dados podem
influenciar a farmacocinética e/ou o0 modo de agao das substancias, podendo estar
relacionados ao surgimento de efeitos colaterais indesejados ou a redugao de
toxicidade (GUIZADO, 2008; SANCHES, 2016; YOGUIM, 2021).

Os estudos de competicdo de sitios utilizam farmacos especificos
amplamente conhecidos na literatura. Para este procedimento, foi mantida a
concentragao constante de C343, enquanto as concentracdes de proteina HSA e dos

farmacos foram variaveis.
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6.6.1 Estudos da formacao do complexo proteina-ligante com [HSA] variando e [C343]

constante.

Neste experimento, foi adotado um protocolo variante do descrito na Seg¢ao
4.1, com a modificagdo nas concentracdes do ligante e da proteina. Para a realizagao
do experimento, manteve-se uma concentragao fixa de C343, enquanto a solugao de
HSA foi adicionada de forma titulada.

Na Figura 12, estdo apresentados os espectros de fluorescéncia das
analises das amostras, que foram excitadas a 340 nm, com emissédo a 480 nm, em
uma varredura de 400 a 600 nm. Essa abordagem se justifica pelo fato de a analise
focar no ligante, e ndo na proteina, conforme realizado na Segao 4.1

Os espectros observados apresentam um comportamento semelhante ao
experimento de formagao do complexo, evidenciado pela supressao da fluorescéncia,

0 que indica a interagdo da sonda com a proteina.

Figura 12 — Espectro de fluorescéncia na C343 com a titulagdo de HSA.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Ao analisar os espectros da Figura 12, nota-se que, na proporgao

estequiométrica 1:1 entre proteina e ligante, ocorre um decaimento significativo da

fluorescéncia, como ilustrado na Figura 13. Essa caracteristica é relevante e sera util
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para compreender melhor o comportamento da C343 na proteina HSA, especialmente

na presenca de farmacos.

Figura 13 — Espectros de fluorescéncia de C343 (azul) e do complexo C343+HSA

(vermelho) de mesma concentragdo (10 umol.L").
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Fonte: Elaborado pela autora.

Antes de prosseguir com os experimentos de competicdo de sitios, foi
necessario verificar se os farmacos escolhidos (varfarina, ibuprofeno e digitoxina)
interfeririam nos resultados de fluorescéncia. Para isso, foram realizados protocolos

para investigar essa possibilidade.

6.6.2 Estudo da interferéncia dos farmacos e C343

Nos estudos de competi¢ao de sitios, as amostras foram analisadas em um
espectrofotdbmetro de fluorescéncia com excitacdo a 340 nm, emissado a 480 nm e
varredura no intervalo de 400 a 600 nm. Para garantir a precisao dos resultados, foi
necessario verificar se os farmacos varfarina, ibuprofeno e digitoxina, utilizados neste
estudo, causariam interferéncias na faixa de comprimento de onda entre 400 e 600
nm.

De acordo com a literatura, os farmacos escolhidos ndo apresentam

interferéncia nos estudos de competicao de sitios, conforme indicado na Tabela 7. As
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regides de excitacdo e emissdo dos farmacos complexados a proteina HSA estao
localizadas entre 280 e 372 nm, uma faixa distinta da utilizada nas etapas

subsequentes, relacionadas a formacao do complexo C343-HSA.

Tabela 7 — Valores do comprimento de onda de excitacdo e emissao dos farmacos

varfarina, ibuprofeno e digitoxina.

A Excitagdo 1 Emissao

Referéncia
(hm) (hm)
Varfarina + HSA 320 372 RUSSELL et al., 2016
Ibuprofeno + HSA 280 340 CVIJETC et al., 2014
Digitoxina + HSA 280 340 CVIJETC et al., 2014

Fonte: Elaborado pela autora.

Para cada farmaco, foram realizadas trés analises de fluorescéncia: uma
para a solugcdo de cumarina, outra para a solugao contendo apenas o farmaco, e, por
fim, para a solugdo de cumarina na presenga do farmaco, conforme ilustrado na

Figura 14.

Figura 14 — Espectros de fluorescéncia das analises da interferéncia dos farmacos:

a) varfarina, b) ibuprofeno, c) digitoxina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As analises dos graficos da Figura 14 confirmam as informacgdes obtidas
nos estudos da literatura, reforcando que, na faixa de 400 a 600 nm, os farmacos
utilizados nos estudos de competicao de sitios ndo causam interferéncia.

Os resultados deste estudo foram cruciais para dar continuidade aos
experimentos. Sabendo que a presenga dos farmacos nao afetou os resultados de
fluorescéncia relacionados a formacdo do complexo entre cumarina e HSA, foi

possivel analisar os dados com maior exatidao e preciséo.
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6.6.3 Competicao de sitios

Para determinar o sitio preferencial da C343 na HSA, foi utilizado o método
de competicao de sitios. A metodologia deste experimento inicia-se com a analise de
uma solugdo contendo o ligante e a proteina. Em seguida, essa solu¢do recebe
adigbes graduais dos farmacos especificos para os sitios | (varfarina), 1l (ibuprofeno)
e lll (digitoxina), que funcionam como marcadores dos sitios especificos da proteina
HSA, com base em dados amplamente estabelecidos na literatura.

A esquematizagdo deste procedimento esta ilustrada na Figura 15.
Inicialmente, a proteina HSA livre interage com a C343, também livre, resultando na
formacao do complexo C343-HSA. Esse processo ocorre em um estado de equilibrio,
onde existem tanto ligantes e proteinas livres quanto a C343 interagindo com a HSA.

A seguir, a adicdo do marcador especifico para cada sitio pode ou nao
interferir no processo de complexacdo. No Caminho | da Etapa 3, observa-se uma
competicdo entre o marcador e o ligante pelo sitio, 0 que resulta em uma alteragao
nos espectros de fluorescéncia. No Caminho Il da Etapa 3, por outro lado, o marcador
nao interfere na interagdo entre a cumarina e a proteina, pois se liga a uma regiao

diferente do ligante.

Figura 15 — Mecanismo de competicdo de sitio com os possiveis caminhos, sendo

P = proteina, L = ligante e M = marcador.

-0 @
Q:o-80+09-

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3

Fonte: Elaborado pela autora.
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Assim, a influéncia do farmaco na formacao do complexo sera avaliada com
base no comportamento dos espectros de fluorescéncia em cada etapa do processo,
sendo comparados aos espectros previamente obtidos para a cumarina 343, tanto na

forma livre quanto complexada.

6.6.4 Competicao de sitio utilizando Varfarina

O sitio | da proteina HSA esta localizado no subdominio IlIA. Esse sitio foi
estudado e caracterizado por Sudlow, que o denominou como sitio da varfarina
(CHAVES et al., 2018).

A Figura 16 apresenta os espectros de fluorescéncia do experimento de
competicdo no sitio DS1, utilizando a varfarina. Podemos observar que, ao adicionar
varfarina em uma concentragéo de 2,5 ymol-L™ (coloragao esverdeada), o espectro
de fluorescéncia exibiu um aumento hipercrdbmico em relagdo ao espectro do
complexo C343+HSA.

Figura 16 — Espectros de fluorescéncia da C343 com adi¢des de proteina e

varfarina.
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= 100- — Varfarina 12,5 umol.L™

- — Varfarina 15 umol.L™
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Fonte: Elaborado pela autora.

Esse resultado indica que a presencga da varfarina reduz a concentragao do
complexo C343+HSA, aumentando a quantidade de C343 livre, devido ao equilibrio

do sistema. Assim, podemos afirmar que ha uma competicdo entre a C343 e a
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varfarina pela interagdo com o sitio DS1 da proteina HSA.

Além disso, observamos que o aumento da concentragao de varfarina na
solucao leva a um estado de saturagao, indicando que nem toda a C343 complexada
sera deslocada para a forma livre. Mesmo quando a concentracao de varfarina supera
a de C343, o deslocamento completo do ligante complexado para a forma livre ndo
ocorre.

Diante desse comportamento, podemos sugerir que a C343 possui
afinidade pelo sitio DS1 da proteina HSA. Isso é evidenciado pelo aumento do
espectro de fluorescéncia, que reflete a elevacdo da fracdo de C343 livre e,
consequentemente, a reducido da concentragao do complexo C343-HSA.

6.6.5 Competicao de sitio utilizando Ibuprofeno

Apos a caracterizacdo dos sitios DS1 e DS2 por Sudlow, os estudo de
Ploch-Jdankowska (2021), indica que o ibuprofeno apresenta afinidade pelo sitio DS2,
localizado no subdominio IlIA da proteina HSA. A Figura 17 mostra que a adi¢ao de
ibuprofeno ao complexo C343-HSA resulta em espectros de fluorescéncia
semelhantes aos obtidos no experimento com varfarina, porém com um aumento de

fluorescéncia menos intenso.

Figura 17 — Espectros de Fluorescéncia da C343 com adi¢bes de proteina e

Ibuprofeno.
600+
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© — C343+HSA
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]
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— Ibuprofeno 10 pmoI.L'1
0+ ' T T ' 1 — Ibuprofeno 12,5 umol.L”’
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Comprimento de Onda (nm) — Ibuprofeno 15 pmol.L’

Fonte: Elaborado pela autora.
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Quando o ibuprofeno foi adicionado a solugdo em uma concentracao de 2,5
pmol-L™", observou-se um deslocamento hipercromico no espectro de fluorescéncia
em comparagao ao espectro do complexo, indicando que a presencga do ibuprofeno
reduz a concentragcao da C343 complexada a proteina HSA, aumentando, assim, a
fracdo de C343 livre.

Além disso, verificou-se um estado de saturacdo semelhante ao observado
no experimento com varfarina, sugerindo que, mesmo em altas concentragdes, o
ibuprofeno ndo é capaz de deslocar completamente a C343 complexada para a forma
livre. Observamos também que os espectros apresentam menor desvio em relagao ao
espectro do complexo, indicando que o ibuprofeno promove um deslocamento menos
intenso da C343 da proteina HSA. Assim, esses resultados confirmam que o a C343
também interage com o DS2, o mesmo do ibuprofeno, com menor intensidade.

Portanto, a analise do grafico permite concluir que a presenca de
ibuprofeno desloca o equilibrio quimico para a formagao de C343 e proteina livres,
reduzindo a formacdo do complexo e demonstrando que a cumarina 343 possui

afinidade pelo sitio DS2.

6.6.6 Competicao de sitio utilizando Digitoxina

A digitoxina apresenta afinidade pelo sitio DS3 da proteina HSA, localizado
no subdominio IB. Esse farmaco foi utilizado para investigar se a C343 (C343) interage
com essa regiao.

Na Figura 18, observamos que os espectros de fluorescéncia nao
apresentaram um aumento significativo da emissado ao adicionarmos a digitoxina,

sugerindo uma menor afinidade da C343 por esse sitio.
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Figura 18 — Espectros de fluorescéncia da C343 nas adi¢gbes de proteina e digitoxina

com a imagem do zoom dado no pico do espectro.
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Fonte: Elaborado pela autora.

No entanto, ao ampliarmos a regido correspondente aos pontos maximos
dos espectros, notamos um pequeno aumento na fluorescéncia. Ainda assim, esse
aumento € consideravelmente menor quando comparado aos obtidos nas adigdes de
varfarina e ibuprofeno. Esses resultados indicam que a C343 pode apresentar uma
leve afinidade pelo sitio DS3, embora essa interagao seja menos expressiva.

As analises dos espectros de fluorescéncia indicam que a C343 possui
afinidade pelos sitios DS1 e DS2 da proteina HSA, enquanto sua afinidade pelo sitio
DS3 é menor. No entanto, ao analisar os espectros obtidos com a adigao de varfarina
e ibuprofeno, podemos concluir que a C343 possui um sitio preferencial de interagao,

sendo este o DS1.

6.7 DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular permite a identificacdo da configuragdo absoluta de
moléculas quirais, isto €, a disposi¢ao espacial dos atomos numa molécula e seus
enantidmeros (moléculas nao sobreponiveis) com base no desvio da luz circularmente
polarizada. Quando um ligante se complexa com uma proteina, ele pode adquirir uma
quiralidade induzida pelo ambiente proteico, mesmo que, em sua forma livre, ndo
possua atomos quirais (AUTSCHBACH et al., 2002; SOUZA et al., 2019).
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Essa inducéo é facilmente observada em um espectro de dicroismo circular
(CD) e é denominada quiralidade induzida. Esse efeito pode ser atribuido,
principalmente, a atividade optica da molécula, induzida pela sua inclusdo em uma
cavidade quiral. Esse fendbmeno é frequentemente observado em farmacos que

interagem com proteinas (AUTSCHBACH et al.,, 2002; SOUZA et al.,, 2019;
VASCONCELOS, 2019).

Figura 19 — Estrutura da Cumarina 343 bidimensional.

Fonte: Modificado de PubChem (2025). Disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/108770. Acesso em: 8 abr 2025.

Conforme demonstrado na Figura 19, a C343 ndo é uma molécula
opticamente ativa, uma vez que sua estrutura nao contém carbonos quirais (SOUZA
et al., 2019). Dessa forma, a analise dos espectros da Figura 20 mostra que a C343

ndao apresenta sinal de ECD, o que indica a auséncia de quiralidade, conforme

previsto.

Figura 20 — Espectros de ECD de C343 livre, proteina livre e C343 + proteina:
a) Proteina HSA., b) Proteina BSA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 20a, observamos que o ECD da proteina HSA apresenta duas
bandas associadas ao efeito cotton negativa com intensidades aproximadamente iguais. A
primeira esta localizada em 222 nm, atribuida a transicado n—1* e a segunda, proxima
de 208 nm, relacionada a transicdo T—T* dos grupos amidas (HAVEL, 1995;
MOREIRA, 2016).

Ainda na mesma Figura 20a, ao analisar o espectro referente a presenga
de C343 e HSA, podemos observar a formagao de duas bandas: uma negativa (efeito
cotton) em 419 nm e uma positiva em 466 nm. Esses resultados indicam que o ligante
apresenta afinidade pela proteina estudada.

Nos estudos de dicroismo circular, confirmamos que a C343 apresenta
afinidade pela estrutura da proteina HSA. Contudo, durante o desenvolvimento deste
experimento, surgiu a questao sobre a possibilidade de esse mesmo comportamento
ser observado em outra estrutura proteica, como a BSA. A escolha da BSA baseia-se
no fato de que, na literatura, ha evidéncias que sugerem uma grande semelhanca
estrutural entre a BSA e a HSA. Por essa raz&o, muitos estudos utilizam a BSA como
modelo para a HSA (NETO, 2021).

Na Figura 20b, sdo apresentados os resultados experimentais para o
complexo C343-BSA. Observamos que o comportamento da BSA difere do observado
para a proteina humana (Figura 20a).

O espectro de ECD referente ao complexo C343 + BSA exibe uma banda
de efeito cotton negativa de baixa intensidade, o que sugere que, neste experimento,
nao houve um sinal de ECD significativo.

A analise dos espectros evidencia um forte sinal de interacdo entre a
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proteina HSA e a C343, indicando a formagao de um complexo estavel. Essa diferenca
de sinal entre os complexos HSA-C343 e BSA-C343 sugere que o comportamento de
alguns ligantes na estrutura da HSA do soro humano pode ndo ser analogo ao
comportamento da proteina BSA.

Portanto, os resultados dos ensaios laboratoriais realizados até o momento
indicam que existe interagcao entre a C343 e a proteina HSA, com a formagao do
complexo apresentando afinidade pelos sitios DS1, DS2 e DS3. Também foi
observado que, nos estudos de dicroismo circular induzido (ECD), ha uma grande
diferenca nos espectros da C343 na presenga de HSA em comparacao a BSA.

Dado o interesse e a complexidade desses resultados, foi necessario
aprofundar a compreensao dos mesmos. Para isso, foram empregados recursos
computacionais, como o0 docking molecular e a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT). Com base nesses métodos, foram criados inputs com as coordenadas XYZ e
realizados calculos que resultaram em um ECD da C343 com a HSA muito semelhante
ao observado experimentalmente, o mesmo ocorreu com a BSA e C343, em que o

sinal foi semelhante ao experimental.

6.8 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

Os estudos de docking molecular permitem prever a afinidade de ligagéo
entre ligantes e proteinas receptoras. Essa técnica computacional € amplamente
utilizada na identificagdo de potenciais candidatos a medicamentos, pois prevé a
afinidade de pequenas moléculas por uma proteina ou receptor de interesse (AGU et
al., 2023).

Assim a metodologia de docking pode ser aplicada para identificar e
rastrear dados de pequenas moléculas com potencial afinidade por uma proteina
especifica (AGU et al., 2023). Com base nisso, foram realizados estudos de docking
molecular entre a C343 e as proteinas HSA e BSA.

A estrutura da C343 foi construida no software GaussView 6.0. No entanto,
antes dessa etapa, foi necessario determinar se a estrutura do ligante estava
protonada ou desprotonada. Com o auxilio do site MolGpKa, verificou-se que o valor
de pKa para a hidroxila da carbonila é 1,7, conforme mostrado na Figura 21.

Os parametros adotados nos estudos computacionais tem o intuito de
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refletir as condi¢gdes dos experimentos laboratoriais. Como as solugdes de C343
utilizadas nos experimentos foram preparadas em um pH de 7,0, a estrutura escolhida

para os estudos de docking molecular foi a desprotonada.

Figura 21 — Valor de pKa da estrutura cumarina 343 obtida no site MolGpKa.
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Fonte: Elaborado pela autora

O critério de assemelhar as condigdes laboratoriais adotadas para o ligante
também foi aplicado na selegao das estruturas cristalograficas das proteinas HSA e
BSA. Dessa forma, as estruturas escolhidas no Protein Data Bank deveriam conter
apenas a proteina e o ligante, sem a presenga de outros componentes, como ions,
acidos graxos, metais, entre outros. Assim, as estruturas selecionadas para este
estudo foram 2XWO0 e 2BX8 para a HSA, e 40R0 para a BSA (Figura 22).
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Figura 22 — Estruturas cristalograficas da proteina HSA com os seus respectivos
ligantes obtidas no PDB:
a) 2XWO0 com o ligante dansil-L-fenilalanina, b) 2BX8 com o ligante azapropazona,

c) 40R0 com o ligante naproxeno.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Na Figura 22, observa-se que o PDB 2XWO0 contém o ligante dansil-L-
fenilalanina nos sitios DS1 e DS2, localizados nos subdominios IlA e IlIA da proteina
HSA. Ja o PDB 2BX8 apresenta o ligante azapropazona nos sitios DS3 e DS1,
situados nos subdominios IB e IlIA da mesma proteina. Na BSA, o ligante naproxeno
esta presente nos sitios DS1 e DS2, posicionados nos subdominios II1A e IlIA.

Antes de realizar os estudos de docking molecular, foi necessario verificar

a semelhanca entre as estruturas, a fim de viabilizar analises comparativas entre elas.

6.8.1 Andlise das estruturas cristalograficas da proteina albumina do soro humano,
HSA.

A Raiz Quadrada do Desvio Quadratico Médio (RMSD) é uma das
metodologias mais utilizadas para avaliar a similaridade estrutural entre duas
conformagdes de uma mesma molécula. O calculo envolve duas etapas principais:
alinhamento e superposicao (COUTSIAS et al., 2004; COUTSIAS et al., 2019).

O alinhamento consiste em estabelecer uma correspondéncia um a um
entre atomos equivalentes nas duas conformacdes. Ja a superposi¢cao é determinada
por meio de rotagdes e translacbes da estrutura, de forma a minimizar a soma
ponderada dos quadrados das distancias entre os atomos equivalentes (COUTSIAS
et al., 2004; LIU et al., 2009; LIU et al., 2022; COUTSIAS et al., 2019).

Como a metodologia de RMSD utiliza o mapeamento das estruturas
cristalograficas das proteinas estudadas, o valor obtido representa o percentual de
equivaléncia estrutural. Para que as estruturas sejam consideradas homdélogas, esse
valor deve ser menor ou igual a 3,0 A (KUFAREVA et al., 2012; Sl et al., 2020).

Dessa forma, comparamos as estruturas cristalograficas 2XWO0 e 2BX8
para garantir que os resultados de docking fossem comparaveis. A sobreposi¢cao das
alfas helices foi realizada no software DS, resultando em um RMSD igual a zero, o
que indica total semelhanca entre as estruturas.

Na Figura 23, observa-se que a estrutura 2BX8 (azul) estda completamente
sobreposta a estrutura 2XWO0 (amarelo), confirmando o alto grau de semelhancga entre
os PDBs. No entanto, ao analisar com mais atenc&o, nota-se que, na regidao do
subdominio IA do 2XWO0, ha diferengas na estrutura do carbono-alfa. Além disso, no
subdominio 1lIB, algumas folhas-beta desse PDB ndo estdo sobrepostas a estrutura
do 2BX8.
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Essa analise nao foi necessaria para o docking na BSA, pois foi utilizado

um unico PDB.

Figura 23 — Sobreposi¢céo das estruturas cristalograficas PDB 2XWO0 e 2BX8 da
proteina HSA obtidas no software DS.

s

Fonte: Elaborado pela autora.

Como o valor de RMSD obtido no software DS foi igual a zero, tornou-se
necessario verificar essa informacao. Para isso, utilizamos o software Chimera 1.17.1,
que permite uma analise mais detalhada da comparacao estrutural, especialmente em
relacdo a sequéncia de aminoacidos das estruturas cristalograficas.

Na Figura 24, € possivel observar e comparar as cadeias de aminoacidos
das duas proteinas, confirmando a semelhanca entre as estruturas dos PDBs 2XWO0
e 2BX8. No entanto, identificou-se uma falha estrutural no 2XWO0. Para melhor
visualizacao foi dado um zoom na sobreposi¢cdo dos aminoacidos.

Na estrutura cristalografica do 2XWO0, ha a auséncia dos seguintes
aminoacidos: treonina-79, leucina-80, arginina-81, acido glutamico-82, treonina-83,
tirosina-84, glicina-85, acido glutdmico-86 e metionina-87. Além disso, verificou-se

uma diferenca estrutural nos aminoacidos acido glutdmico-505, treonina-506,
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fenilalanina-507 e treonina-508.

Figura 24 — Fila de aminoacidos das estruturas PDB 2BXE e 2BX8 obtidas no

software Chimera.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apos a confirmagcdo da semelhanca entre os PDBs, estes foram
selecionados para os estudos de docking molecular. O processo foi iniciado com o
redocking, etapa fundamental para validar a escolha das estruturas cristalograficas e

assegurar sua adequagao aos calculos subsequentes de docking molecular.
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6.8.2 Estudos de redocking molecular

Os estudos de redocking tém como objetivo avaliar a preciséo dos calculos
no processo de docking. Esse método de validagdo consiste em recriar a posigao
original do ligante no receptor, permitindo verificar a capacidade do algoritmo de
encontrar uma pose ou conformagao semelhante a experimental (MALEEV et al.,
2022; BASTOS, 2023).

Os resultados dos estudos de redocking para os PDBs 2XWO0, 2BX8 e
40R0 demonstraram que o software GOLD foi eficaz na realocacéo do ligante dentro
da estrutura proteica. Dessa forma, os métodos de validacédo aplicados confirmam a
confiabilidade dos PDBs selecionados, permitindo a continuidade das préximas

etapas do estudo de docking molecular.

6.8.3 Estudos de docking molecular aos sitios especificos na proteina HSA

Os estudos de docking molecular tém como objetivo avaliar e compreender
a interagdo entre um ligante e uma proteina. Dessa forma, é possivel verificar se o
sistema segue o principio da "chave e fechadura" (em que a estrutura conformacional
do receptor/proteina HSA é rigida) ou o modelo "méo e luva" (em que a estrutura
conformacional do receptor/proteina HSA é flexivel) (KOSHLAND, 1958; KOSHLAND,
1995; ZARNECKA et al., 2021).

Nos estudos computacionais, obtém-se informagdes relevantes, como a
compreensao das interagdes entre a estrutura do(s) ligante(s) e os sitios de ligagao
das proteinas, o que é essencial para pesquisas voltadas a descoberta de novos
farmacos (ZARNECKA et al., 2021).

Dessa forma, os estudos de docking molecular foram realizados nos sitios
de interacéo da proteina HSA, conhecidos como DS1 (Sitio da varfarina), DS2 ( sitio

da benzodiazepina) e DS3 (sitio da digitoxina) e para a proteina BSA no DS1.
6.8.4 Docking molecular ao sitio DS1 da proteina HSA
O sitio DS1 esta localizado no subdominio IIA, abrangendo os aminoacidos

desde a serina-192 até o acido glutamico-292 (PETERS, 1995). Em seu interior,

apresenta uma caracteristica hidrofébica, subdividida em trés subcamaras (la, Ib e Ic).
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As subcamaras la e |b sdo separadas pelo aminoacido isoleucina-264, enquanto a
subcamara Ic se projeta a frente do sitio.

Os estudos de docking molecular no sitio DS1 foram realizados com um
raio de 7 A, com o conférmero 1 das estruturas fornecidas pelo docking, permitindo a
flexibilizagdo da cadeia lateral da arginina-218. Como resultado, obteve-se um valor
energético de -69,02 kcal-mol™. Na Figura 25, observa-se que a cumarina 343 esta
localizada préxima a uma das entradas hidrofébicas do sitio, especificamente na
regiao Ic, que contém os aminoacidos fenilalanina-211, triptofano-214, alanina-215,

leucina-238, lisina-199 e arginina-218.

Figura 25 — Conférmero da cumarina 343 obtido no estudo de docking molecular

para o sitio DS1 da HSA com ampliagéo da C343 no sitio.

Fonte: Elaborado pela autora.

As possiveis interagdes da C343 com o sitio DS1 foram analisadas com o
auxilio do software DS. Conforme apresentado na Tabela 8, a cumarina 343

estabelece cinco interagdes do tipo ligacéo de hidrogénio (L.H).
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Tabela 8 - Interagdo da cumarina 343 aos aminoacidos do DS1 da proteina HSA

com os valores da distancia e suas classificagdes.

Distancia (A) Tipo

ARG222 - C343:0 2,66 Ligacao de Hidrogénio
ARG222 - C343:0 2,57 Ligagcao de Hidrogénio
ARG198 - C343:0 3,07 Ligacao de Hidrogénio
ALA291 - C343:0 2,84 Ligacao de Hidrogénio

PHE211 - C343 2,68 Ligacao de Hidrogénio Carbono

TRP214 - C343 4,16 Pi-Alkyl

PHE211 - C343 4,40 Pi-Alkyl

ALA215 - C343 4,67 Pi-Alkyl

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 26 — Possiveis interagdes da Cumarina 343 com a proteina HSA no sitio DS1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com o valor de energia obtido, -69,02 kcal-mol™, aferimos que
a C343 possui alta afinidade pelo sitio DS1, validando os dados experimentais

previamente reportados.

6.8.5 Docking molecular ao sitio DS2 da proteina HSA

O sitio DS2 apresenta similaridade estrutural com o sitio DS1, porém possui
apenas uma regiao polar localizada em uma de suas entradas, abrangendo os
aminoacidos arginina-410, lisina-414 e serina-489. Esse sitio esta situado no
subdominio IlIA da proteina HSA (ABBOUD et al., 2017; AL-HARTHI et al., 2019;
GHUMAN et al., 2005).
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Os resultados do docking molecular indicam que a cumarina 343 também
apresenta afinidade por essa regido, com um valor energético de -53,13 kcal-mol™.
Para esse estudo, utilizou-se um raio de 6 A, permitindo a flexibilizagdo da cadeia
lateral do aminoacido asparagina-391.

Na Figura 27, observa-se que a C343 se posiciona na unica regiao polar

do sitio DS2, com seu grupo carbonila orientado nessa diregao.

Figura 27 — Conférmero da cumarina 343 obtido no estudo de docking molecular ao

sitio DS2 da proteina HSA com ampliagéo da C343 no sitio.

Fonte: Elaborado pela autora.

As possiveis interagdes entre a cumarina 343 e os aminoacidos do sitio
DS2 da HSA foram determinadas por meio do software DS. Conforme apresentado
na Tabela 9.

Os resultados obtidos para esse sitio reafirmam os obtidos
experimentalmente. A primeira observacgao feita é sobre a afinidade da C343 no sitio,
evidenciada pelos estudos de docking molecular, confirmando suas interagbes com
essa regiao da HSA.

A segunda observagcdo diz respeito ao grau de afinidade.
Experimentalmente, por meio de analises de fluorescéncia, verifica-se que a C343

apresenta maior afinidade pelo sitio DS1 em comparagao ao DS2. Essa tendéncia
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também é confirmada pelos valores de energia obtidos nos estudos de docking
molecular, onde o sitio DS1 apresenta um valor energético menor (-69,02 kcal-mol™)
em relagao ao sitio DS2 (-53,13 kcal-mol™), indicando uma interacdo mais estavel no
DS1.

Tabela 9 - Interagdes do conférmero obtido no docking molecular ao sitio DS2 da

proteina HSA.

Distancia (A) Tipo de Ligacéo
ARG410-C343 2,88 Ligacao de Hidrogénio
LYS414 - C343 2,46 Ligacao de Hidrogénio
SER489 - C343 2,33 Ligacao de Hidrogénio Carbono
ILE388 — C343 4,32 Alkyl

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 28 — Possiveis interagées da Cumarina 343 com a proteina HSA no sitio DS2.
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Fonte: elaborado pela autora.

6.8.6 Docking molecular ao sitio DS3 da proteina HSA

O sitio DS3 esta localizado no subdominio IB, que é considerado a terceira
principal regido de ligagao a farmacos da HSA. No entanto, sua importancia geral na
interacdo com ligantes nao havia sido previamente reconhecida (CARTER et al., 1994,
ZSILA, 2013).

Essa regido apresenta uma cavidade em forma de "D" situada no interior

do subdominio, cercada por um aglomerado de quatro hélices. Quando um ligante
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interage com essa area, o sitio de ligagao é fechado pelos aminoacidos tirosina-138 e
tirosina-161 (AL-HARTHI et al., 2019).

Os estudos de docking molecular indicam que a cumarina 343 apresenta
afinidade por essa regido. As analises foram realizadas considerando um raio de 5 A,
sem alteragdes nos aminoacidos da cadeia lateral, resultando em um valor energético
de -48,68 kcal-mol™.

Conforme ilustrado na Figura 29 e detalhado na Tabela 10, a C343 se

posiciona na entrada do sitio.

Figura 29 — Conférmero da cumarina 343 obtida nos estudos de docking molecular
ao sitio DS3 da proteina HSA.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 10 — Interagdes do conférmero obtido no docking molecular ao sitio DS3 da

proteina HSA.

Distancia (A) Tipo de Ligacéo

ARG117 — C343 1,66 Ligagcéo de Hidrogénio
TYR161 - C343 2,66 Ligagcéo de Hidrogénio
ARG186 - C343 2,28 Ligagcao de Hidrogénio Carbono
HIS146 - C343 2,70 Ligagao de Hidrogénio Carbono
ARG186 — C343 4,03 Pi-Alkyl

ARG186 -C343 4,60 Pi-Alkyl

ARG186 -C343 4,48 Pi-Alkyl

ILE142 — C343 4,49 Alkyl

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 30 — Possiveis interagées da cumarina 343 na proteina HSA do sitio DS3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao comparar os valores energéticos dos trés sitios, observa-se uma
pequena diferenga entre os valores energéticos, porém essa diferenga néo é téao
significativa, indicando que a cumarina 343 apresenta afinidade por todas essas
regides. Esse resultado sugere que ndo ha uma regido preferencial para a formagao
do complexo.

No entanto, essa analise contrasta com os resultados experimentais. Uma
possivel explicagdo para essa divergéncia € que, nos estudos de docking molecular,
as analises sao realizadas em sitios especificos, sem considerar possiveis influéncias

el/ou interferéncias na formagao do complexo cumarina-proteina. Por outro lado, nos
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estudos experimentais, os resultados refletem todas as interacbes possiveis da
cumarina 343 nos diversos sitios da proteina HSA, proporcionando uma visao mais

abrangente da afinidade do ligante.

6.8.7 Docking molecular ao sitio DS1 da proteina BSA

Considerando que DS1 da BSA, sitio esta localizado no subdominio IlA, é
o principal responsavel pelo reconhecimento da albumina em diversos ligantes
(ABBOUD et al., 2017 e DATTA et al., 2013), correspondendo ao sitio de ligagcédo da
warfarina na albumina sérica humana (HSA). Neste trabalho foi feito somente o
docking deste sitio de interagao para a proteina BSA.

Os estudos de docking molecular indicam que a C343 apresenta afinidade
por essa regido. As andlises foram realizadas considerando um raio de 7 A, com
flexibilizagdo do aminoacido Arginina-194 na cadeia lateral da proteina, resultando em
um valor energético de -67,22 kcal-mol™. Comparando o valor energético do sitio 1
da BSA com o sitio 1 da HSA (-69,02 kcal-mol™") notamos que os valores energéticos
sdo proximos, indicando, além dos valores do Ka, interagdo da C343 tanto na HSA
como na BSA.

Conforme ilustrado na Figura 30 e detalhado na Tabela 12, a C343 se
posiciona na entrada do sitio e as possiveis interacdes da C343 com o sitio DS1 foram

analisadas com o auxilio do software DS.

Figura 31 — Conférmero da cumarina 343 obtida nos estudos de docking molecular

ao sitio DS3 da proteina HSA com ampliagdo da C343 no sitio.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 11 - Interagdes do conférmero obtido no docking molecular ao sitio DS1 da

proteina BSA.

Distancia (A)

Tipo de Ligagao

ARG194 — C343 1,97 Ligacao de Hidrogénio
ARG194 — C343 1,63 Ligacao de Hidrogénio
ARG198 — C343 2,24 Ligagao de Hidrogénio
LEU197 — C343 2,77 Ligacao de Hidrogénio Carbono
TRP213 — C343 2,19 Ligacao de Hidrogénio Carbono
SER201 - C343 2,22 Ligagcao de Hidrogénio Carbono
TRP213 - C343 4,20 Pi-Pi Stacked

TRP213 — C343 4,34 Pi-Pi Stacked

TRP213 - C343 3,99 Pi-Alkyl

LEU197 — C343 4,02 Alkyl

TRP213 - C343 3,99 Pi-Alkyl

VAL342 — C343 4,68 Pi-Alkyl

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 32 — Possiveis interagdes da cumarina 343 na proteina BSA do sitio DS1.
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6.9 ESTUDOS DE DOCKING E TD-DFT NO ECD DA C343 COM HSA E BSA.

A relagao entre os resultados obtidos por docking molecular e Teoria do
Funcional da Densidade Dependente do Tempo (Time Dependent Density Functional
Theory (TD-DFT) fundamentou todas as analises tedricas realizadas neste estudo.

Essa correlagao aprimorou a comparagao entre os dados tedricos e experimentais,
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conferindo maior robustez as interpretacdes. O estudo iniciou-se com a simulagao de
docking molecular, seguida dos calculos baseados em TD-DFT.

Na etapa de docking molecular, foram obtidos dez conférmeros possiveis,
correspondentes as conformacdes mais estaveis da C343 dentro dos sitios de
interacdo. A selegcdo do conférmero mais representativo foi baseada na analise de
sobreposigao estrutural e na minimizagdo da energia, priorizando aquele que
apresentasse a menor energia e a maior superposi¢gao com os demais.

A partir do conférmero selecionado, foi realizada uma analise detalhada das
interagdes intermoleculares e suas respectivas distancias, identificando as interagdes
mais proximas e intensas entre a C343 e os residuos de aminoacidos presentes na
HSA e na BSA. Com base nesse conférmero, foram extraidas as coordenadas
cartesianas (xyz) necessarias para o calculo do dicroismo circular eletrénico (ECD)
tedrico, utilizando céalculos baseados em TD-DFT.

A execugao dos calculos foi realizada em clusters do GridUnesp, gerando
imagens correspondentes a cada um dos inputs submetidos. Para assegurar a maior
compatibilidade possivel entre os resultados tedricos e experimentais, foi considerada
a influéncia do microambiente da HSA e da BSA. Em particular, a analise da
hidrofobicidade dos sitios de interacdo proteicos permitiu verificar quais residuos de
aminoacidos estavam mais proximos a carbonila da C343 nos resultados de docking.

Desta maneira, iniciou-se os estudos de ECD utilizando a estrutura da
cumarina previamente obtida por meio dos estudos de docking molecular realizados
com a proteina HSA. A partir dessas analises, foi possivel observar que o espectro
calculado de ECD situava-se maijoritariamente em regides fora do espectro visivel,
mesmo apos a implementagado de diferentes metodologias de corregcéo eletronica.
Sendo assim foram testadas distintas abordagens tedricas, incluindo variagdes nos
métodos de funcional da densidade, como o B3LYP e PBE1PBE bem como a
aplicacao de diferentes conjuntos de fungbes de base, tais como 6-311++G(2d,p), 6-
311++G(3df,2p), entre outros. Ainda assim, as alteragdes nao resultaram em um
deslocamento significativo das bandas para a regido do visivel. Um exemplo deste

resultado encontra-se na figura 33.
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Figura 33 — ECD da interagao entre C343 e HSA com funcional PBE1PBE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em virtude do deslocamento do espectro de ECD para regides espectrais
gue nao favorecem a analise experimental e que ndo seguem o padrao das bandas,
foram conduzidos estudos adicionais considerando o efeito de solventes com
diferentes polaridades, tais como agua, etanol, acetonitrila, entre outros. O objetivo foi
avaliar a influéncia do meio sobre o posicionamento das bandas espectrais. No
entanto, mesmo na presenca desses solventes, os espectros calculados mantiveram-
se predominantemente fora da regido do visivel, indicando que a solvatagao, nas
condicbes avaliadas, nao foi suficiente para promover um deslocamento espectral
significativo. Porém €& possivel observar que ha uma similaridade no espectro em
comparacao ao espectro experimental. Um exemplo deste resultado encontra-se na

figura 34.

Figura 34 — ECD da interagao entre C343 e HSA em meio com DMSO.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Considerando que as abordagens anteriores, tanto a modificacdo dos
métodos computacionais quanto a introducao de diferentes solventes, nao resultaram
em um deslocamento significativo do espectro de ECD para a regido do visivel, foi
proposta uma nova estratégia baseada na inclusao de residuos presentes na estrutura

da proteina HSA nos calculos tedricos.
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Assim, incorporou-se a modelagem a presenca do residuo de aminoacido
mais proximo a estrutura da cumarina 343, conforme identificado nos estudos de
interagdo molecular realizados previamente com a proteina HSA. Esses estudos
indicaram que o residuo mais proximo é a Arginina 222, localizada no subdominio II1A
da proteina.

Com base nisso, foram conduzidos novos calculos computacionais
considerando apenas a interacédo entre a cumarina 343 e o residuo de Arginina 222.
Os resultados revelaram um deslocamento consideravel das bandas espectrais para
a regiao do visivel, além de apresentarem um espectro tedrico com alta similaridade
em relagdo ao espectro experimental obtido, sugerindo que a interagdo com este
residuo desempenha um papel crucial na modulagéo das propriedades opticas da

molécula (Figura 35).

Figura 35 — Espectro de ECD da Cumarina 343 sob a presenga do aminoacido
Arginina 222:
a) Espectro tedrico e b) Espectro experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Sendo que o residuo de Arginina 222 se encontra a uma distancia de
2,57 A em relacdo & cumarina 343, na qual representa uma interacéo do tipo ligagéo
de hidrogénio. Adicionalmente, observou-se que o angulo diedro formado entre a
cadeia lateral da arginina e o grupo carbonila da cumarina € de aproximadamente
300°, sugerindo um arranjo espacial favoravel a complexagao entre a cumarina e

proteina (Figura 36).
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Figura 36 — Estrutura da Cumarina 343 obtida nos estudos de docking molecular sob

a presenca da Arginina 222, com indicagao dos valores do diedro e distancia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nos estudos envolvendo a proteina BSA, foram adotados os mesmos
procedimentos metodoldgicos e condigdes computacionais (funcional da densidade
B3LYP e a fungao de base 6-311++G(2d,p)) previamente utilizados para a albumina
sérica humana, a fim de permitir uma comparacéao direta entre os sistemas.

As analises iniciaram-se com a estrutura da cumarina obtida a partir dos
estudos de docking molecular realizados com a BSA, considerando também o residuo
de aminoacido mais proximo ao sitio de interagdo, neste caso a Arginina 194. A
escolha dessa abordagem baseou-se no fato de que a cumarina apresenta afinidade
por regides homologas nas duas proteinas, o que justifica a comparacéo paralela.
Embora os espectros de dicroismo circular eletrénico (ECD) calculados para o sistema
com a BSA tenham se situado na regiao do visivel, verificou-se que o perfil espectral

obtido diverge significativamente do espectro experimental (Figura 37).
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Figura 37 — Espectro de ECD da estrutura da Cumarina 343 obtida nos estudos de

docking molecular sob a presencga do aminoacido Arginina 194 da proteina BSA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observando que os resultados iniciais ndo apresentaram boa concordancia
com os dados experimentais, foi incorporada aos calculos a presenga de solventes
com diferentes polaridades, como agua e acetonitrila, com o objetivo de investigar
possiveis efeitos de solvatagdo sobre o comportamento espectral da cumarina.

A introdugao do meio solvatante resultou em um deslocamento batocrémico
nas bandas do espectro de ECD, o que confirmou a influéncia do ambiente na
complexagao. No entanto, apesar de os espectros permanecerem na regiao do visivel,
observou-se que eles ainda apresentaram divergéncias consideraveis em relagao ao
espectro experimental, indicando que a solvatagao, por si sé, ndo € suficiente para

reproduzir com fidelidade o comportamento espectral (Figura 38).
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Figura 38 — Espectro de ECD da estrutura da Cumarina 343 obtida nos estudos de
docking molecular na presenca do aminoacido Arginina 194 da proteina BSA com a
influéncia de solvente:
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Fonte: Elaborado pela autora.

Considerando que as analises realizadas com a inclusdo do aminoacido
mais proximo a cumarina 343 no sitio de interacdo, bem como a presenca de
solventes, nao foram suficientes para reproduzir adequadamente o espectro
experimental. Desta forma optou-se por investigar o comportamento espectral da
molécula em sua forma isolada. Para isso, foi utilizada a estrutura da cumarina 343
obtida a partir dos estudos de docking molecular realizados com a proteina BSA,
desconsiderando qualquer influéncia do ambiente proteico ou solvatante.

Assim, sob essa nova abordagem simplificada, o espectro tedrico calculado
apresentou uma aproximagao mais satisfatoria ao perfil experimental, tanto em termos

de posicionamento das bandas quanto em relagao a forma geral do espectro.
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Figura 39 — Espectro de ECD da Cumarina 343
a) Espectro tedrico e b) Espectro experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A estrutura da cumarina 343 apresenta uma leve variagdo conformacional
no angulo diedro envolvendo o grupo carbonila quando comparada entre os
complexos com as proteinas HSA e BSA. Especificamente, no complexo com a BSA,
esse diedro assume um valor de aproximadamente 270°, evidenciando uma diferenca
sutii na orientagcdo do grupo funcional. A analise comparativa entre as duas
conformagdes resultou em um valor de desvio quadratico médio (RMSD) de 0.216 A,
indicando uma alta similaridade estrutural entre as conformagdes da cumarina nos
dois ambientes proteicos, apesar das pequenas diferencas locais.

Esse resultado sugere que, no caso da BSA, as interagcdes especificas com
residuos proximos ou efeitos de solvatagdo podem nao contribuir positivamente para
a modulacao do espectro da cumarina, diferentemente do que foi observado para a
HSA, onde a inclusdo do residuo de Arginina 222 foi essencial para reproduzir o
comportamento espectral. Tais diferencas evidenciam que, apesar das similaridades
estruturais entre HSA e BSA, o microambiente de interagcéo, o arranjo espacial dos
residuos vizinhos e a natureza das interagdes moleculares estabelecidas com a
cumarina variam entre as duas proteinas, impactando diretamente nas propriedades
eletrébnicas e Opticas do ligante. Isso ressalta a importédncia de considerar as
particularidades do ambiente ao modelar sistemas complexos, interpretar os
espectros obtidos teoricamente e comparar sistematicamente os resultados dos

complexos formados entre ligantes e as diferentes proteinas.
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7 CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados, pode-se afirmar que a cumarina 343

(C343) apresenta afinidade significativa pela proteina HSA, com uma constante de
associacao (Ka) de 2,10x10° mol-L™". Da mesma forma, a C343 interage com a BSA,

apresentando um valor de 6,5><104 mol-L™". Nota-se que a constante de associagao
da C343 com a HSA é aproximadamente dez vezes maior do que a observada para a
BSA.

A caracterizagao dos sitios de ligacao da sonda C343 na albumina sérica
humana (HSA) indica preferéncia pelo dominio de Sudlow!| (DS1). O complexo
HSA-C343 apresentou a menor energia livre de interagcdo em DS1 (-53,13 kcal mol™),
em relagcdo a DS2 (-48,68 kcalmol™) e DS3. Dessa forma, tanto os ensaios
experimentais quanto as simulag¢des de docking convergem para DS1 como o sitio de
maior afinidade, seguido por DS2.

Para DS3, porém, observa-se uma divergéncia, a fluorescéncia resolvida
experimentalmente revela apenas uma supressao de baixa intensidade — sinal tipico
de interagao fraca — enquanto os calculos de docking atribuem afinidade perceptivel
nesse mesmo local. Essa discrepancia decorre, em parte, da propria natureza das
abordagens, sendo que o docking avalia cada sitio isoladamente e, por meio do
software Discovery Studio, explora um leque completo de conformagdes plausiveis,
ao passo que os experimentos de fluorescéncia refletem o panorama competitivo e
dindmico de ligagbes nos trés sitios simultaneamente. Portanto, os resultados teoricos
representam um potencial maximo de interagdo em condi¢des ideais, ao passo que
os dados experimentais capturam a afinidade efetiva em solugao.

No DS1, os espectros de fluorescéncia revelaram um deslocamento
hipocrémico da C343 na presencga de varfarina, sugerindo que esta desloca a C343
do sitio. Essa afinidade da C343 por DS1 também foi corroborada pelos estudos de
docking molecular, nos quais foi obtido um valor energético de -69,02 kcal-mol™,
reforgando a hipétese de que DS1 ¢é o sitio preferencial de ligagao.

Para os sitios DS2 e DS3, observou-se que a C343 também interage com
a HSA, porém com afinidade significativamente menor em relagdo ao DS1.
Experimentalmente, verificou-se que, na presenca de ibuprofeno, os espectros de

fluorescéncia da C343 apresentaram um deslocamento hipocrobmico menos
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pronunciado, indicando uma menor quantidade de moléculas livres e sugerindo que o
ibuprofeno desloca a C343 de maneira menos eficiente. Ja na adicao e digitoxina ha
uma supressao de fluorescéncia minima, indicando que ha interacdo, porém com
pequena afinidade da C343 a este sitio.

No caso da BSA, ainteracédo da C343 foi analisada exclusivamente no DS1,
pois a literatura indica que esse sitio € um local de interagdo preferencial para
farmacos. A confirmagao da interacao foi obtida por meio do valor de Ka, que esta
dentro da faixa de constantes de associacao de outros farmacos com proteinas. Nos
resultados tedricos foi obtido um valor energético de -67,22 kcal-mol™ para o
complexo BSA-C343.

Para o complexo HSA-C343, foram analisados os parametros
termodinamicos, indicando que o processo de complexagcdo €& espontdneo e
exotérmico, conforme os valores de entalpia e entropia. Além disso, os valores das
constantes de Stern-Volmer (Ksv) e da constante de supressado bimolecular (Kq)
apontam para um mecanismo de quenching estatico.

A determinacdo da estequiometria do complexo HSA-C343 foi realizada
utilizando o método de Job’s Plot, indicando uma proporcao de 1:1 entre HSA e C343,
proporcao também adotada para a BSA. Esses resultados reforgam a forte interacao
da C343 com ambas as proteinas, sugerindo seu potencial como sonda molecular
para a investigacao de interagdes biomoleculares no organismo.

Na determinac&o do dicroismo circular eletrénico (induzido) (ECD), tanto
nos estudos tedricos quanto nos experimentais, observou-se uma similaridade
intrinseca nos resultados para HSA e BSA. Para essa analise, foi fundamental a
investigacao da distribuicdo conformacional dos conférmeros da C343, auxiliando na
interpretacao do sinal observado na complexagao com a HSA e na sua diminui¢ao na
interagdo com a BSA. Para isto foi necessario um estudo computacional deste
conférmeros utilizando docking molecular e a teoria do funcional da densidade (TD-
DFT) nos célculos para gerar o ECD tedrico.

Os resultados experimentais confirmam a interacdo da C343 com ambas
as proteinas. Entretanto, a auséncia de sinal de ECD na complexagcdo com a BSA
sugere que as conformagdes adotadas pela C343 nos sitios de interacdo de cada
proteina diferem significativamente. A andlise detalhada das interagdes
intermoleculares indica que as ligagbes estabelecidas no DS1 da HSA sao distintas

daquelas observadas no DS1 da BSA, refletindo diferencas estruturais e dinamicas
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nos complexos formados.

Portanto, este estudo indica que a utilizagdo da albumina sérica bovina
(BSA) como modelo experimental para a albumina sérica humana (HSA) deve ser
avaliada com maior critério. Embora a BSA e a HSA compartilhem elevada homologia
estrutural e funcional, a analise das interagbes com o ligante C343 evidenciou
diferengas substanciais na formagéo dos complexos moleculares com cada proteina.
Essas discrepancias sugerem que, apesar das semelhangas globais, elas podem
influenciar significativamente o reconhecimento e a estabilidade dos complexos
formados com diversos ligantes. Diante disso, refor¢ca-se a importancia de empregar
abordagens integradas, combinando métodos experimentais e técnicas
computacionais, a fim de obter uma compreensao mais precisa e representativa das

interagdes farmaco-proteinas.
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