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RESUMO

Compostos quimioluminescentes pertencem a um grupo restrito de moléculas que
possuem a capacidade de emitir luz ap6s uma reacdo quimica. Neste campo, destacam-se
aquelas cujo mecanismo para geracdo de estados excitados envolvem a clivagem de
peroxidos ciclicos conhecidos como dioxetanos. Uma destas moléculas é o 3-(2'-
espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano (AMPPD), que devido
a sua estabilidade e disparo controlado de emissao pela enzima fosfatase alcalina (ALP),
é utilizado em larga escala em sistemas automatizados em laboratérios clinicos para
deteccdo de horménio, andlise imunoldgicas entre outras. Em analises deste tipo, o
AMPPD poderia entrar em contato com a albumina de soro humano (HSA), que é proteina
mais abundante do plasma sanguineo. Considerando a alta capacidade de ligacao da HSA,
pode-se esperar sua interacdo com o0 AMPPD, o que poderia interferir nas determinagdes
quimioluminescentes que utilizam o AMPPD. Portanto, este trabalho teve por objetivo
avaliar e elucidar a interacdo entre 0 AMPPD e a proteina HSA e determinar possiveis
efeitos na performance de emissdo de luz na presenca da enzima ALP. Descobriu-se que
a emissédo de luz do sistema AMPPD/ALP e significativamente afetado pela presenca de
HSA, tendo sua emissdo de luz aumentada em cerca de 100 vezes. Este efeito foi
elucidado estudando a eficiéncia de ligacdo entre 0 AMPPD e a HSA que resultou em
uma constante de ligagdo de 1.9x10° M1, Por meio de marcadores de sitio de ligacédo,
verificou-se que a interagdo se da preferencialmente no sitio 1 da HSA. Estudos de
docagem molecular corroboraram este achado. Os estudos indicaram ainda que ap0s
hidrolise pela ALP, o AMPPD desfosforilado se difunde para a HSA, onde encontra um
microambiente que favorece o0 aumento do rendimento quantico de emissdo de
fluorescéncia da espécie gerada pela clivagem do AMPPD (metil-meta-oxibenzoato), o
que explica o efeito da HSA na emissdo de luz. Verificou-se também que a albumina de
soro bovino (BSA) ndo tem a mesma eficiéncia na amplificacdo da emisséo de luz, o que
reforca uma interacdo especifica com a HSA. Estudos realizados na presenca da sonda
fluorescente coumarina-153 evidenciou a transferéncia de energia de ressonancia (RET)
do éster excitado metil-meta-oxibenzoato para a coumarina-153. Este achado reforgcou as
evidéncias de que ambos estavam complexados a HSA. Em conclusao, estes resultados
inéditos sobre o efeito de albumina no sistema AMPPD/ALP poderdo ser Uteis para a
aplicacdo desse sistema quimioluminescente em analises clinicas e para pesquisadores
que trabalham no desenvolvimento de novos sistemas quimioluminescentes.

Palavras-chave: AMPPD, Albumina, Fosfatase Alcalina, Quimioluminescéncia, Docking

Molecular, Fluorescéncia, RET.
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ABSTRACT

Chemiluminescent compounds belong to a restricted group of molecules that can emit
light after a chemical reaction. In this field, those whose mechanism for generating
excited states involves the cleavage of cyclic peroxides known as dioxetanes stand out.
One of these molecules is 3-(2'-spiroadamantyl)-4-methoxy-4-(3"-phosphoryloxy)-
phenyl-1,2-dioxetane (AMPPD), which, due to its stability and controlled emission
triggering by the enzyme alkaline phosphatase (ALP), is widely used in automated
systems in clinical laboratories for hormone detection, immunological analysis, among
others. In analyses of this type, AMPPD could come into contact with human serum
albumin (HSA), which is the most abundant protein in blood plasma. Considering the
high binding capacity of HSA, its interaction with AMPPD can be expected, which could
interfere in chemiluminescent determinations that use AMPPD. Therefore, this work
aimed to evaluate and elucidate the interaction between AMPPD and the HSA protein
and to determine possible effects on the light emission performance in the presence of the
ALP enzyme. It was found that the light emission of the AMPPD/ALP system is
significantly affected by the presence of HSA, with its light emission being increased by
approximately 100 times. This effect was elucidated by studying the binding efficiency
between AMPPD and HSA, which resulted in a binding constant of 1.9x10% M. Through
binding site markers, it was verified that the interaction occurs preferentially at site | of
HSA. Molecular docking studies corroborated this finding. The studies also indicated that
after hydrolysis by ALP, dephosphorylated AMPPD diffuses to HSA, where it encounters
amicroenvironment that favors an increase in the quantum yield of fluorescence emission
of the species generated by AMPPD cleavage (methyl-meta-oxybenzoate), which
explains the effect of HSA on light emission. It was also found that bovine serum albumin
(BSA) does not have the same efficiency in amplifying light emission, reinforcing a
specific interaction with HSA. Studies performed in the presence of the fluorescent probe
coumarin-153 demonstrated resonance energy transfer (RET) from the excited ester
methyl-meta-oxybenzoate to coumarin-153. This finding reinforced the evidence that
both were complexed to HSA. In conclusion, these unprecedented results on the effect of
albumin on the AMPPD/ALP system may be useful for the application of this
chemiluminescent system in clinical analyses and for researchers working on the
development of new chemiluminescent systems.

Keywords: AMPPD, Albumin, Alkaline Phosphatase, Chemiluminescence, Molecular
Docking, Fluorescence, RET.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Decomposicdo térmica do 1,2-dioxetano resultando na formagdo do estado
fundamental e excitado dos fragmentos de formaldeido, adaptado de (GUDEM e
KOWALEWSKI, 2023)....cciiiiiiieieieiites sttt 17

Figura 2. Mecanismo de quimiluminescéncia do AMPPD na presenga do catalizador
fosfatase alcalina (ALP), responsavel pela desfosforilacdo do fluor6foro e subsequente

clivagem do 1,2-dioxietano e decaimento radioativo, adaptado de (YUE e LIU, 2013).

Figura 3. Mecanismo de dois possiveis caminhos para clivagem do AMPPD dentro de
uma cavidade, sitio ativo, de uma macromolécula, apds a sua desfosforilacdo, adaptado
de (YUE € LIU, 2013). .ooiociieieiiseeistee ettt 20

Figura 4. Estrutura tridimensional do ALP humana a partir das coordenadas
cristalogréficas. A estrutura é subdividida em dois dominios, cada qual evidenciado com
uma cor, representados no formato de fitas, cada dominio possui trés &tomos metéalicos,

representados no formato de esferas, dois atomos de zinco e um de magnésio............... 21

Figura 5. Resumo dos sitios ativos da proteina HSA definida por cristalografia, trés
moléculas do farmaco Diflunisal cristalizadas junto a proteina, PDB: 2BXE, e os locais
de interacdo de alguns farmacos em cada dominio da proteina HSA, adaptado de
(GHUMAN, ZUNSZAIN, et al., 2005). .....ccorrieriiriirisnieieeenesesessieieie e 24

Figura 6. - Exemplos de medicamentos com propriedades fluorescentes....................... 25

Figura 7. Fluorescencia observada dentro de uma cubeta em um dos experimentos

realizados em um fluorimetro utilizando moléculas dansiladas............cccocvevevevieeeeeeenenns 26

Figura 8. Representacdo de um espectro de absor¢do e emisséo de fluorescéncia, adaptado
de (LAKOWICZ, 2006).......cucueueririiirisisiereieesisesesissssesesesesessssssasesesessssssssssesesesessssssssssaseses 26

Figura 9. Diagrama de Jablonski representando processos fotofisicos que podem ocorrer

em uma molécula, as transi¢Ges radioativas s@o representadas por linhas retas, e as



transicfes ndo radioativos sdo representadas pelas linhas onduladas, adaptado de
(ERNEST, 2011). coooovieeeeeseoseeesieessissssessssssssessssessssssssssssesssssssssssessssnsssasssnssssnssnssssssens 27

Figura 10. Regra da imagem espelhada e fatores de Franck-Condon, de um espectro de
absorcéo e emisséo de fluorescéncia, adaptado de (LAKOWICZ, 2006). .........cccevee... 28

Figura 11. Diagrama de Jablonski mostrando o quenching colisional, e a transferéncia de
energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET), adaptado de (LAKOWICZ, 2006). . 28

Figura 12. Sobreposicdo dos espectros de emissdo de um fluor6foro doador com o
espectro de absorcéo do aceptor (FRET), adaptado de (LAKOWICZ, 2006). ............... 30

Figura 13. Representacdo das moléculas dansiladas, Dansil-L-Prolina e Dansil-Glutamina

Figura 14. Resumo gréafico da reacdo de clivagem do AMPPD e interacdo com HSA

BIMIEINAO TUZ. .ottt e e e e ettt e e e et e e e st e e e saaeeeeesanteeeesaasseeesaanneeeesannneeeeas 40

Figura 15. Emissao de luz da decomposicdo de AMPPD desencadeada por ALP. 3-metil

benzoato (3-MB) € a espécie gerada no estado excitado [10]......ccccccevereieieriiievicicnenen, 43

Figura 16. Emissdo dependente do tempo da hidrélise de AMPPD catalisada por ALP e
o efeito de HSA. Condicdes experimentais: ALP 50 U/ml, AMPPD 6,25 uM, HSA 5,0
UM, Tris 50 MM, PH 9,0, 37°C. ..ottt 49

Figura 17. Efeito do pH e da natureza do tamp&o na emissdo de luz devido a hidrdlise de
AMPPD catalisada por ALP na presenca de HSA. A) Constituicdo do tampéo (50 mM)
em pH fixo 9,0. B) Emissédo de luz integrada usando tampao Tris (50 mM) epH de 7,0 a
10,0. Condicéo experimental: HSA 5,0 uM, ALP 50 U/mL, AMPPD 6,25 pM, 37 °C. Os

resultados sdo exibidos como a média e o desvio padréo de trés experimentos replicados.

Figura 18. Efeito da concentracdo de AMPPD na emissdo de luz. (A) Presenga e (B)
auséncia de HSA. Condigéo experimental: HSA 5,0 uM, ALP 50 U/mL, Tris 50 mM, pH
0,0, 370 bbbt e bRt ne e b nenne s 51

Figura 19. Efeito de HSA na emissdo de luz devido & hidrélise de AMPPD catalisada por

ALP. A) Emissdo dependente do tempo e B) Emissdo de luz integrada. CondicGes



Xl

experimentais: ALP 50,0 U/ml, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C e HSA

CONTOIME INTICAAD. ..ttt ettt e e e e e et eeee e eessateeeeseanteeeesarreeessaneeeessanreeens 52

Figura 20. Efeito das diferentes albuminas na emissédo de luz devido a hidrdlise de
AMPPD catalisada por ALP. A) Emissdo dependente do tempo e B) Integral da emissao
de luz. Condicdes experimentais: ALP 50,0 U/mL, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH
9,0, 37°C, € albuminas 5,0 M. ......cvoiieiieicesees e 53

Figura 21. Emissdo de luz versus atividade ALP na presenca e auséncia de albumina.
Condicoes experimentais: AMPPD 6,25 puM, Tris 50 mM, pH 9,0, HSA 5,0 uM, BSA 5,0
WL R e SRR 54

Figura 22. O efeito de quenching da BSA na emissdo de luz devido a hidrélise de AMPPD
catalisada por ALP na presenca de HSA. O esquema descreve a proposta para uma
competicdo entre HSA e BSA para o AMPPD desfosforilado. Controle: HSA 5,0 uM,
ALP 100,0 U/ml, AMPPD desfosforilado. Controle: HSA 5,0 uM, ALP 100,0 U/ml,
AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C. ..o 95

Figura 23. Extin¢do da fluorescéncia da albumina devido a complexacdo com AMPPD e
calculo das constantes de Stern-Volmer e de associacdo. (A,B) Espectros de fluorescéncia
da albumina e o efeito de extin¢do devido a adicdo de AMPPD. C) Gréafico de Stern-
Volmer e D) curva isotérmica para calculo das constantes de ligacdo. Veja as Equacdes
1-3 para detalhes. Condi¢cdo experimental: HSA e BSA 5,0 uM, AMPPD conforme
indicado, Tris 50 MM, PH 7,0, 37°C. ..ottt 57

Figura 24. Determinagdo do sitio de ligacdo de AMPPD em HSA. (A, C) Deslocamento
competitivo de dansil-glutamina (DGlu, sitio I) e (B, C) dansil-prolina (DPro, sitio Il) de
HSA. Condicdo experimental: HSA 20 uM, DGIlu 20 puM, DPro 20 uM e AMPPD
conforme indicado, Tris 50 mM, pH 7,0, 37 °C. A excitacéo foi ajustada em 340 nm.. 58

Figura 25. Efeito da varfarina (WAR) e do ibuprofeno (IBP) na quimioluminescéncia
aumentada por HSA de ALP/AMPPD. Controle: HSA 5,0 uM, ALP 100 U/ml, AMPPD
6,25 UM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C. Quando presentes, WAR e IBP eram 250 pM.... 59

Figura 26. Espectros de quimioluminescéncia do sistema AMPPD/ALP/HSA e controles.
Sistema completo: ALP 100 U/ml, HSA 6,25 uM, AMPPD 6,25 puM, Tris 50 mM, pH
0,0, B7°C ittt bbbttt 59



Xl

Figura 27. Evidéncia de RET do éster excitado eletronicamente gerado pela
decomposicdo de AMPPD em corantes fluorescentes. (A) O efeito da adi¢do de C153 (5,0
H1M) ou DCM (5,0 uM) ao sistema de reacdo completo consistiu em ALP 100 U/ml, HSA
6,25 UM, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C. (B,C) Revogacéo da emissdo de

luz devido a falta d0S COMPONENTES. .....c..cevieiiiiicieee e 61

Figura 28. Proposta de caminho para transferéncia de energia de 3 MB para C153 e DCM
dentro do SItIO 1 da HSA. ..ot 62

Figura 29. Efeito do 1,4-dioxano (DIO) na eficiéncia de emisséo de luz. Controle: ALP
100 U/ml, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C e DIO conforme indicado. ... 63

Figura 30. Espectros de fluorescéncia de 3-MB complexado ou ndo com albuminas. 3-
MB (25 puM) dissolvido em Tris 50 mM, pH 9,0, na auséncia ou presenca de HSA ou
BSA (25 M. ..ottt 64

Figura 31. (A) Efeito dependente da concentragdo de HSA na fluorescéncia de 3-MB e
(B) comparagdo com o isdmero 4-MB. 3-MB e 4-MB (25 uM), HSA conforme indicado,
TrIS 50 MM, PH 9,0 1t n e nne s 65

Figura 32. Espectros de absor¢do de HSA, 3-MB e o complexo HSA:3-MB. O inset
mostra o a diferenca do espectro: complexo HSA:3-MB menos HSA isolado + 3-MB.
Condicéo experimental: 3-MB (50 uM), HSA (25 pM), Tris 50 mM, pH 9,0. .............. 65

Figura 33. Docking molecular e espectro simulado por DFT de 3-MB no sitio | de HSA.
A) Pose de energia mais baixa de 3-MB e sua interagcdo com residuos de aminoécidos no
sitio 1. B) Espectros simulados de 3-MB na presenca e auséncia de aminoacidos. A figura
inserida mostra o espectro de diferenga (3-MB+ARG257+TRY150+ILE290) menos 3-

Figura 34. A) representacdo da molécula: acido 5-(2,4-difluorofenil)-2-hidroxi-benzoico;

B) representacdo da molécula do AMPPD. ... 72

Figura 35. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1
da proteina em azul. B) Ampliacdo do sitio 1 com o AMPPD em seu interior, o residuo

de triptofano esta representado N0 formato StICKS. .........cccccovverirereiniiiciescee e, 73



Xl

Figura 36. Detalhe das interagdes entre o AMPPD e os residuos de aminoacidos do sitio
1 da HSA, as linhas tracejadas em verde sdo representacdes das liga¢des de hidrogénio, e

as em lilas representacOes das interagOes apOlares. .......c.ocovveienreenneienseesee s 74

Figura 37. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2

da proteina em verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com 0 AMPPD em seu interior. ........... 75

Figura 38. Detalhe das interacdes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 1 da HSA, as
linhas tracejadas em verde sdo representacdes das ligacdes de hidrogénio, e as em lilas
representacOes das interagdes apolares. A) residuos que fazem ligagcdes de hidrogénio. B)

residuos que fazem interagoes APOIArES. ..........cceeiriririririreee e 76

Figura 39. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1
da proteina em azul. B) Ampliacdo do sitio 1 com o AMPPD desfosforilado em seu

interior, o residuo de triptofano esta representado no formato sticks. .........c.ccoceevrvrienene. 78

Figura 40. Detalhe das interacfes entre o AMPPD desfosforilado e os residuos de
aminoacidos do sitio 1 da HSA, as linhas tracejadas em verde séo representagfes das

ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interacdes apolares................. 78

Figura 41. Detalhe das interagcdes mdaltiplas do residuo LYS199 com o grupo dioxetano,

destacado NO INTEFIOr O CIFCUIO VEIR. ..vveee ettt e e e e e e e e e e e e e seeeeeeeereees 79

Figura 42. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2
da proteina em verde. B) Ampliacdo do sitio 2 com o AMPPD desfosforilado em seu

(1L =] ([0 ] ST 80

Figura 43. Detalhe das interacdes entre o AMPPD desfosforilado e os residuos de
aminoéacidos do sitio 2 da HSA, as linhas tracejadas em verde sdo representacdes das

ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interacdes apolares................. 81

Figura 44. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1

da proteina em azul. B) Ampliacdo do sitio 1 com o0 3-MB em seu interior................... 82

Figura 45. Detalhe das interacdes entre 0 3-MB e o0s residuos de aminoacidos do sitio 1
da HSA, as linhas tracejadas em verde séo representacdes das ligacGes de hidrogénio, e

as em lilas representacdes das interacBes apolares. ........ccccvveveeveiicieciescree e, 83



X1V

Figura 46. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2

da proteina em verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com 0 3-MB em seu interior. ............... 84

Figura 47. Detalhe das interagcGes entre 0 3-MB e os residuos de aminoacidos do sitio 2
da HSA, as linhas tracejadas em verde s&o representacGes das ligacdes de hidrogénio, e

as em lilas representacOes das interagOes apOlares. .........cocovvveienreenneienseeseee s 85

Figura 48. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 1

da proteina em azul. B) Ampliacéo do sitio 1 com o AMPPD em sua borda. ................ 86

Figura 49. Detalhe das interacdes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 1 da BSA, as
linhas tracejadas em verde sdo representacdes das ligacdes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interagdes apolares. A) residuos que fazem ligacdes de hidrogénio. B)

residuos que fazem interagOes apPOIAreS. .......cccvievcieieiecece e 87

Figura 50. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 2

da proteina em verde. B) Ampliacdo do sitio 2 com 0 AMPPD em seu interior. ........... 88

Figura 51. Detalhe das interacdes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 2 da BSA, as
linhas tracejadas em verde sdo representagdes das ligacdes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interagdes apolares. A) residuos que fazem ligacGes de hidrogénio. B)

residuos que fazem iNteragies aPOIArES. ........cccvirieirieiree e 89

Figura 52. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 1

da proteina em azul. B) Ampliagédo do sitio 1 com o AMPPD desfosforilado em sua borda.

Figura 53. Detalhe das interacdes entre o AMPPD desfosforilado e os residuos de
aminoéacidos do sitio 1 da BSA, as linhas tracejadas em verde sdo representacfes das

ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interacdes apolares................. 91

Figura 54. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 2
da proteina em verde. B) Ampliagéo do sitio 2 com o AMPPD desfosforilado fora de seu

OO, ettt et e e e e et e e et e e e e et e e et e et e e et e e et e eaeaeaeeeeareens 92



XV

Figura 55. Detalhe das interacdes entre o AMPPD desfosforilado e os residuos de
aminoéacidos do sitio 2 da BSA, as linhas tracejadas em verde sdo representacdes das

ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interagdes apolares................. 93



XVI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3D — trés dimensodes

3-MB - 3-metil benzoato

4-MB — 4-metil benzoato

ADP - Adenosina Difosfato

ALA - Alanina

ALP — enzima fosfatase alcalina

AMP - Adenosina Monofosfato

AMPPD - 3-(2'-espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano
ARG - arginina

ARG114 — o nimero que aparece na frente da abreviacdo do aminoacido refere-se a
posicdo do residuo desse aminoacido na proteina, esse padrdo se aplica aos demais
residuos apresentados neste trabalho.

ASN - asparagina

ASP - acido Aspartico

ATP - adenosina Trifosfato

BSA — albumina sérica bovina

C153 — cumarina 153

CADD - Computer-Assisted Drug Design

CYS - Cisteina

DCM - 4-(dicianometileno)-2-metil-6-(4-dimetilaminoestiril)-4H-pirano

DFT - teoria funcional da densidade

DGlu — dansil-glutamina

DIO - 1,4-dioxano

DP — dansil-L-prolina

DPro — dansil prolina

DRX — difracéo de raios X

DS - Discovery Studio

DS1 —sitio de ligacdo 1

DS2 —sitio de ligacdo 2

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

F - fluorescéncia na presenca do ligante.



Fo - Fluorescéncia na auséncia do ligante.

Fig. — figura.

FRET - transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia
GLN - glutamina

GLU - acido Glutamico

GLY - glicina

GOLD - Genetic Optimization for Ligand Docking
HIS - histidina

HSA — albumina séria humana

hv450nm — emissdo de onda em 450 nandmetros
hv530nm — emissdo de onda em 530 nandmetros
hv625nm — emissdo de onda em 625 nandmetros
IBP - ibuprofeno

ICT - intramolecular charge transfer

ILE - isoleucina

K1 - Constante de associa¢do da menor temperatura.
K2 - Constante de associagdo da maior temperatura.
K - constante de dissociacéo.

LEU - leucina

LYS - lisina

MET - metionina

MVD - Molegro Virtual Docker

P - concentracdo da proteina.

PDB — protein data bank

PHE - fenilalanina

PP - fosfato Inorganico

PRO - prolina

PSA —albumina sérica suina

Q - concentragéo do ligante.

R - constante universal dos gases.

RET - transferéncia de energia de ressonancia
RMN - ressondncia magnetica nuclear

RSA — albumina sérica cunicular (de coelho)

SER - serina

XVII



XVl

T1 - menor temperatura.

T2 - maior temperatura.

THR - treonina

TRP - triptofano

TYR - tirosina

UV — ultravioleta

UV-Vis — refere-se ao espectrofotémetro com intervalo de medicdo de comprimentos de
onda que vao do visivel ao ultravioleta.
VAL - valina

WAR - varfarina

AG - variagdo da energia livre de Gibbs.
AH - variacdo da entalpia.

AS - variagéo da entropia.

® - Razao da amplitude da fluorescéncia.



XIX

SUMARIO

I [ 0] A oo [1 o= o T OO OSSP U PRSPPI 15
Rl V(oo TagLeT o] v= Vo o I 1o o USSR 17
2.1-QUIMIOIUMINESCENCIA. ... .veeiveeeiiie et et ctee et eetee et eeette e s teeesteeesareeessaeesreeesareeanns 17
2.1.1- AMMPPD ..ttt ettt et e e ate e et beeeaaeeearee s 19
2.2- Fosfatase alcalina — ALP (Alkaline Phenyl Phosphatase)..........ccccccevvevcivecvennennnen. 21
2.3 AIDUMING. ..ottt ettt et sb et sae e 22
2.4- FOTOIUMINESCENCIA. ... eeueeitieteietete ettt sttt ettt esaeens 25
2.4.0- FIUOTESCENCIA ...cuveveeuteeeeete ettt ettt ettt et sbe et e it et eaeenbe e e saeens 25
2.4.2- Quenching da fIUOFESCENCIA.........eeccueiiiiee et 28

2.4.3- Transferéncia de energia por ressonancia, foster ressonance energy trasnsfer
(FRET ) ettt e e e e s s e s e ees e e e e e s see s e s eseeseseesseeseeseee s ses e s eseseesassesraneen 29
2.4.5- FOSTOTESCENCIA. ... .eveeutiriieteeitestt ettt ettt sttt et e 30
2.4.6- Efeito SOIVATOCIOMICO. ....c..eviiiiriieiieieeit ettt 31
2.4.7- Anisotropia da flUOFrESCENCIA.........ccvieiireeciie ettt et e e 31
2.5- AMINOACIAOS AANSTHATOS. ........eoveiiriiriirieeieere e 33
2.6- DOCKING MOIECUIAN.........oeiiieieiee ettt et ettt e s te e e ta e e e beeesneee e 33
KR @] o] 11 (1Y o N 1T - | RSP 38
3.1- ODbjJetivoS ESPECITICOS .. .vierieitie ettt et aaa e 38
O Or=Y o1 (1] [0 I R 2N o 4o o SRS 39
4.1 RESUMO GFAFICO.....uiiiuiiiiieiiectee ettt et ettt et e et esaeeenaeebeesneeenseenes 40
4.2 - RESUMO ...ttt 41
G I 1 a1 (o o 11 o= o SR 42
4.4 - MaLEriaiS € METOTOS .....eeueeieeiieiieiteiteite ettt 45
4.4.1 - Produtos quimiCOS € ProteINAS ........ccueevveeiuieiieeiteeciie et e et see e 45
4.4.2 - Reac0es qUIMIOIUMINESCENTES .......c.covuiiiirieiieie ettt 45
4.4.3 - Espectros de quimioluminescéncia e transferéncia de energia............ccccceeeuee. 46
4.4.4 - Determinacao das constantes de assOCIAGAO. .........couerververiereriiesieieseesee e 46
4.4.5 - Determinacao do Sitio de LigaCa0.........eeruerieriirieniieiesiieieeee et 47
4.4.6 - Simulagdes de Docking MOIECUIAT .........ccerieririiiieiesieeeeee e 47
447 - SIMUIACOES DT ....oeiieiecee ettt et e et e et e e s tae e s nae e esaeeentaeesnseeennees 48
4.5 - ReSUItAA0S € DISCUSSEO ......ccuverieiiiriieieitiere sttt 49
4.5.1 - Efeito da HSA na eficiéncia da quimioluminescéncia...........ceccveveerveeveeernennnenn 49
4.5.2 - OtiIMIZAGAO 0A FBAGAD ...eevveerveeeeeeeteestiesiteeteesteeteesteesseeenteesseesseeeseesseesneeeseenseens 50

4.5.3 - Comparacdo entre albuminas de diferentes organismos..........ccccceeeveevveervennnen. 52



4.5.4 - CompetiCAo: HSA VErSUS BSA .....ouiiiiiieie et 54
4.5.5 - Constantes de associacdo de AMPPD com albuminas...........cccoeevevveeveeneeenen. 56
4.5.6 - Determinacdo de sitios de ligacio preferenciais ..........cocceeeveevercieneeneneenennen. 57
4.5.7 - Espectro de quimioluminescéncia e transferéncia de energia............cccceeuvenne. 59
4.5.8 - Efeito da polaridade do Mei0..........cceveviiriciieiie et 62
4.5.9 - Efeito da ligagdo de HSA nas propriedades fotofisicas das espécies emissivas.63
4.5.10 - Estudo das Espécies Emissivas: 3-MB versus 4-MB..........cccccovvevvieeveernennnen. 64
4.5.11 - SimulagBes COMPULACIONAIS ......cc.verererieeriesieeieeseeeieesteeseeeeeeseeesaeeneeeseeeennens 66
4.8 = CONCIUSAD ..ottt ettt ettt e ae et ae et ae et e et e bt e beeseebeeanan 67
4.7 — RETEIBINCIBS. .c.eeteeieeiteee ettt sttt ettt ettt e b s e e beeaeas 67
5. Capitulo 2 — Estudo de docking MOIECUIAN .............coceeiiiiiiiniiieeeeeee e 72
5.1 — Estudo de interagdes com a proteina HSA. ..o 72
5.1.1 — Interagdes da HSA (sitio 1) com AMPPD........cccccoiimiininieninereeeeee e 72
5.1.2 - Interacdes da HSA (5itio 2) COmM AMPPD .......ccoooiieiiececeeceee e 75
5.1.3 - Interacgdes da HSA (sitio 1) com AMPPD desfosforilado .............cccccceveeieennenns 77
5.1.4 - InteragBes da HSA (sitio 2) com AMPPD desfosforilado ...........ccocveverveiennnnne 80
5.1.5 - InteragBes da HSA (Sitio 1) COM 3-MB.......ccccoviieiiiieieciecieeie e 82
5.1.6 - InteragBes da HSA (Sitio 2) COM 3-MB.......ccccoviieriieieieeieceee e 84
5.2 — Estudo de interacdes com a proteina BSA ........ccoovveievieienecieseee e 86
5.2.1 - InteragBes da BSA (sitio 1) coOmM AMPPD..........ccoeviiieeeiee e 86
5.2.2 - Interacdes da BSA (5itio 2) com AMPPD........ccccoooiiiiecieceeeee e 88
5.2.3 - Interacgdes da BSA (sitio 1) com AMPPD desfosforilado...........c..ccceevveevirennnenns 89
5.2.4 - InteragBes da BSA (sitio 2) com AMPPD desfosforilado..........c.cccoceevveririenncene 92
5.3 = CONCIUSED. ...c..eetieiiitieteett ettt sbe e 95

6 - Referéncias BibliografiCas ..........ccveouiiiiiiciiece e 96



15

1-Introducéo

Ao longo dos anos, muito se vem ampliando a capacidade de deteccdo de
moléculas em concentragcbes muito pequenas através de diversos procedimentos de
separacdo e analise cada dia mais sensiveis e com técnicas mais aprimoradas. No entanto,
quando o objetivo é analisar moléculas especificas em ambientes biol6gicos, o desafio
toma proporcdes muito maiores, devido aos diversos metabdlitos que atuam em conjunto
em concentragfes muito pequenas em ambientes complexos, sendo tipicamente mais
dificil identificar um sinal de uma molécula especifica em meio a vérios “ruidos”.

Uma técnica que se destaca em ambientes desafiadores como estes, justamente
por se basear em uma caracteristica pouco comum se comparado a outros propriedades
espectroscopicas, como a fluorescéncia, € a quimioluminescéncia. Exatamente pelo
motivo de ndo haver muitas moléculas e/ou rea¢fes quimicas que sejam capazes de emitir
luz, esta técnica se destaca devido a alta razdo sinal/ruido, principalmente em um meio
com milhares de interferentes como é o ambiente bioldgico. Baseado nesta premissa,
atualmente vém sendo utilizadas moléculas luminescentes para deteccao e quantificacdo
de metabolitos em ambientes bioldgicos, como é o caso do sangue. Aliado a isso,
aparelhos robotizados baseados em quimioluminescéncia sdo desenvolvidos para
realizacdo desses ensaios com alto desempenho e velocidade, se adequando dessa forma
as demandas dos laboratdrios clinicos.

Em 1988 foi sintetizada uma das moléculas luminescentes mais utilizadas na
atualidade para tais aplicacbes automatizas, o composto dioxetanico estabilizado
conhecido como 3-(2'-espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano
(AMPPD), por possuir alto rendimento quéntico e grande estabilidade, sendo necessario
apenas uma enzima para iniciar a reacao quimioluminescente. Tal molécula luminescente
é utilizada em exames clinicos automatizados quando ha a necessidade de uma alta
precisdo e baixa interferéncia no meio para evitar falsos positivos, como é caso da
deteccdo da enzina poli ADP-ribose polimerase utilizada para mediagéo de transcrigéo e
reparo de DNA de tecido humano mamario. (LIU, LI, etal., 2023).

Outra aplicacdo é uma alternativa para deteccdo de organopesticidas em
substituicdo ao método tradicional de preco elevado e com baixa especificidade que se

baseia na inibicdo destes pesticidas na presenca da acetilcolinesterase, a utilizagdo do
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AMPPD permite a detecgdo através de quimiluminescéncia e com alta exatiddo e
seletividade (CHANG, YU, et al., 2023).

O AMPPD também é utilizado como biomarcador de células cancerosas, devido
a presenca nestas células da enzima ALP, que inicia o processo de emissdo luminescente,
marcando as células atingidas pela doenca (FAN, LI, et al., 2021).

A enzima ALP mencionada pertence ao grupo das hidrolases, denominada de
fosfatase alcalina, ela atua clivando grupos fosfato de diversos tipos de moléculas, é
encontrada em diversos tecidos humanos fazendo diversas funcGes de transporte ativo de
grupos fosfato até a defesa contra moléculas toxicas ao organismo. Hoje vem sendo
bastante utilizada em andlises imunoenzimaticas.

Quando falamos de anélises do sangue, devemos levar em consideragdo a proteina
mais abundante do plasma humano, a albumina sérica humana, HSA, ela representa 60%
das proteinas do plasma humano, atua regulando o pH e pressdo osmética do sangue,
possuindo como principal fungdo o transporte de substancias enddgenas e exogenas,
como farmacos, mas também impedindo que substancias potencialmente toxicas ao
organismo tenha sua acdo mitigada, sendo assim o principal agente antioxidante do
sangue.

Considerando as fungdes fisiologicas da HSA, ndo seria absurdo imaginar que o
AMPPD poderia se ligar a mesma e de alguma forma afetar a sua capacidade de emisséo
de luz. Isto pode ser relevante, pois sendo utilizado para detec¢do de bioanalitos em meios
complexos, particularmente na presenca de plasma sanguineo, tal interacdo poderia
alterar sua sensibilidade e seletividade.

Considerando o exposto, este trabalho foi desenvolvido buscando avaliar a
possivel interacdo entre a proteina HSA e a sonda quimioluminescente AMPPD e as
consequéncias que tal interagdo poderia causar na performance de emissdo de luz.
Descobrimos que de fato ocorre interagdo e ainda mais relevante foi constatar que a
presenca de HSA provoca um aumento significativo no rendimento quantico de emissdo
do AMPPD devido a interacdo e estabilizacdo do produto excitado pela proteina HSA.
Baseado nestes achados, todo o trabalho foi conduzido no sentido de esclarecer este

fendmeno, o qual nunca foi descrito na literatura cientifica.
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2- Fundamentacao Tedrica

2.1-Quimioluminescéncia

Na natureza existem diversos fenémenos quimioluminescentes, sendo que a maior
parte deles ocorre principalmente em espécies marinhas, como em A&guas-vivas,
crustaceos, estrelas-do-mar e algas; em ambientes terrestres a espécie mais conhecida a
utilizar o fenbmeno é o vagalume, e larvas de alguns insetos. Os fenémenos
bioluminescentes envolvem enzimas, como é o caso da luciferase nos vagalumes, e
substratos conhecidos como luciferinas. Estas reacBes levam a intermediarios que
possuem o perdxido ciclico conhecido como anel 1,2-dioxetanico como fonte de geragédo
de energia para a geracao de estados eletronicamente excitados. A decomposic¢édo dos 1,2-
dioxetanos leva a formacao de fragmentos carbonilicos em estado excitado, dentro do
sitio ativo da enzima, emitindo luz ao decair ao estado fundamental (GUDEM e
KOWALEWSKI, 2023), conforme fig. 1.

0—0 A 0 w0 o 0 0
] = L J— L] e
T H H
R1/H H\Rz R1/ \Rz R1/ \R2
Dioxetano

Figura 1. Decomposicdo térmica do 1,2-dioxetano resultando na formagdo do estado fundamental e
excitado dos fragmentos de formaldeido, adaptado de (GUDEM e KOWALEWSKI, 2023).

Inimeras sondas bioluminescentes e quimioluminescentes possuem esta formacéo
1,2-dioxetano e consequentemente 0 mecanismo de emissdo de luz é praticamente o
mesmo, porém na maior parte das reacdes quimioluminescentes é utilizado um oxidante
forte para geracdo dos intermediarios 1,2-dioxetanos como H,O, (HUANG e PU, 2020),
jaem reacOes bioluminescentes é mais comum a presenca de Oz, sendo o ATP a fonte de
energia (QUAN, MAO, et al., 2022).

Comparando fendmenos luminescentes, frequentemente é observado maior
rendimento quantico em ambientes biolégicos, como € o caso dos vagalumes, e por ser o
fendmeno natural, também é extensivamente estudado na literatura. Desse modo, a
interacdo das moléculas luminescentes em cavidades de sitios ativos de proteinas e

enzimas € uma alternativa para controlar as reacGes luminescentes, tal fendmeno de
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“polaritonic chemistry” vem sendo estudado de diversas vertentes para compreender seu
mecanismo de funcionamento (GUDEM e KOWALEWSKI, 2023).

Um processo luminescente que muitas vezes se confunde com
quimioluminescéncia e a fluorescéncia, que por sua abrangéncia é até mais utilizada se
comparada a quimioluminescéncia. No entanto, hd uma diferenca fundamental, pois a
fluorescéncia é um processo fisico onde ndo ha intermediacdo de reacGes quimicas para
geracdo de estados excitados. A excitacado é realizada por uma fonte de radiacdo (lampada,
laser).

Embora com maior abrangéncia de uso, as técnicas baseadas em fluorescéncia ndo
alcangam a mesma sensibilidade de uma técnica quimioluminescente. Em meios
biolégicos, a fluorescéncia pode ser insuficiente para distinguir o sinal do ruido, pois
moléculas fluorescentes podem interagir com outras moléculas do meio, suprimindo o
sinal, dificultando ou mascarando os resultados em anlises in situ. Devido a natureza da
técnica, amostras quimioluminescentes sao mais sensiveis de serem detectadas, pois ndo
dependem de uma fonte de excitacdo externa, e ndo existe uma supressdo da
luminescéncia como é o caso da fluorescéncia que pode possuir efeito de filtro interno,
desta forma possibilitam a quantificacdo de amostras de concentragdo muito menores que
as demais técnicas luminescentes. A quimioluminescéncia tem vantagem no campo de
imagem de penetracdo profunda da pele porque ndo requer luz de excitacdo externa e
pode ser realizada in situ no animal (BAOQU, TIAN, et al., 2023).

A quimioluminescéncia vem sendo bastante utilizada em ensaios imunoldgicos,
incluindo diagndstico de doencas, monitoramento do ambiente e seguranca de farmacos.
Devido a sensibilidade da técnica, uma variedade de estudos cinéticos e a utilizacdo de
apenas um aparelho de medida (OUYANG, XIAN, et al., 2021), a técnica de
luminescéncia é capaz de detectar quantidades baixissimas de proteina. Por exemplo,
1000 moléculas da enzima de clivagem como fosfatase alcalina (catalizador do processo)
pode ser detectada. Desta forma, esta técnica vem sendo desenvolvida para detectar
concentragfes muito pequenas de DNA (GILLESPIE e HUDSPETH, 1991).
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2.1.1- AMPPD

Como ja dito, moléculas que possuem 1,2-dioxetanos em sua estrutura Sao
importantes moléculas luminescentes, sua termolise gera produtos de carbonila no estado
excitado, e seu decaimento emite luz, porém na maior parte das vezes seu tempo de vida
¢ muito limitado, dificultando sua aplicabilidade. Neste sentido, foi sintetizado o
composto  3-(2'-espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetane  ou
AMPPD, uma molécula quimioluminescente, bastante estavel e que dificilmente se
decompbe em baixas temperaturas no estado sélido. Na auséncia de enzimas, 0 AMPPD
se decompBe muito lentamente, porém na presenca da enzima fosfatase alcalina sua
decomposi¢do ocorre rapidamente emitindo luz visivel com alta eficiéncia em apenas
quimioexcitagdo singlete (YUE e LIU, 2013).

O interessante da utilizagdo do AMPPD em ambientes biologicos é a eliminagéo
da necessidade de irradiar amostras bioldgicas, o que pode causar alteracdo em
biomoléculas sensiveis a luz, além de possuir elevado nivel de sinal em comparagdo ao
ruido, alta taxa de transferéncia, e nenhuma interferéncia por luz espalhada, atuando como
um substrato quimioluminescente ideal, juntamente com a alta eficiéncia da enzima
fosfatase alcalina, que atua desfosforilando o AMPPD, sendo chamada essa unido de
ALP-AMPPD. Comparando com o sistema quimioluminescente tradicional,
hemina/luminol/H202, 0 ALP-AMPPD possui maior sinal de saida, longo tempo de
luminescéncia, facil operacgdo, facilita a preparacdo da amostra, mais sensivel e estavel
em relacdo a sonda tradicional (LIU, LI, et al., 2023).

O processo de emissdo de luz do AMPPD ocorre em trés etapas: a primeira é a
hidrolise do AMPPD catalisada pela enzima fosfatase alcalina (ALP), formando um
intermediario muito instavel; na segunda etapa, a molécula se decompde rapidamente em
uma molécula parte no estado fundamental e parte no estado excitado, o anion metil-m-
oxibenzoato, e outra no estado fundamental, adamantanona; na terceira etapa, a molécula

excitada emite luz (Fig. 2).
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Figura 2. Mecanismo de quimiluminescéncia do AMPPD na presenca do catalizador fosfatase alcalina
(ALP), responsavel pela desfosforilagdo do fluordforo e subsequente clivagem do 1,2-dioxietano e
decaimento radioativo, adaptado de (YUE e LIU, 2013).

O mecanismo de quimiexcitacdo envolve uma reacao intramolecular mediada por
uma transferéncia interna de elétrons a ligagdo peroxido, a qual leva a decomposi¢édo do
anel dioxetanico e formacao do éster (metil-m-oxibenzoato) em estado excitado singlete
(Fig. 3). Estudos demonstraram maior eficiéncia luminescente ao meta-AMPPD
comparado ao para-AMPPD (YUE e LIU, 2013).

Atualmente, o AMPPD ¢ o principal substrato quimioluminescente comercial
utilizado em kits de medida de equipamentos automatizados de andlises
imunoabsorventes enzimaticas como o Immulite® (ELISAs) (KANEGAE, XIMENES,
etal., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de dois possiveis caminhos para clivagem do AMPPD dentro de uma cavidade, sitio
ativo, de uma macromolécula, ap6s a sua desfosforilacéo, adaptado de (YUE e LI1U, 2013).
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2.2- Fosfatase alcalina — ALP (Alkaline Phenyl Phosphatase)

A fosfatase alcalina € amplamente encontrada na natureza, da bactéria ao homem,
é uma enzima do grupo das hidrolases que catalisam a hidrélise de monoésteres de acido
fosforico e transfosforilacdo na presenca de grandes concentracGes de aceptores de
fosfato. A ALP aparentemente esta envolvida no metabolismo dos nucleotideos, ATP,
ADP, AMP e PP, exemplos importantes de substratos onde ela atua.

A estrutura geral desta enzima € um dimero, e cada monémero contém 484
residuos de aminodacidos, quatro &tomos de metal e um ion fosfato. Cada sitio ativo possui
trés ions metalicos, dois ions zinco e um de magnésio, necessarios para a atividade
enzimatica, fig. 4 (MILLAN, 2006).

Figura 4. Estrutura tridimensional do ALP humana a partir das coordenadas cristalograficas. A estrutura é
subdividida em dois dominios, cada qual evidenciado com uma cor, representados no formato de fitas, cada
dominio possui trés atomos metélicos, representados no formato de esferas, dois atomos de zinco e um de
magnésio.

A fosfatase alcalina também atua no transporte ativo de fosfato, absorcéo de
nutrientes através da membrana plasmatica e transporte de glucose e &cidos graxos através
da membrana celular. Tal enzima vem sendo utilizada como um biomarcador para
doencas metabdlicas dos o0ssos, alguns canceres e inflamacdo do miocardio. No
desenvolvimento gestacional a fosfatase alcalina atua para manter a saude do feto agindo
contra substancias toxicas na defesa e nutricdo do organismo, altas concentragfes em
recém-nascidos é indicativo de ictericia, doencas metabdlicas dos ossos e Ulcera (DIMA,
AVRAMESCU, et al., 2021). A fosfatase alcalina € utilizada em analises
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imunoenzimaticas sensiveis, hidrolisando substratos luminescentes como o AMPPD,
sendo possivel detectar moléculas no nivel de attomols/L (1.10®mols/L) (KANEGAE,
XIMENES, et al., 2007).

Pesquisas mostram que a fosfatase alcalina estd ligada ao desenvolvimento da
obesidade, apresenta atividade anti-inflamatdria, regulacdo da secrecéo de bicarbonato,
regulacdo do pH da parede do duodeno e regulacdo das bactérias intestinais e suas
translocacdes (LALLES, 2014).

Mais de 80% da ALP no soro tem origem no figado e nos 0ssos, com pequenas
contribui¢bes no intestino. Embora as ALPs estejam presentes em varios tecidos do corpo,

sua funcdo fisioldgica exata permanece indefinida (VIMALRAJ, 2020).

2.3- Albumina

A albumina do soro humano (HSA) é a proteina mais abundante do plasma
humano, com concentracGes que variam de 45g/L em individuos jovens a 42g/L em
idades mais avancadas (PETERS, 1995), estando em uma concentracdo de
aproximadamente 600 uM, formada de um Unico polipeptidio com 585 residuos de
aminoacidos, com uma massa de 66500 D (CARTER, HE, et al., 1989), contendo trés
dominios helicoidais homologos, 67% de alfa-hélices, 10% de folhas beta e 23% de
cadeia estendida (PETERS, 1995), denominadas dominio I: IA e I1B; dominio II: 1lA e
11B; dominio I11: 111A e HHIB.

Vale ressaltar que a formacdo de folhas beta esta diretamente relacionado a
condic¢des do meio como, temperatura elevada, acima de 65°C em pH 7,4; a presenca de
etanol em concentragdes intermediarias, entre 10-90% (v/v) JUAREZ, MEDA, et al.,
2012); concentracOes elevadas da HSA entre 10-150uM (BHATTACHARYA,
PRAJAPATI, et al., 2014); e em pHs &cidos, abaixo de 3 (JUAREZ, TABOADA e
MOSQUERA, 2009).

A proteina é codificada por apenas um Unico gene, N0 cromossomo 4 e posi¢ao
q13.3. A albumina é primariamente sintetizada no figado em uma quantidade de
aproximadamente 13,9 g por dia, sendo esta quantidade regulada por dois horménios, a
insulina e o cortisol (ZENDJABIL, 2020), possui alta solubilidade em dgua e esta presente
no sangue na concentracdo que varia de 0,53 a 0,75 mM (AL-HARTHI, LACHOWICZ,
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etal., 2019), com meia vida de aproximadamente 27 dias (PETERS, 1995), e esta presente
em maior concentragdo no meio extravascular (~242 g), que no meio intravascular (~118
g), como no intestino, na pele, masculos e outros fluidos e secrecBes, e em menor
concentracdo no meio intracelular (MERLOT, KALINOWSKI e RICHARDSON, 2014).
A HSA perpassa para o meio extracelular via mecanismo ativo e utilizando mecanismos
mediados por receptores através dos poros sinusoidais ou fenestrada do endotélio de
certos 6rgdos como o figado, pancreas, intestino delgado e medula éssea (MERLOT,
KALINOWSKI e RICHARDSON, 2014).

A proteina também é responsavel por manter o pH e a pressdo osmética coloidal
do sangue (HAO, XU, et al., 2017). Esta é especialmente importante, pois se liga a uma
grande variedade de moléculas enddgenas e exdgenas, além de ligar e armazenar diversos
metais de transicdo, e a 250 farmacos registrados no mercado (AL-HARTHI,
LACHOWICZ, et al., 2019), além de acidos graxos e bilirrubina, varfarina (ligantes do
sitio I), piroxicam (ligante do sitio 1), fenilbutazona (ligante do sitio 1) e diazepam (ligante
do sitio I1), ibuprofeno (ligante do sitio ).

Séo relatados na literatura maltiplos sitios ativos fazendo com que a albumina
possua uma excelente capacidade de ligacdo com diversas moléculas, mas possui uma
capacidade maior de se ligar a compostos hidrofébicos neutros e farmacos &cidos em seu
interior (SIVERTSEN, ISAKSSON, et al., 2014), a maior parte dos ligantes interagem
com mais frequéncia nos sitios primarios 1 e 2 (GHUMAN, ZUNSZAIN, et al., 2005),
que sdo sitios hidrofobicos que estdo situados nos subdominios 1A e 11IA (GRACIANI
e XIMENES, 2013), como demonstrado na fig. 5.

Vale ressaltar que a capacidade de ligacdo da albumina € afetada pela presenca de
outros grupos ligantes presentes no sangue, como é o caso da glicose; albumina glicada
diminui a eficiéncia de transporte de farmacos como o ibuprofeno, porém néo altera a
eficiéncia de transporte de outros farmacos como o diazepam e 0 naproxeno
(ZENDJABIL, 2020). A albumina possui também a capacidade de tornar inofensiva
potenciais moléculas toxicas atuando como o principal antioxidante do plasma humano,
atuando com propriedades enzimaéticas, e mesmo o produto de sua degradagéo € benéfica
para 0s organismos, devido a liberacdo de aminoacidos (AL-HARTHI, LACHOWICZ,
etal., 2019). A albumina é intrinsicamente fluorescente devido a presen¢a do aminoacido

triptofano presente em sua estrutura.
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Figura 5. Resumo dos sitios ativos da proteina HSA definida por cristalografia, trés moléculas do farmaco
Diflunisal cristalizadas junto a proteina, PDB: 2BXE, e os locais de interagdo de alguns farmacos em cada
dominio da proteina HSA, adaptado de (GHUMAN, ZUNSZAIN, et al., 2005).

Além disso, a albumina é também um marcador biolégico para o diagnéstico de
diversas doencas como cancer, artrite rematdide, hisquemia, obesidade p6s menopausa e
doencas relacionadas ao indice glicEmico. Ademais a HSA tem sido utilizada com sucesso
para o tratamento clinico de diversos distarbios, incluindo hipovolemia, choque,
queimaduras, perda sanguinea cirdrgica, trauma, hemorragia, circulacdo extracorpérea,
dificuldade respiratdria aguda, hemodidlise, insuficiéncia hepéatica aguda, doenca
hepética crbnica, suporte nutricional e hipoalbuminemia.

A proteina possui atividade farmacoldgica, atuando como carregadores de
medicamento “drug delivery”, com capacidade de transportar uma grande quantidade de
moléculas ligantes (DEEB, HERNANDEZ, et al., 2009), sendo um dos principais
desafios no desenvolvimento da farmacocinética e da farmaco-atividade, devido ao
equilibrio existente entre o farmaco ligado a albumina e livre e ativo no plasma humano.
Outro fator relevante é a alteracdo da concentracdo da HSA no plasma humano durante a
instalacdo de uma doenca, na fase aguda a concentracdo pode diminuir em um fator de
dois, 0 que afeta o transporte de farmacos no sangue (SIVERTSEN, ISAKSSON, et al.,
2014).
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2.4- Fotoluminescéncia

Fotoluminescéncia & um fendmeno de emisséo que ocorre apos excitagdo por uma
fonte de luz, sendo classificado em duas categorias, fluorescéncia e fosforescéncia,

dependendo da natureza do estado excitado.

2.4.1- Fluorescéncia

Na fluorescéncia, o estado excitado é singlete. O elétron excitado esta
emparelhado a um segundo elétron de spin oposto, que esta em seu estado fundamental,
0 retorno do elétron excitado a seu estado fundamental emite um foton de energia, sendo
que a taxa de emissdo desse fendmeno é em média de 108 emissdes por segundo, porém
seu tempo de vida gira em torno de 10 nanosegundos (LAKOWICZ, 2006).

Fluorescéncia ocorre tipicamente em moléculas aromaticas como 0s compostos
da fig. 6, um exemplo pratico do fendmeno foi possivel ser observado durante os
experimentos com as moléculas dansiladas, na fig. 7 é possivel observar um feixe de
emissao no espectro visivel com intensidade suficiente para ser observado a olho nu, em
uma das amostras dentro de uma cubeta no luminémetro utilizado para os experimentos
desta trabalho, as moléculas dansiladas também possuem em suas estruturas grupos

aromaticos, como mostrado na fig. 13.
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Figura 6. - Exemplos de medicamentos com propriedades fluorescentes
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Figura 7. Fluorescencia observada dentro de uma cubeta em um dos experimentos realizados em um
fluorimetro utilizando moléculas dansiladas.

No processo de fluorescéncia, o fluoroforo, ou seja, a substancia que possui a
caracteristica do decaimento radiativo fluorescente, absorve em um comprimento de onda
menor (maior energia), passa por um processo de desativacdo nédo radiativa (decaimento
vibracional) e na sequéncia emite em um comprimento de onda maior, ou seja, de menor
energia. Como exemplo, a fig. 8 mostra uma representacdo de um espectro de absorcéo e

emissao.

’ i

Absorgao Emissao

Intensidade g

Comprimento de onda i

Figura 8. Representacdo de um espectro de absorcdo e emisséo de fluorescéncia, adaptado de (LAKOWICZ,
2006).

A excitacdo que ocorre na fluorescéncia so é possivel através da absorgéo da
energia eletromagnética, pois a energia proveniente de aquecimento, vibracional, ndo
consegue atingir os niveis energéticos suficientes para o efeito de fluorescéncia, como é

demonstrado pelo diagrama de Jablonski a seguir (fig. 9).
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Figura 9. Diagrama de Jablonski representando processos fotofisicos que podem ocorrer em uma molécula,
as transicdes radioativas sdo representadas por linhas retas, e as transicdes ndo radioativos sdo representadas
pelas linhas onduladas, adaptado de (ERNEST, 2011).

Como é possivel observar no diagrama, o fluoréforo pode estar em vérios estados
vibracionais tanto no estado singlete como no triplete, porém as interagdes entre outras
moléculas ou solventes ndo sao representadas neste diagrama. A transigdo entre sistema
ilustrado no diagrama refere-se conversdo do estado singlete a triplete, fendmeno
tipicamente de baixa eficiéncia, mas favorecido em moléculas que possuem atomos
pesados como bromo ou iodo devido ao fendmeno de acoplamento spin-6rbita. E
justamente a menor eficiéncia desse processo que leva a emissdo de luz mais lenta tipica
da fosforescéncia.

Nos fendmenos de fluorescéncia e fosforescéncia, a energia da absorgdo é sempre
maior que a energia da emissdo, porém a emissdo é independente da energia de absorc¢éo,
pois 0 excedente de energia de absorcao sofre decaimento de forma vibracional.

A absor¢do e emissdo, em um fendmeno de fluorescéncia, ocorrem de forma
espelhada, ou seja, se um elétron do estado fundamental e vibracional no nivel de energia
mais baixo é excitado ao nivel de energia mais alto, em sua emissao ele liberara toda sua
energia absorvida voltando ao nivel mais baixo, porém se este elétron no estado
fundamental estiver no segundo nivel vibracional, sua excita¢do o levara ao orbital Lumo
um nivel vibracional abaixo do nivel maximo do orbital, da forma que € demonstrada na
fig. 10, ilustrando uma tipica regra do espelho de Franck-Condon, porém essa regra tem
varias excecdes (LAKOWICZ, 2006).
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Figura 10. Regra da imagem espelhada e fatores de Franck-Condon, de um espectro de absor¢éo e emissdo
de fluorescéncia, adaptado de (LAKOWICZ, 2006).

2.4.2- Quenching da fluorescéncia

A supressdo da fluorescéncia pode ocorrer por diversos motivos, e esses
fendmenos sdo chamados de “quenching” da fluorescéncia. Quenching pode ocorrer por
mecanismo colisional ou dinamico, quando o fluoréforo no estado excitado é desativado
por contato com outras moléculas em solucdo, chamadas de “quencher”. Neste tipo de
supressdo ndo had mudanca quimica das moléculas envolvidas. A fig. 11 ilustra tal

fenbmeno.
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Figura 11. Diagrama de Jablonski mostrando o quenching colisional, e a transferéncia de energia por
ressonéncia de fluorescéncia (FRET), adaptado de (LAKOWICZ, 2006).
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Para calcular o quenching colisional ¢ utilizada a equagédo de Stern-Volmer:

F,
e = Q’z 1 +qu(]Q’
F 1)

Nesta equacdo 1, K representa a constante de Stern-Volmer e esta relacionado a
sensibilidade do fluor6foro ao quencher. Quando o fluor6foro esta dentro de uma
macromolécula, este ndo tem contato com o solvente, portanto a constante K é pequena.
Valores elevados desta constante ocorrem quando o fluoroforo esta livre em solugédo ou
na superficie de uma biomolécula, kq é a constante bimolecular, To 0 tempo de vida, [Q]
concentracdo do quencher. VVarias moléculas podem atuar como quencher, as principais
sdo oxigénio, halogénios, aminas e moléculas com déficit de elétrons como acrilamida.

Paralelo ao quenching dindmico existe o quenching estatico, neste tipo a interacéo
ou reacdo com outra molecula, pode formar outro composto ndo fluorescente no estado
fundamental, todavia existem diversos mecanismos de quenching estatico, inclusive ndo
moleculares, como a diminui¢do da incidéncia de luz no fluoréforo ou absorcao por
alguma outra molécula em solucdo, efeito este denominado de filtro interno.

A absorgéo de luz pelo fluoroforo ocorre de forma quase instantanea, menos de
10°%5 segundos, ndo havendo tempo da molécula se movimentar. Em contraste com a
absorcéo, a emissdo ocorre de forma muita mais lenta, tendo a oportunidade de interacéo
com outras moléculas, o que ndo ocorre com a absor¢do. No estado excitado, o fluoréforo
adquire um carater mais polar, e seu relativo longo tempo de emissdo permite ao solvente
interagir e assim atenuar a emissao, esse fendémeno € chamado de relaxamento por
solvente, ocorre no tempo de 10-1° segundos e tem um efeito substancial na diferenca
entre absorcao e emissdo, como é o caso do triptofano em proteinas, que absorve na faixa
de 280 nm e emite na faixa de 350 nm (LAKOWICZ, 2006).

2.4.3- Transferéncia de energia por ressonancia, foster ressonance

energy trasnsfer (FRET).

Outro processo importante que ocorre no estado excitado de um fendémeno

fluorescente é a transferéncia de energia por ressonancia. Tal processo ocorre quando a
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ocorre a sobreposicao entre o espectro de emissdo do fluoroforo e o espectro de absorgéo
de outra molécula, ndo necessariamente fluorescente. Neste caso, o primeiro €
denominado de doador, e o segundo aceptor, como ilustrado na Fig. 12. O mais
interessante a ser observado é que ndo ha a emissdo de luz do doador para o aceptor, pois
a interacdo ocorre atraves da interacdo dipolo-dipolo entre o doador e o aceptor
(LAKOWICZ, 2006).

ACEPTOR

DOADOR

Fluorescéncia

Comprimento de onda  sj—

Figura 12. Sobreposicao dos espectros de emissdo de um fluor6foro doador com o espectro de absorcéo do
aceptor (FRET), adaptado de (LAKOWICZ, 2006).

2.4.5- Fosforescéncia

A fosforescéncia ocorre da emissdo de luz de um estado triplete excitado, e o
elétron no orbital excitado possui a mesma orientagdo de spin do elétron no estado
fundamental, sendo assim a transicdo para o estado fundamental é proibida e sua taxa de
emissdo gira em torno de 10% a 1 por segundo, e o tempo de vida de milissegundos a
segundos, o que possibilita ser visualizado em objetos como interruptor de luz e ponteiros
de relogio que brilham no escuro. A fosforescéncia ndo é vista normalmente em solucées
na temperatura ambiente, devido a diversos processos de desativacdo, decaimentos néo
radiativos e processos de “quenching”, sendo que nem sempre a distingdo entre

fluorescéncia e fosforescente é clara (LAKOWICZ, 2006).
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2.4.6- Efeito Solvatocromico

Como ja visto anteriormente, existem varias formas de ocorrer a diminui¢éo da
energia de emisséo da fluorescéncia, uma delas é o efeito do meio reacional, assim que o
fluoréforo passa do estado fundamental para o estado excitado, este adquire carater mais
polar, o que faz mudar a interacdo com o meio, orientando as moléculas do solvente,
fazendo que diminua a energia do estado excitado mudando o espectro de emissao para
comprimentos de onda maiores, este fendmeno é denominado efeito solvatocrémico.
Existem moléculas que possuem em sua composicao tanto emissores como receptores de
energia, que sdo capazes de realizar a transferéncia de energia dentro da propria molécula,
este fendbmeno é denominado de ICT, intramolecular charge transfer, e nestes casos a
estabilizacdo a partir do efeito solvatocromico é ainda maior, deslocando o0s
comprimentos de onda para valores ainda maiores. Contudo ndo é todo o fluoréforo que
possui em sua estrutura um grupo doador e um aceptor para que o efeito ICT ocorra,
porém tais moléculas sdo mais sensiveis a polaridade do meio, e mudam os seus

comprimentos de onda dependendo da polaridade do meio.

2.4.7- Anisotropia da fluorescéncia

A anisotropia da fluorescéncia é comumente utilizada em aplica¢Ges bioquimicas,
por possibilitar a determinacdo do tamanho e formato de proteinas, bem como analisar a
interacdo proteina/proteina, fluido de membranas e ensaios imunoldgicos de varias
substancias. A medida de anisotropia de fluorescéncia é baseada no principio de
fotoselecdo de luz polarizada da excitacdo. Os fluor6foros absorvem preferencialmente
fotons com vetor eletronico paralelo aos da emissdo, que sdo alinhados com o eixo
molecular. Apoés irradiar um comprimento de onda polarizada em uma solugéo isotropica,
uma populacdo de fluoréforos se alinhara ao feixe, que emitird radiacdo no mesmo
alinhamento. O momento entre esses dois angulos de absorcéo e emissdo determinara a

anisotropia.
I| - 1- [] S ]I
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Na equacgdo 2, r representa a anisotropia da fluorescéncia, Iy a intensidade da
fluorescéncia vertical e 1L a intensidade da fluorescéncia horizontal polarizada em relacéo
ao eixo z, e o grau de espalhamento, P, é determinado pela equacdo 3 (DAS, TIWARI, et
al., 2014). Varios fendmenos podem reduzir o valor da anisotropia vertical, mas a causa
mais comum €é a difusdo rotacional. Essa difusdo ocorre durante o estado excitado e
desloca o dipolo de emissdo do fluoréforo. Tal medida possibilita a medida dos angulos
relativos de excitacdo e emissdo. Contudo o fluoréforo rotaciona diversas vezes em um
intervalo de 1-10 nanosegundos, fazendo com que em uma solugdo com baixa viscosidade
o resultado da medida seja randémico, e, portanto, o valor da anisotropia seja proximo a
zero. A transferéncia de energia entre fluoroforos, e a ligagdo com uma macromolécula
também diminui a anisotropia.

Por exemplo, é sabido que o tempo correlacional da anisotropia, que é o intervalo
de tempo no qual uma molécula persiste numa dada orientacdo, para HSA é de 50 ns
(SZMACINSKI, TERPETSCHNIG e LAKOWICZ, 1996), se essa se ligaa um fluoréforo
com anisotropia também de 50 ns, a anisotropia é diminuida, e assumindo que ndo houve
nenhum outro fenémeno envolvido, é possivel calcular a anisotropia esperada utilizando

a equacdo de Perrin abaixo.

Portanto, nesta formula 4, ro representa a anisotropia medida na auséncia de outros
processos de despolarizacdo, tais como a difusdo rotacional ou transferéncia de energia,
0 ¢ o tempo de correlacdo rotacional do processo de difusdo. No caso acima assumindo
que ro= 0,4, a anisotropia esperada da ligagdo do fluoroforo na proteina é de 0,2
(adimensional). Proteinas pequenas possuem um pequeno tempo de correlacéo rotacional,
e, portanto, baixa anisotropia, porém proteinas grandes na ligacdo com fluor6foros com

longo tempo de emissdo também possuem anisotropia pequena.
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2.5- Aminoacidos dansilados

Um grupo de moléculas de interesse para investigacdo de reacdes
proteicas/enzimaticas sdo os aminoacidos dansilados, este grupo possui a caracteristica
de deslocamento de comprimentos de onda do efeito ICT, sendo sensivel a polaridade do
meio de interacdo, e a0 mesmo tempo séo sondas fluorescentes que possuem interacdo
com albuminas em sitios especificos (RYAN, GHUMAN, et al., 2011), tornando possivel
analises de investigacdo de sitios de ligagdo, juntamente com a polaridade do meio. A
estrutura de duas destas moléculas esta representada na fig. 13. O aumento da polaridade
do meio faz com que a taxa de decaimento néo radiativo (Kn) aumente, deslocando para
maiores valores os comprimentos de onda de emissdo deste grupo de moléculas
(MALLICK, PAL e KONER, 2016).
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Figura 13. Representacdo das moléculas dansiladas, Dansil-L-Prolina e Dansil-Glutamina

2.6- Docking molecular

Na década de 70, com a criagdo da abordagem rotacional para o desenvolvimento
de farmacos, os avangos nos estudos de purificacdo de proteinas e 0 acesso a
computadores mais rapidos e com maior capacidade de armazenamento, possibilitou a
criagdo de um banco de dados publicos com a estrutura de farmacos e proteinas
denominado CADD, Computer-Assisted Drug Design, Design de Medicamentos
Assistido por Computador, que vem sendo utilizado até hoje para o desenvolvimento de
novos farmacos (BOTTEGONI, 2011).

Na década de 80, sdo criadas técnicas computacionais, que inicialmente faziam

apenas a determinacdo da estrutura tridimensional de farmacos, e posteriormente
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passaram a calcular a interacdo destes farmacos com proteinas, tais interacdes vieram a
ser denominadas de docking molecular. Entdo no inicio dos anos 2000, a compreensao
das estruturas e interacGes a nivel molecular foi considerada fundamental a todos os
mecanismos bioldgicos, tal importancia se iniciou com Emil Fisher, o primeiro a utilizar
o0 termo chave-fechadura para a interacdo entre a proteina e seu ligante, na sequéncia Paul
Erhlich afirmou que um farmaco nédo funciona sem uma interacdo (BOTTEGONI, 2011).

Antes do desenvolvimento do docking, farmacos eram confeccionados a partir de
triagens de moléculas que se assemelhavam a compostos naturais, a estas moléculas eram
adicionados ligantes variados a fim de encontrar novas aplicacbes medicamentosas.

O primeiro algoritmo de encaixe automatico entre uma proteina e um ligante foi
criado por Kuntz em 1982 (BOTTEGONI, 2011), através de interacGes com moléculas
rigidas, sem levar em consideracdo das energias envolvidas, desde entdo varios
programas foram sendo desenvolvidos, que possibilitaram inicialmente a flexibilizagdo
total do ligante, e na sequéncia a flexibilizacéo parcial da proteina, tais desenvolvimentos
somente foram possiveis a medida que os computadores foram ficando mais velozes.

Predizer a forma com que uma molécula pequena interage com uma proteina em
seu sitio ativo é de fundamental importancia para compreender o funcionamento das
proteinas e possibilitar a criacdo de novos farmacos, sendo possivel identificar a forma
com que o ligante interage com o0s sitios ativos das proteinas, através do célculo das
energias de ligacdo e interacdo, definindo assim a ligacdo mais estavel, bem como
identificar a geometria de interacdo, e os residuos de aminoacidos envolvidos. Na
literatura, os softwares de docking mais utilizados sao, SwissDock, COACH-D, EDock,
MTiAutoDock e GOLD (YU, 2022).

O ponto crucial que tornou tais calculos possiveis foi a obtencdo de estruturas 3D
das proteinas, tais estruturas sdo definidas a partir de experimentos praticos de difragdo
de raios-X, DRX, e ressonancia magnética nuclear, RMN, normalmente esta Gltima
técnica costuma resultar em representagdes de baixa resolucdo, porém ¢é utilizada para
estudo da flexibilidade da macromolécula (BOTTEGONI, 2011). Representa¢fes dentro
do limite de 2,5A sdo consideradas muito fiéis a realidade e de alta resolucdo, porém, ndo
é apenas a resolucdo que deve ser considerada, mas também a integridade das estruturas,
em alguns casos defeitos podem ser corrigidos por programas computacionais, mas
quando estdo em grande quantidade podem prejudicar os estudos de docking.

Normalmente estudos de interacdo entre a proteina e um ligante ndo levam em

consideracdo toda a macromolécula, mas regides muito especificas chamadas de sitio de
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ligacdo, ligand-binding pocket, que normalmente sdo delimitados ao redor de ligantes
cristalizados junto a proteina nos experimentos praticos.

Devido ao fato de as coordenadas de posicionamento dos hidrogénios de uma
proteina ndo poderem ser determinadas através de experimentos praticos de DRX, estes
sdo adicionados por software antes dos calculos serem realizados. A utilizacdo de
moléculas de agua nos calculos de interacdo é controversa, existem autores que dizem
que a presenca de moléculas de agua resultam em melhoras significativas dos resultados,
pois auxiliam a ligacéo do ligante a proteina no sitio ativo, enquanto outros relatam néo
ser necessario a presenca das moléculas de agua nos calculos (BOTTEGONI, 2011).

A fim de delimitar a quantidade exponencial de conférmeros de uma molécula
com Vvérios pontos de rotacdo nos calculos computacionais, 0s programas utilizam
técnicas variadas para facilitar os calculos de interacdo entre a proteina e um ligante, um
exemplo é o algoritmo de construcdo incremental, que inicialmente define o ligante como
um ndcleo rigido com fragmentos flexiveis, o ndcleo é encaixado no sitio ativo, e na
sequéncia ¢é adicionado as partes flexiveis (VAQUE, ARDEVOL, et al., 2008).

Os softwares mais utilizados para calculos de docking como, GOLD e AutoDock,
utilizam o método randémico, ou estocastico, que sdo subdivididos em trés metodologias:
Monte Carlo, algoritmo genético e tabu search, todas buscam de forma aleatdria encaixar
uma pose do ligante no sitio ativo da proteina utilizado uma funcéo de probabilidade pré-
definida, quando ocorre a interacdo da primeira pose (menor energia), esta serve de ponto
de partida para novas rodadas randémicas. A principal limitacdo destas metodologias é
quando o ligante ndo se encaixa no local do ligante cristalizado, e desta forma néo se
obtém o resultado de pontuacio do programa (VAQUE, ARDEVOL, et al., 2008).

O método de Monte Carlo quando ndo obtém a menor energia na Ultima
conformacéo do ligante, é rodada uma funcdo de probabilidade baseada em Boltzmann,
que utiliza simulacdo de dinamica de fluidos, se a conformacéo obtiver a menor energia,
esta € pontuada, tal dindmica € denominada critério de Metropolis, além disso, para
identificar a melhorar interacdo sdo rodadas simulagdes inicialmente em altas
temperaturas, e as rodas subsequentes em menores temperaturas, este método é
denominado recozimento, annealing, simulado de Monte Carlo, sendo o programa
AutoDock o primeiro a utilizar tal metodologia de recozimento (VAQUE, ARDEVOL,
etal., 2008).

A metodologia de algoritmo genético utiliza metodologia derivada da genética

para explorar o espaco conformacional dos ligantes, ao contrario do método de Monte
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Carlo, inicialmente sdo inseridos no sitio da proteina diversas conformacdes do ligante,
ou diversas variaveis de estado, cada conformacao é a metafora de um gene, o conjunto
de todos os “genes” descreve o “genotipo”, e as coordenadas do resultado o “feno6tipo”.
Desta forma, programas como o GOLD, que utiliza tal metodologia, faz alteracdes
mimeticas de mutacgdes, cruzamentos e migracdes, tal como nos processos biologicos.

A terceira metodologia de busca aleatéria, tabu search, impede que areas ja
calculadas de pose do ligante seja calculada novamente, com a finalidade de favorecer a
analise de novas conformacdes, para isso 0 programa realiza o calculo de desvio
quadratico médio da conformacéo, impedindo a realizacdo de novos célculos dentro de
um limite do desvio calculado, Pro Leads e MVD séo os softwares mais populares com
tal metodologia (VAQUE, ARDEVOL, et al., 2008).

Através destes estudos a ideia do sistema chave-fechadura foi modificada, pois foi
observado que o sitio ativo da proteina adquire outra conformacdo para se adequar a
interagdo com o ligante, tal sistema proposto por Koshland, foi denominado de teoria do
ajuste induzido, Induced Fit theory (BOTTEGONI, 2011).

As etapas basicas para estudo de docking sdo: o download da proteina no banco
de dados, PDB (protein data bank), abri-lo em um programa de visualizagdo como o
“Discovery Studio”, retirar da proteina as moléculas de dgua de cristalizacdo, se esta for
a abordagem que gera melhores resultados, e deletar qualquer molécula ou
macromolécula que ndo faca parte da proteina desejada. Fazer o download do ligante, ou
na maior parte das vezes desenha-lo em um programa especifico como o chemdraw,
passar a molécula desenhada para o setor modelador 3D do programa para calcular a
conformacdo de menor energia do ligante, que no caso do chemdraw utiliza como
algoritmos de gradiente conjugado e Newton-Raphson, para encontrar a configuragédo de
menor energia da molécula, segundo o manual do usuéario, e salvar no formato .pdb.
Inserir 0 arquivo da proteina no programa de docking, analisar a integridade do pdb, se
necessario corrigir os erros, inserir os hidrogénios polares, introduzir cargas, inserir o
ligante no programa, identificar os pontos de rotacdo do ligante e optar por deixar tais
pontos fixos ou livres para rotacionar.

Historicamente o protocolo de docking, tanto proteina como o ligante, eram
calculados em sua forma rigida, sem rotacdo, em seu estado de menor energia, na
sequéncia os ligantes foram considerados como moléculas moveis, flexiveis, gerando

resultados diferentes para cada tipo de conformacdo do ligante. Atualmente, existem
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célculos mais acurados que consideram a proteina também como uma macromolécula
flexivel, obtendo assim célculos mais precisos de interacao.

A identificacdo da regido do sitio ativo da proteina varia em cada software, como
exemplo podemos citar o AutoDock, que ¢ definido através de uma caixa que o operador
determina seus posicionamento, normalmente envolvendo os principais residuos de
aminoéacidos do sitio, ou englobando todos os residuos pertencente a ele; no caso do
software GOLD, o posicionamento de onde sera os calculos e feito através da utilizacédo
de um ligante cristalizado, que passa por um estudo denominado de re-docking, que
definird as interacGes do ligante cristalizado com a proteina e validara tal interacéo, e a
partir de entdo, todos os estudos de docking séo realizados sobre o ligante cristalizado e
os céalculos realizados de re-doking.

Ap0ds definir se o ligante entrara no sitio ativo da proteina, através das energias
obtidas da interacdo, como resultado os softwares além de fornecerem os valores de
energia, também fornecem todos os confébmeros de menor energia, que sao visualizados
em softwares de visualizagdo como o Discovery Studio, onde sdo feitos os tratamentos
visuais para publicacdo, possibilitando mostrar todas as interacGes calculadas no

programa de docking.
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3- Objetivo Geral

Elucidar a interagéo entre a molécula quimiluminescente 3-(2'-espiroadamantil)-
4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano (AMPPD) e a proteina albumina de soro
humano (HSA) e os efeitos na emissdo de luz desencadeados pela enzima fosfatase
alcalina (ALP).

3.1- Objetivos especificos

e Estudar a interacdo entre a molécula quimioluminescente AMPPD e albuminas.

e Determinar os sitios de ligacdes.

e Aplicar docagem molecular para elucidacao da interagéo.

e Elucidar os efeitos da presenca de albuminas na performance da reacdo
quimioluminescente disparada por ALP.

e Estudar a interacdo dos produtos da rea¢do quimiluminescentes com a albumina.
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4. Capitulo 1 - Artigo

O artigo apresentado nesta tese foi enviado a revista Journal of Photochemistry
and Photobiology C: Chemistry no dia 06/12/2024, revisado no dia 15/01/2025, aceito no
dia 09/02/2025, e publicado online no dia 15/02/2025, e esta disponivel no seguinte DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2025.116339, desta forma, o formato de escrita a

seguir esta de acordo com as instrucdes e diretrizes desta revista.

A albumina amplifica a quimioluminescéncia do dioxetano (AMPPD)
desencadeada pela fosfatase alcalina: luz emergindo das cavidades das
proteinas

Leonardo Almeida Barizon', Mauricio lkeda Yoguim', Aguinaldo Robinson de Souza®, Nelson

Henrique Morgon® and Valdecir Farias Ximenes"*

'Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias, Bauru, S3o Paulo, Brazil.
?Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, S3o Paulo, Brazil.
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4.1 Resumo grafico

Aqueous
Bulk
Medium

0—0
OCH,

Figura 14. Resumo gréfico da reacéo de clivagem do AMPPD e interagdo com HSA emitindo luz.
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4.2 - Resumo

AMPPD é uma abreviagdo de 3-(2'-espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3-fosforiloxi)-
fenil-1,2-dioxetano, um derivado termicamente estavel de 1,2-dioxetano amplamente
utilizado em laboratérios clinicos para imunoensaios enzimaticos devido as suas
propriedades quimioluminescentes. AMPPD é um substrato para fosfatase alcalina
(ALP), a enzima que catalisa a remocdo do grupo fosfato de AMPPD, desencadeando a
emissdo de luz. Este estudo investigou o impacto das albuminas no sistema AMPPD:ALP
e descobriu que a albumina sérica humana (HSA) aumenta a eficiéncia de emisséo de luz
de AMPPD:ALP em cerca de 100 vezes. A eficiéncia do aumento de luz variou
dependendo do tipo de albumina, com albuminas séricas bovina (BSA), suina (PSA) e de
coelho (RSA) sendo menos eficazes do que HSA. Conduzimos experimentos para
demonstrar que, uma vez hidrolisado por ALP, 0 AMPPD desfosforilado difunde-se para
o sitio | de HSA. Ao estudar as propriedades fotofisicas do éster fendlico gerado apos a
clivagem de AMPPD, descobrimos que sua complexagdo com HSA causou um aumento
significativo em sua eficiéncia fluorescente, o que explica a amplificacdo da
quimioluminescéncia. A transferéncia de energia de ressonancia do éster fendlico
excitado para a cumarina-153 foi detectada, confirmando a presenca de ambas as
moléculas na cavidade da proteina. Portanto, a introducéo de receptores fluorescentes no
sistema de reacdo pode ajustar o comprimento de onda de emissdo. Além da primeira
evidéncia direta da albumina como um intensificador para quimioluminescéncia, 0s
resultados destacam a interferéncia potencial das albuminas em ensaios mediados por

AMPPD e novas aplicagdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Quimioluminescéncia; AMPPD; Albumina sérica humana; Fosfatase

alcalina; Transferéncia de energia de ressonancia; Intensificador de luz.
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4.3 - Introducéo

A quimioluminescéncia é o processo de producao de luz a partir de uma reacgéo
quimica exotérmica. Durante esse processo, parte da energia liberada excita o produto
para um estado eletrbnico de maior energia. Posteriormente, o produto excitado deve
liberar essa energia de forma eficiente como luz por meio de fluorescéncia ou
fosforescéncia [1,2]. No entanto, atender a todas as trés condicdes - exotermicidade,
geracdo eficiente de estado excitado e rendimento quéntico radiativo significativo de
produtos - é raro. Como resultado, a quimioluminescéncia ndo é tdo comum quanto 0s
milhGes de outras reacGes quimicas exotérmicas conhecidas. No entanto, € essa
caracteristica particular que torna as reacGes quimioluminescentes tdo benéficas no
desenvolvimento de bioensaios. Na verdade, considerando esses requisitos, € menos
provavel que 0s compostos presentes no meio de reacdo sejam suscetiveis a
quimioluminescéncia. Além disso, a quimioluminescéncia ndo requer excitacdo de luz, o
que reduz a interferéncia da autofluorescéncia. Assim, a relacao sinal-ruido € geralmente
significativamente maior do que em métodos baseados em absorbancia e fluorescéncia
[3-7].

Entre as vias de reacdo para gerar estados excitados, a clivagem de peroxidos é
central, estando presente na maioria das rea¢gdes quimioluminescentes conhecidas. Isto é
particularmente verdadeiro para o perdxido ciclico, os compostos 1,2-dioxetano presentes
na maioria dos processos quimioluminescentes [1,8]. Nesta preocupacdo, uma das
moléculas quimioluminescentes mais bem-sucedidas é o 1,2-dioxetano estavel
denominado  3-(2'-espiroadamantil)-4-metoxi-4-(3-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano e
amplamente conhecido como AMPPD. O uso comercial generalizado de AMPPD
depende da estabilidade térmica da molécula. A remocdo do grupo fosfato € o passo
inicial na desestabilizagdo de AMPPD, levando a clivagem do anel de dioxetano. Esta
clivagem produz um éster eletronicamente excitado, levando a emissdo de luz através de
decaimento radiativo [9]. O esquema da fig. 15 descreve a equacdo quimica estabelecida
para 0 processo e o papel da enzima fosfatase alcalina (ALP) como um catalisador
[10,11]. Assim, a atividade da enzima pode ser correlacionada com a emissdo de luz, um
processo quimico com muitas utilidades biotecnoldgicas [9,11-13]. A ALP conjugada
com anticorpos é comumente usada como um marcador para rastrear reacOes
imunoldgicas e tem uma ampla gama de aplicacGes. Este sistema de deteccdo tem sido

usado para desenvolver ensaios para doencas infecciosas, marcadores tumorais,
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hormonios, fertilidade, enzimas cardiacas e muitos outros. Por exemplo, o CL-2000i®
Chemiluminescence Immunoassay System (Mindray), um sistema robotico comercial

baseado na luminescéncia AMPPD, é amplamente utilizado em laboratorios clinicos.
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Figura 15. Emisséo de luz da decomposicdo de AMPPD desencadeada por ALP. 3-metil benzoato (3-MB)
é a espécie gerada no estado excitado [10].

A outra biomolécula central neste estudo é a albumina sérica humana (HSA), a
proteina mais abundante no soro sanguineo. Ela desempenha inumeras funcgdes
fisiol6gicas, sendo uma das mais importantes seu papel como proteina transportadora de
substancias naturais e estranhas [14,15]. As albuminas séricas tém cavidades especificas
para reter as moléculas que carregam, permitindo que funcionem como transportadoras
de farmacos. Os bolsos de ligacdo mais conhecidos sdo denominados Sitio | e Sitio I,
localizados nos subdominios I1A e l1A, respectivamente. Eles também sdo denominados
sitios de farmacos 1 (DS1) e 2 (DS2) devido ao grande numero de farmacos com
preferéncia por DS1 como varfarina e fenilbutazona e DS2 para anti-inflamatdrios como
ibuprofeno, naproxeno e benzodiazepinicos como diazepam [16]. A HSA também é a
principal proteina plasmatica sanguinea para transporte de acidos graxos [17].

Devido a ampla aplicacdo de AMPPD como um substrato quimioluminescente em
meios bioldgicos complexos [9,11-13], queriamos investigar se a presenca de proteinas
sanguineas poderia afetar essas reagOes, potencialmente levando a resultados falso-
positivos ou negativos. N&o seria surpreendente se AMPPD interagisse com HSA, que
tem uma forte capacidade de se ligar a varios compostos. Com base nessa hipétese, nosso
trabalho apresenta um estudo detalhado de como AMPPD interage com HSA e seu

impacto na emissdo de luz desencadeada por ALP. A principal descoberta foi que a
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emissao de luz foi significativamente amplificada na presenga de HSA, em cerca de 100

vezes. O mecanismo por tras desse efeito fotofisico também foi explicado.
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4.4 - Materiais e métodos

4.4.1 - Produtos quimicos e proteinas

Albumina sérica humana, livre de acidos graxos e globulina (A3782); albumina
sérica bovina, livre de acidos graxos e globulina (A7030); albumina sérica suina (A1830);
albumina sérica de coelho, essencialmente livre de globulina (A0764); fosfatase alcalina
da mucosa intestinal bovina (P6774), 2,3,6,7-tetraidro-9-(trifluorometil)-1H,5H,11H-
[1]benzopirano(6,7,8-ij)quinolizin-11-ona (cumarina 153), 4-(dicianometileno)-2-metil-
6-(4-dimetilaminoestiril)-4H-pirano  (DCM), metil 3-hidroxibenzoato, metil 4-
hidroxibenzoato, varfarina, ibuprofeno, dansil-glutamina e dansil-prolina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Solug¢des estoque (10
mM) de varfarina e ibuprofeno foram preparadas em etanol. Solugdes estoque (10 mM)
de C153 e DCM foram preparadas em DMSO. 3-(2'-spiroadamantil)-4-metoxi-4-(3-
fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxetano (AMPPD) foi adquirido da Hzymes Biotech (China).
Uma solucdo estoque (25 mM) foi preparada em agua. Agua Milli-Q ultrapura da

Millipore (Belford, MA, EUA) foi usada para preparar os tampdes e soluces.

4.4.2 - Reacg6es quimioluminescentes

As reacGes foram conduzidas em um lumindmetro de microplacas (Centro LB 960
Microplate Luminometer, Berthold Technologies, EUA) usando microplacas pretas de 96
pocos e fundo plano. As condic¢des de reacdo variaram e séo descritas nas legendas das
figuras para avaliar a influéncia de cada reagente. O AMPPD comercial (25 mM) foi
diluido conforme necesséario para cada ensaio. As solucdes de ALP foram diluidas no
tampé&o imediatamente antes dos ensaios. O ALP comercial € uma solucdo tamponada
contendo 14,4 mg/mL de proteina e atividade enzimatica de 3521 unidades/mg de
proteina, ou seja, a solucdo compreende ALP 50702 u/mL. A atividade final do ALP neste
trabalho foi de 50-100 u/mL. Albumina sérica humana (HSA), albumina sérica bovina
(BSA), albumina sérica suina (PSA) e albumina sérica de coelho (RSA) foram dissolvidas
em tampao Tris 50 mM a pH 7,0 para dar uma solucéo estoque 1,0 mM. As reagdes foram
conduzidas em tampdao Tris 50 mM na faixa de pH 7,0 — 10,0 ou, em casos especificos,

em tampdo carbonato e borato 50 mM, pH 9,0. O volume final da reacéo foi de 200 pL.
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O disparo da reagédo foi realizado pela adicdo de AMPPD ou ALP atraves do injetor
automatico. Para experimentos na presenca de 1,4-dioxano, as condicdes foram as

mesmas, e a aloumina foi substituida pelo solvente (0 — 10% v/v).

4.4.3 - Espectros de quimioluminescéncia e transferéncia de energia

Os espectros de quimioluminescéncia foram registrados, sem o uso de filtros,
analisados todos os fétons emitidos ndo importando o comprimento de onda emitido,
usando um leitor de microplacas multimodo hibrido no modo de luminescéncia (Synergy
H2, BioTek, EUA). As condicdes de reacdo foram: ALP 100 U/ml, HSA 5,0 uM, AMPPD
6,25 UM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C. Quando presentes, a concentragéo final das sondas
fluorescentes cumarina 153 (C153) e DCM foi de 50 uM. Os espectros de

quimioluminescéncia foram obtidos ap6s 5 minutos do inicio das reagdes.

4.4.4 - Determinacdo das constantes de associagao

As constantes de associacdo foram medidas pela extincdo da fluorescéncia
intrinseca da albumina com AMPPD. As proteinas usadas foram HSA e BSA. A excitacdo
foi definida em 295 nm e a emissdo foi de 310 a 410 nm. Uma concentracdo fixa de
albumina (5,0 uM) foi titulada com AMPPD (0 - 15,0 uM) em Tris 50 mM, pH 7,0, 37°C.
As larguras das fendas foram de 10 nm para ambas as excitagcdes e comprimentos de onda
de emisséo, e uma cubeta de quartzo de 3 mL com um comprimento de caminho de 10
mm e agitada magneticamente foi usada nas medicdes. Apos cada adigdo de AMPPD, as
misturas foram incubadas por 2 min antes das medigdes de fluorescéncia. As intensidades
fluorescentes foram corrigidas para o efeito do filtro interno causado pela atenuacéo dos
sinais de excitacdo e emissdo provocados pela absorcédo de luz de AMPPD usando a
Equacéo 1. Feorr @ Fobs S80 as intensidades de fluorescéncia corrigidas e observadas nesta
equacao, respectivamente. Apex € Anem S0 as absorbancias da mistura no comprimento de
onda de excitacdo e emissdo, respectivamente. Os espectros de absorbancia foram
medidos usando um espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 35 UV-visivel (Shelton,
CT, EUA). Os espectros de fluorescéncia foram obtidos usando um espectrofluorimetro
Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, EUA). Apos corrigir o efeito do filtro interno, a
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Equacdo 2 foi usada para obter as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e a constante de
extingdo bimolecular (kq). A vida util da fluorescéncia da albumina (to) foi assumida
como sendo 6 ns [18]. Nesta equacdo, Fo e F sdo a intensidade da fluorescéncia na
auséncia e presenca do quencher (Q). As constantes de associac¢ao foram obtidas plotando
os dados experimentais na Equacdo 3, onde P é a concentracdo de proteina e L € a
concentracdo do ligante adicionado (AMPPD). F., € a fluorescéncia em uma concentracdo
de saturacdo de L. A constante de associacéo (Ka,) foi obtida como o inverso da constante
de dissociacdo (Kg). O ajuste linear para as constantes de Stern-Volmer foi obtido usando
0 GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, EUA).

(Abex+Abem)
Foorr = Fops X 10 2 (1)
D= 14 Koy # [Q] =1+ kg * 7, *[Q] (2)

Fo—F _ [PI+[L]+Kq—/ ([P]+[L]+Kq))*—4[P][L]
Fo—Foo 2[P]

(3)

4.4.5 - Determinacdo do Sitio de Ligacao

A afinidade comparativa de AMPPD para os sitios de ligacdo em HSA e BSA foi
estudada usando dansil-glutamina, um marcador do sitio I, e dansil-prolina, um marcador
do sitio Il [19]. Os aminoécidos dansil (20 M) foram incubados com HSA (20 uM) em
Tris 50 mM, pH 7,0, 37°C. Entdo, o meio de reacdo foi titulado com AMPPD, e a
alteracdo nos espectros de fluorescéncia dos aminoacidos dansil foi avaliada. A excitacao
foi ajustada em 340 nm, e a emissdo foi de 400 a 600 nm. Os resultados foram
apresentados como a porcentagem de deslocamento medindo a diminuicdo da

fluorescéncia.

4.4.6 - Simulagdes de Docking Molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados no software GOLD 2024.2

(Genetic Optimization for Ligand Docking) sob o parametro chemscore_kinase com a
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fungdo de classificagdo GoldScore. Os estudos de docking foram realizados
exclusivamente no sitio 1 dos farmacos HSA, no qual foi selecionada a estrutura
cristalografica deste complexado com é&cido iofendxico (PDB: 2YDF). Esta estrutura
cristalografica tem resolucdo de 2,75 A e € livre de 4cido graxo. A classificagio do
software consiste em escolher a melhor estrutura entre as dez disponiveis no programa,
sendo esta escolha devida a sobreposicéo e valor de classificagdo mais proximo da média
total. O HSA foi preparado para estudos de docking adicionando atomos de hidrogénio,
removendo agua e inibidores cocristalizados. No sitio |, foi estabelecida uma
circunferéncia de raio de 7 A a partir do centro do &cido iofendlico para interacdes de
docking e a molécula estudada dockou na mesma posicao. As interagBes proteina-ligante

e as imagens foram obtidas usando o Discovery Studio 2024 (DS) e o software LigPlot+.

4.4.7 - Simulagdes DFT

Otimizagdes geométricas: Todas as geometrias moleculares foram totalmente
otimizadas sem restricdes de simetria no nivel da teoria funcional da densidade (DFT). A
funcdo de troca-correlacdo B3LYP foi empregada. Todos os atomos foram descritos
usando o conjunto de base 6-311++G(2d,p) de Pople, juntamente com as correcdes de
dispersdo de Grimme e a funcdo de amortecimento de Beck-Jonson. Os efeitos do
solvente foram contabilizados usando o modelo SMD. Os célculos teéricos podem,
portanto, ser descritos como: B3LYPGD3(BJ)/6-311++G(2d,p) + SMD(Solvente). Os
calculos de frequéncia vibracional harménica foram realizados nas geometrias
otimizadas, confirmando todas as estruturas como minimos na superficie de energia
potencial.

Espectros Eletronicos: Calculos de espectros eletronicos UV-Vis foram realizados
nas geometrias previamente otimizadas, mas no nivel tedrico: PBEO-GD3(BJ)/6-
311++G(3df,2p) +SMD(Solvente). Todos os célculos foram realizados usando o

programa Gaussian16
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4.5 - Resultados e Discussao

4.5.1 - Efeito da HSA na eficiéncia da quimioluminescéncia

A Fig. 16 exibe o perfil de emissdo de luz da hidrdlise de AMPPD catalisada por
ALP. A emissdo foi dependente de AMPPD e ALP. Este € o comportamento esperado
para este sistema [10]; no entanto, a adicdo de HSA causou um efeito inesperado na
eficiéncia de emissdo. De acordo com os dados, a presenca de HSA causou um aumento
de mais de duas ordens de magnitude em compara¢do com ALP sozinha. Este resultado
foi inesperado, pois a interacdo de AMPPD com HSA poderia potencialmente limitar o
acesso a ALP e, como resultado, diminuir a eficiéncia de hidrdlise.

Uma possivel explicagdo para essas descobertas experimentais é que HSA pode
ter um efeito catalitico, apesar de sua atividade esterase menor e ndo especifica [20]. No
detalhe da Fig. 16, é evidente que a emissdo de luz causada pela acédo catalitica de HSA
sozinho foi menor do que a de ALP. Além disso, é importante notar que, embora uma
avaliacdo visual do detalhe da Fig. 16 possa sugerir que a atividade catalitica inespecifica
de HSA era semelhante a de ALP, € crucial considerar que a concentracdo de HSA usada
estava na faixa micromolar, enquanto ALP estava na faixa nanomolar. Em resumo, o
efeito esterase ndo especifico de HSA nao foi responsavel pelo aumento da emissdo. Mais
evidéncias mostrando que o efeito de HSA n&o estava relacionado a sua atividade esterase

néo especifica serdo fornecidas mais adiante neste trabalho.

== AMPPD + ALP + HSA
— AMPPD

— AMPPD +ALP

2 5%10°n — AMPPD + HSA

2%x10°-
1.5%10 °4

1%x10 8-

5x10°1

Quimioluminescéncia (URL)

Tempo (min)

Figura 16. Emisséo dependente do tempo da hidrélise de AMPPD catalisada por ALP e o efeito de HSA.
Condigdes experimentais: ALP 50 U/ml, AMPPD 6,25 uM, HSA 5,0 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C.
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4.5.2 - Otimizacao da reacéo

Como esperado para uma reagao catalisada por ALP, a eficiéncia da emissdo de
luz foi otimizada em pH alcalino. Especificamente, trés tampdes adequados para pH 9,0
foram comparados. A Fig. 17A mostra que os tampdes Tris e carbonato foram mais
eficientes do que borato. Além disso, independentemente do tampé&o usado, o efeito do
HSA estava sempre presente. Com base nesses resultados, o tampé&o Tris foi selecionado
para estudos posteriores. A Fig. 17B mostra a eficiéncia da emisséo de luz de pH 7,0 a
10,0 usando tampao Tris e, a partir desses dados, o pH 9,0 foi escolhido.

A eficiéncia da emissdo de luz também foi dependente da concentracdo de
AMPPD. Os resultados na Fig. 18 mostram a cinética da emissao de luz na presenca (18A)
e auséncia (18B) de HSA em concentragdes crescentes de AMPPD. Conforme mostrado,
independentemente da concentracdo de AMPPD, o HSA causou um aumento de duas
ordens de magnitude na quimioluminescéncia.

A emissédo de luz foi medida em concentragdes crescentes de HSA e ALP fixo
(Fig. 19). Na concentracdo de ALP usada, a cinética tipica de brilho duradouro da emisséo
de luz do sistema ALP/AMPPD pode ser vista [11]. Corroborando com relatérios
anteriores, o brilho persiste de minutos a horas, dependendo da concentracdo de AMPPD
e ALP. A adicdo de HSA causou um aumento progressivo na emissdo, atingindo a

saturacdo em torno de 5,0 uM.
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Figura 17. Efeito do pH e da natureza do tamp&o na emisséo de luz devido a hidrolise de AMPPD catalisada
por ALP na presenca de HSA. A) Constituicdo do tampéao (50 mM) em pH fixo 9,0. B) Emissédo de luz
integrada usando tampé&o Tris (50 mM) e pH de 7,0 a 10,0. Condicéo experimental: HSA 5,0 uM, ALP 50
U/mL, AMPPD 6,25 uM, 37 °C. Os resultados sdo exibidos como a média e o desvio padrdo de trés
experimentos replicados.
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Figura 18. Efeito da concentragdo de AMPPD na emisséo de luz. (A) Presenca e (B) auséncia de HSA.
Condicdo experimental: HSA 5,0 uM, ALP 50 U/mL, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C.
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Figura 19. Efeito de HSA na emissao de luz devido a hidrolise de AMPPD catalisada por ALP. A) Emissdo
dependente do tempo e B) Emisséo de luz integrada. Condicdes experimentais: ALP 50,0 U/ml, AMPPD
6,25 UM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C e HSA conforme indicado.

4.5.3 - Comparacéo entre albuminas de diferentes organismos

Os resultados anteriores sugerem que AMPPD (ou seu produto de hidrélise) pode
se ligar aos locais de ligacdo da albumina de uma maneira dependente da concentracéo.
Para investigar isso mais a fundo, o efeito da albumina de vérias espécies foi testado.
Albumina sérica de humanos (HSA), bovinos (BSA), coelhos (RSA) e suinos (PSA)
foram comparadas. Essas albuminas apresentam alta homologia, mas também algumas
diferencas em relacdo as afinidades do ligante [21] e hidrofobicidade [22]. Por exemplo,
as proteinas maduras contém 585 aminoacidos (HSA), 583 (BSA) e 584 (RSA). As
identidades gerais da sequéncia de BSA e RSA, em comparagdo com HSA, sdo 75,6% e
74,2%, respectivamente [23]. Curiosamente, o aumento na emissdo de luz foi
significativamente maior para a proteina humana (Fig. 20A e 20B). Este resultado reforca
que essas descobertas ndo estdo relacionadas a atividade de hidrolase da albumina. De

fato, a HSA tem uma constante de Michaelis igual (Km) € uma constante de turnover
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menor (Kcat) em comparagdo com a BSA em relacéo ao efeito catalitico hidrolitico [20].
Assim, se uma atividade hidrolitica ndo especifica fosse responsavel pelo aumento da luz,
a BSA deveria ser tdo eficaz quanto a HSA, o que ndo foi o caso. Em segundo lugar, essa
descoberta refor¢ou nossa proposta de interacdo entre o produto de hidrélise do AMPPD
e os sitios de ligacdo das albuminas, uma vez que a afinidade de ligacao pode diferir entre
essas albuminas homélogas, justificando os resultados. A segunda melhor albumina foi a
PSA, seguida pela RSA. A Fig. 21 compara HSA e BSA em concentragdes crescentes de
ALP. Como era de se esperar, a emissao de luz foi proporcional a concentracao de ALP,
e o efeito da HSA foi confirmado, sendo significativamente maior em comparagdo com a
BSA. Esses resultados selecionaram HSA e BSA, o melhor e o pior, para estudos
posteriores. As secOes a seguir apresentardo as afinidades de ligagéo relativas para HSA
e BSA.
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Figura 20. Efeito das diferentes alouminas na emissdo de luz devido a hidrélise de AMPPD catalisada por
ALP. A) Emissdo dependente do tempo e B) Integral da emisséo de luz. CondigBes experimentais: ALP
50,0 U/mL, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C, e albuminas 5,0 uM.
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Figura 21. Emissdo de luz versus atividade ALP na presenca e auséncia de albumina. Condicdes
experimentais: AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, HSA 5,0 uM, BSA 5,0 uM, 37°C.

4.5.4 - Competicdo: HSA versus BSA

Considerando que HSA né&o estava catalisando a hidrdlise de AMPPD, a questéo
em aberto era como ela aumentava a emissdo de luz. Assim, o mecanismo pelo qual a
ALP catalisa a hidrolise de ésteres de fosfato deve ser considerado para abordar esta
questdo. ALP é uma metaloenzima homodimérica contendo dois ions de zinco e um de
magnésio em cada sitio ativo. A reacdo ocorre por meio do mecanismo de deslocamento
duplo, também conhecido como mecanismo de pingue-pongue, pelo qual o substrato
entra no sitio ativo, levando a um complexo intermediario (catalise covalente). Entéo,
uma molécula de agua acessa o sitio ativo e promove a hidrolise. Em suma, o substrato,
por exemplo, p-nitrofenil fosfato, deve acessar o sitio ativo de ALP [24]. Para a hidrdlise
de AMPPD, os detalhes do mecanismo enziméatico de desfosforilagdo ndo foram
estudados, mas pode-se supor que sejam semelhantes. De fato, a ALP é considerada uma
"enzima promiscua" ao aceitar diferentes ésteres de fosfato como substratos [25].
Com base nessas caracteristicas da hidrolise catalisada por ALP, parece evidente que a
reacdo com AMPPD deve ocorrer dentro do sitio ativo da enzima, onde HSA néo teria
acesso. Portanto, pode-se conceber que o aumento de luz observado deve estar

relacionado a interacdo da proteina com o anion fenolato de dioxetano originado pela
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hidrolise de AMPPD (fig. 15). Portanto, hipotetizamos que o produto da hidrolise de
AMPPD se difundiria para o meio e acessaria 0s sitios de ligacdo da albumina. A
estabilidade relativa dessa espécie apoia essa proposta, pois, dependendo do ambiente, o
anion fenolato de dioxetano é moderadamente estavel, com meia-vida para decomposicao
de 2 a 30 minutos. Notavelmente, essa caracteristica é responsavel pela cinética de brilho
tipica da emissdo de luz da hidrélise de AMPPD [11].

Com base nos conceitos dos paragrafos acima, um experimento de competicéo foi
concebido buscando evidéncias de que o produto de hidrélise de AMPPD estava se
difundindo para o sitio de ligacdo do HSA. A ideia era adicionar BSA como um
competidor e medir o efeito na emissdo de luz. Nesta configuracdo experimental, o
produto de hidrélise de AMPPD poderia ser compartilhado por ambas as proteinas (veja
0 esquema na Fig. 22). Como BSA era muito menos capaz de aumentar a emisséo de luz
(Fig. 21), ele deveria promover um efeito de extingdo. Os resultados descritos na Fig. 22
confirmaram nossas expectativas, pois a emissao de luz foi progressivamente extinta pelo
aumento da concentracdo de BSA. Em resumo, este resultado mostra que apds a producéo
por hidrolise catalisada por ALP, o anion fenolato de dioxetano se difunde para o meio,

entrando nos sitios de ligacdo das albuminas.

AMPPD-OPO;’
iALP
HSA:AMPPD-O HSA « AMPPD-O" BSA - BSAAMPPD-O
Aumento da emisséo de luz Quenching da emissao de luz
(controle)
= controle

— +BSA2.5-10.0 uM

|

1x107

5%10°

0 50 100

Quimioluminescéncia (URL)

Tempo (min)

Figura 22. O efeito de quenching da BSA na emissdo de luz devido a hidrélise de AMPPD catalisada por
ALP na presenca de HSA. O esquema descreve a proposta para uma competi¢do entre HSA e BSA para o
AMPPD desfosforilado. Controle: HSA 5,0 uM, ALP 100,0 U/ml, AMPPD desfosforilado. Controle: HSA
5,0 uM, ALP 100,0 U/ml, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C.
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4.5.5 - Constantes de associacdo de AMPPD com albuminas

Com base nas descobertas anteriores, propusemos que o anion fenolato de
dioxetano (fig. 15) poderia se difundir para as cavidades HSA. Este ambiente favoravel
deve ser responsavel pelo aumento da emissdao de luz. Portanto, o proximo passo foi
determinar a afinidade de AMPPD pelas albuminas. As constantes de associagdo foram
determinadas medindo a fluorescéncia intrinseca da albumina e o efeito de extingdo da
ligacdo com AMPPD. Confirmando a expectativa, as Figs. 23A e 23B mostram que as
intensidades de fluorescéncia intrinseca da proteina foram diminuidas pela adicdo de
AMPPD. Ainda mais importante, HSA foi claramente mais suscetivel a AMPPD do que
BSA.

A Fig. 23C mostra o grafico a partir do qual as constantes de Stern-Volmer (Ksv)
foram calculadas, resultando em 1,9 x 10° M* (HSA) e 4,3 x 10* M™* (BSA) usando a
Equacéo 2. Vale a pena notar que esse resultado ndo foi devido a um efeito trivial de filtro
interno, uma vez que o AMPPD absorve luz UV abaixo de 280 nm, mas, de qualquer
forma, as medicdes de fluorescéncia foram corrigidas usando a Equacdo 1 antes do
calculo do Ky.

A partir dos valores de Ks, e assumindo a vida média do triptofano na albumina
em torno de 6 ns, as constantes de extingdo bimoleculares (kq) resultaram em
aproximadamente 10*? - 10 M s (Equagdo 2). Como esse valor é maior do que a
constante maxima de extingéo de colisédo de dispersdo (~ 10° mol™ L s71), 0 mecanismo
de extincdo pode ser considerado um processo estatico [18]. Em outras palavras, a
extingdo deve ser causada pela formacédo de um complexo de estado fundamental entre
AMPPD e as albuminas. Com base nessas descobertas, os dados de quenching foram
usados para calcular as constantes de associagdo (Ka) ajustando os dados experimentais
na Equacdo 3, resultando em 2,9 x 10° M (HSA) e 1,8 x 10° M (BSA) (Fig. 23D).
Essas magnitudes das constantes de associacdo sdo tipicas de ligantes de albuminas, por
exemplo, mesalazina (3,0 x 10° M) [26], varfarina (2,2 x 10°> M) [27] e naproxeno (3,8
x 10° mol?) [28], levando a conclusdo de que AMPPD pode ser considerado um ligante
de albuminas, como assumimos anteriormente. A segunda descoberta importante é que
AMPPD foi um ligante melhor de HSA do que BSA, o que é consistente com o anterior,

onde HSA foi um intensificador muito melhor de emisséo de luz.
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Figura 23. Extingdo da fluorescéncia da albumina devido a complexagdo com AMPPD e célculo das
constantes de Stern-Volmer e de associacéo. (A,B) Espectros de fluorescéncia da albumina e o efeito de
extingdo devido a adicdo de AMPPD. C) Grafico de Stern-Volmer e D) curva isotérmica para calculo das
constantes de ligacdo. Veja as EquacGes 1-3 para detalhes. Condicéo experimental: HSA e BSA 5,0 UM,
AMPPD conforme indicado, Tris 50 mM, pH 7,0, 37°C.

4.5.6 - Determinacao de sitios de ligacdo preferenciais

Uma vez que AMPPD € um ligante de HSA, a proxima questao imediata é onde,
ou seja, qual sitio de ligacdo € o mais apropriado para acomodar o AMPPD. Para
responder a essa questdo, os marcadores de sitio fluorescentes dansil-glutamina (sitio I)
e dansil-prolina (sitio 1) foram empregados [19,29]. A Fig. 24 mostra o comportamento
tipico da complexacao desses aminoacidos fluorescentes em HSA, ou seja, um aumento
significativo da fluorescéncia e deslocamento do comprimento de onda para o azul. Entdo,
a adicdo de um ligante competitivo causa diminuicdo da fluorescéncia devido ao
deslocamento competitivo [19,29]. Como mostrado, AMPPD foi um melhor deslocador

de dansil-glutamina, evidenciando sua preferéncia pelo sitio de ligacdo | de HSA.
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Figura 24. Determinacéo do sitio de ligacdo de AMPPD em HSA. (A, C) Deslocamento competitivo de
dansil-glutamina (DGlu, sitio I) e (B, C) dansil-prolina (DPro, sitio 1) de HSA. Condicao experimental:
HSA 20 uM, DGIu 20 uM, DPro 20 uM e AMPPD conforme indicado, Tris 50 mM, pH 7,0, 37 °C. A
excitacdo foi ajustada em 340 nm.

Evidéncias adicionais da preferéncia de AMPPD para ligagdo no sitio | de HSA
foram obtidas estudando o efeito dos farmacos varfarina (sitio I) e ibuprofeno (sitio I1) na
quimioluminescéncia desencadeada pela hidrolise catalisada por ALP do AMPPD. O
conceito experimental era promover competicdo entre AMPPD e os farmacos pelos sitios
de ligacdo de albumina. Os resultados descritos na Fig. 25 confirmaram o anterior, uma
vez que a emissdo de luz foi mais afetada pela presenca de varfarina do que de ibuprofeno.
Em suma, o0 aumento da emissdo de luz deve estar ligado ao acesso do produto de hidrélise
de AMPPD ao sitio | de HSA.
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Figura 25. Efeito da varfarina (WAR) e do ibuprofeno (IBP) na quimioluminescéncia aumentada por HSA
de ALP/AMPPD. Controle: HSA 5,0 uM, ALP 100 U/ml, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C.
Quando presentes, WAR e IBP eram 250 pM.

4.5.7 - Espectro de quimioluminescéncia e transferéncia de energia

A decomposi¢cdo de AMPPD gera um eéster com um espectro de emissdo
guimioluminescente que pode ser registrado. O comprimento de onda de intensidade
méaxima é em torno de 470 nm [11]. Essa caracteristica também foi observada aqui e,
como era de se esperar, a presenca de HSA causou um aumento significativo na

intensidade (Fig. 26). Como mostrado, a auséncia de AMPPD ou ALP impediu a emisséo.
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Figura 26. Espectros de quimioluminescéncia do sistema AMPPD/ALP/HSA e controles. Sistema
completo: ALP 100 U/ml, HSA 6,25 uM, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C.
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As descobertas e evidéncias anteriores sugerem que a radiacdo do produto de
hidrélise do AMPPD € emitido de dentro da proteina. Para investigar isso, um
experimento de transferéncia de energia de ressondncia (RET) foi projetado. O
experimento foi baseado no fato de que mais de um ligante pode ser ligado
simultaneamente no sitio I. Portanto, o0 RET pode ser detectado para os ligantes
fluorescentes da albumina no sitio | [30]. Com base nessas caracteristicas biofisicas,
buscamos evidéncias de que o éster fenolato excitado eletronicamente gerado na
decomposicdo do AMPPD (3-MB, fig. 15) poderia ser um doador de energia para
receptores adequados. As escolhas foram os compostos fluorescentes cumarina 153
(C153) e o corante laser DCM. Essas sondas tém duas caracteristicas essenciais: i)
ligantes de HSA [30—32] e ii) seus espectros de absor¢do tém algum grau de superposi¢ao
com o espectro de emissdo do éster excitado, uma condi¢do experimental para RET [18].
Especificamente, C153 absorve a 440 nm, emite a 540 nm e DCM a 480 nm e 620 nm,
respectivamente.

A Fig. 27A confirmou as expectativas. Como mostrado, adicionar C153 e DCM
causou a extingdo da emisséo de luz excitada de 3-MB. Mais importante, as bandas de
emissdo das sondas fluorescentes foram detectadas, ou seja, a transferéncia de energia
ocorreu de 3-MB excitado para C153 e DCM. Obviamente, a Unica fonte de energia capaz
de excitar C153 e DCM é o éster fendlico excitado gerado pela decomposi¢éo de AMPPD.
Como controles, a auséncia de qualquer reagente impediu a emisséo de C153 e DCM
(Figs. 27B e 27C).
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Figura 27. Evidéncia de RET do éster excitado eletronicamente gerado pela decomposi¢do de AMPPD em
corantes fluorescentes. (A) O efeito da adicdo de C153 (5,0 M) ou DCM (5,0 uM) ao sistema de reacéo
completo consistiu em ALP 100 U/ml, HSA 6,25 uM, AMPPD 6,25 uM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C. (B,C)
Revogacdo da emissao de luz devido a falta dos componentes.

O RET detectado confirmou que o produto de hidrélise do AMPPD emite do sitio
de ligacdo do HSA. O fendmeno RET requer duas condicdes, superposicdo espectral e
proximidade, geralmente de 10 a 100 A, entre o doador e o aceitador [18]. Assim, a falta
de transferéncia de energia na auséncia de HSA mostra que uma das condi¢ées RET néo
estava presente, ou seja, proximidade. Em outras palavras, a transferéncia de energia ndo

ocorre no solvente (Figs. 27B e 27C). Para fortalecer a proposta de transferéncia de
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energia, em um segundo conjunto de experimentos, a concentracdo de C153 foi
fracionada. A Fig. 27 mostra a extin¢do dependente da concentragdo da fluorescéncia do
éster e 0 aumento concomitante da fluorescéncia de C153, ou seja, um efeito RET tipico.

O fendbmeno RET também foi detectado usando outras albuminas e, confirmando
os resultados anteriores, a eficiéncia de transferéncia de energia foi maior em HSA em
comparacdo com BSA, RSA e PSA (Fig. S2). Em suma, o RET detectado confirma
fortemente a emissdo de luz da cavidade hidrofébica da albumina. A fig. 28 descreve a

proposta para transferéncia de energia.

C153* — C153 +

T C153
ALP/HSA
AMPPD —>! 3-MB* — 3-MB + hV450 nm
lDCM

DCM* —> DCM +

Figura 28. Proposta de caminho para transferéncia de energia de 3 MB para C153 e DCM dentro do sitio |
da HSA.

4.5.8 - Efeito da polaridade do meio

De acordo com nossos resultados, pode-se propor que a maior hidrofobicidade
dentro da cavidade da proteina pode estar por trds do aumento da emissdo do sistema
AMPPD na presenca de HSA. A constante dielétrica aparente para a cavidade do sitio |
foi relatada como sendo aproximadamente 6, o que é significativamente menor do que a
constante dielétrica do meio aquoso, que é aproximadamente 80 [33,34]. Essa constante
dielétrica menor pode criar uma condicdo favoravel para aumentar a eficiéncia da
quimioluminescéncia reduzindo a polaridade do meio. Em concordancia, o papel do
solvente no rendimento quéntico do AMPPD e outros sistemas de dioxetano €
significativo. Khalid et al. demonstraram recentemente que os rendimentos quanticos
singlete desses sistemas geralmente aumentam com a polaridade do meio até um valor

maximo e entdo diminuem para polaridades mais altas [35].
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Com base nessas suposic¢des, testamos o efeito do 1,4-dioxano na mistura de
reacdo. Esse solvente foi escolhido devido a sua compatibilidade com o meio biol6gico
em concentracoes de até 35% [36]. A Fig. 29 mostra os resultados da adicdo de até 10%
de 1,4-dioxano. A presenca desse solvente organico levou a um aumento gradual na
emissdo de luz. Embora o efeito tenha sido menos pronunciado do que a presenga de
HSA, ele seguiu uma tendéncia semelhante, apoiando a proposta de que a hidrofobicidade

do microambiente da cavidade da proteina contribui para a propriedade de aprimoramento

da proteina.
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Figura 29. Efeito do 1,4-dioxano (DIO) na eficiéncia de emissdo de luz. Controle: ALP 100 U/ml, AMPPD
6,25 UM, Tris 50 mM, pH 9,0, 37°C e DIO conforme indicado.

4.5.9 - Efeito da ligacdo de HSA nas propriedades fotofisicas das
espécies emissivas

O produto da hidrolise do AMPPD sofre clivagem do anel de dioxetano, gerando
0 éster fendlico excitado (metil 3-hidroxibenzoato, 3-MB), que fluoresce emitindo luz
(fig. 15). Uma vez que nossas descobertas anteriores mostraram que o fendmeno ocorre
dentro do HSA, estudamos as propriedades fotofisicas do 3-MB isolado. A Fig. 30 exibe
os espectros de fluorescéncia do 3-MB ligado em HSA e BSA. Ha alguns pontos
importantes a serem observados. Primeiro, na auséncia de proteinas, o éster ndo emitia

luz no meio aquoso. A descoberta foi importante porque sugeriu que o efeito do HSA na
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quimioluminescéncia do AMPPD pode estar relacionado a um aumento no rendimento
quantico de fluorescéncia do 3-MB excitado. Além disso, reforca a ideia de que a emissdo
ocorre nas cavidades da HSA. Esta proposta é apoiada pela observacdo de que muitas
sondas polares mostram maior rendimento quantico de fluorescéncia ao interagir com
microambientes hidrofébicos como membranas e cavidades de macromoléculas [37]. Por
fim, isso também explica por que adicionar BSA foi muito menos eficaz em aumentar a
qguimioluminescéncia do que HSA. Conforme mostrado, em comparacdo com HSA, a

proteina bovina foi menos eficiente em aumentar o rendimento quéntico de 3-MB.
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Figura 30. Espectros de fluorescéncia de 3-MB complexado ou ndo com albuminas. 3-MB (25 pM)
dissolvido em Tris 50 mM, pH 9,0, na auséncia ou presen¢a de HSA ou BSA (25 uM).

4.5.10 - Estudo das Espécies Emissivas: 3-MB versus 4-MB

Na secdo anterior, demonstramos que o éster gerado no estado excitado durante a
hidrélise de AMPPD aumentou o rendimento quantico de fluorescéncia dentro de HSA.
A eficiéncia da ligacdo de 3-MB com HSA foi avaliada para avancar esta proposta. Foi
realizada por titulagdo de 3-MB com HSA (Fig. 31A). Corroborando com a expectativa,
0 aumento da fluorescéncia dependente da concentracéo e a saturagdo indicaram a ligacao
de 3-MB com HSA. Um achado interessante foi verificado que o isdmero de 3-MB, ou
seja, 4-MB, mesmo compartilhando alta similaridade estrutural, ndo tem sua
fluorescéncia aumentada pela presenca de HSA (Fig. 31B). Essa descoberta reforgou

nossa proposta de que o efeito de HSA na hidrdlise catalisada por ALP de AMPPD esta
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relacionado as caracteristicas singulares de 3-MB geradas em estado excitado dentro da

cavidade da proteina e que causam um aumento no rendimento quéntico de fluorescéncia.

Corroborando com isso, a interacdo de HSA com 3-MB pode ser detectada no estado

fundamental. A Fig. 32 descreve o0s espectros de absor¢do de HSA e 3-MB isolados e o

complexo HSA:3-MB. Como mostrado, uma pequena banda centrada em 340 nm foi

detectada, o que indicou a complexagédo. A figura inserida mostra a diferenga no espectro.

Figura 31. (A) Efeito
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Figura 32. Espectros de absorcdo de HSA, 3-MB e o complexo HSA:3-MB. O inset mostra o a diferenca
do espectro: complexo HSA:3-MB menos HSA isolado + 3-MB. Condigdo experimental: 3-MB (50 pM),
HSA (25 uM), Tris 50 mM, pH 9,0.
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4.5.11 - Simulag¢bes computacionais

Para reforcar a proposta de que o aumento da quimioluminescéncia esta
relacionado a interacdo de 3-MB na cavidade HSA, o docking molecular foi aplicado para
identificar sua interacdo no sitio |. Para esta tarefa, a estrutura cristalografica de HSA
complexada com é&cido iofendxico foi selecionada (PDB ID: 2YDF) [38]. O é&cido
iofenoxico tem uma dimensdo e geometria semelhantes ao 3-MB, favorecendo a
simulacdo de docking. O 3-MB flexivel estava livre para se acomodar dentro das
cavidades da proteina rigida. A Fig. 33A mostra a pose mais estavel do 3-MB e as
interacBes com trés residuos de aminoacidos no sitio I. Sendo eles, ARG257, TYR150 e
ILE290. A energia de estabilizacao foi de -39,47 kcal/mol.

A partir da conformacdo de energia mais baixa do 3-MB e dos residuos de
aminoacidos que fazem interagdo no sitio-I, os espectros de absorcdo foram simulados
aplicando a metodologia DFT (veja M&M para detalhes computacionais). A Fig. 33B
mostra 0s espectros UV-Vis calculados do 3-MB sozinho e junto com os residuos de
aminoacidos. Como mostrado, um pequeno aumento de intensidade com maximo em
torno de 320 nm foi obtido, consistente com o espectro experimental. Em suma, a
interacdo do 3-MB na cavidade da proteina pode estar por tras da alteracdo de suas

propriedades fotofisicas e consequente efeito na quimioluminescéncia do AMPPD.
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Figura 33. Docking molecular e espectro simulado por DFT de 3-MB no sitio | de HSA. A) Pose de
energia mais baixa de 3-MB e sua interacdo com residuos de aminoacidos no sitio I. B) Espectros
simulados de 3-MB na presenca e auséncia de aminoacidos. A figura inserida mostra o espectro de
diferenga (3-MB+ARG257+TRY150+ILE290) menos 3-MB.
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4.6 - Conclusao

AMPPD é um substrato quimioluminescente comumente usado para fosfatase
alcalina. Nossa pesquisa revelou que AMPPD também funciona como um ligante para
HSA, aumentando a emissdo de luz. Descobrimos que esse aumento é causado pela
difusdo de AMPPD desfosforilado para o sitio | em HSA. Dentro da cavidade da proteina,
a quebra de AMPPD produz 3-hidroxibenzoato eletronicamente excitado, que é entdo
cercado por um ambiente hidrofobico, aumentando significativamente a emisséo de luz.
O comprimento de onda da emissdo pode ser modificado pela introducdo de aceitadores
fluorescentes no sistema de reacdo usando transferéncia de energia por ressonancia. Essas
descobertas oferecem novos insights sobre a emissao de luz de AMPPD e tém potenciais

aplicages biotecnologicas.
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5. Capitulo 2 — Estudo de docking molecular

A fim de avaliar a interagéo entre 0o AMPPD e as albuminas, utilizou-se a estrutura
cristalografica da HSA complexada com o ligante acido 5-(2,4-difluorofenil)-2-hidroxi-
benzéico, fig. 34-A, PDB id: 2BXE. O ligante cristalizado possui dois grupos volumosos,
varios grupos funcionais que possibilitam realizar interagdes polares e dimensdes
similares ao AMPPD, fig. 34-B. Além disso, estd ligado nos sitios | e Il. Estas
caracteristicas, a torna adequado para o estudo da interacdo do AMPPD com HSA nos

sitios.

F F B) 0—0
OH (-) -
: ()\
.
o ()/P\\
A) 0
OH

Figura 34. A) representacdo da molécula: &cido 5-(2,4-difluorofenil)-2-hidroxi-benzdico; B) representagao
da molécula do AMPPD.

5.1 — Estudo de interacGes com a proteina HSA

5.1.1 — Interacdes da HSA (sitio 1) com AMPPD

Analises de docking utilizando o programa Gold mostraram que existe a interacdo
do ligante AMPPD com o sitio 1 da proteina HSA, sendo que a energia de interacao
resultou em -61,38 kcal/mol, valor bastante proximo da anergia de interacéo do ligante
cristalizado, acido 5-(2,4-difluorofenil)-2-hidroxi-benzoico, -65,72 kcal/mol obtido por

re-docking.
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Figura 35. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1 da proteina em
azul. B) Ampliacao do sitio 1 com o AMPPD em seu interior, o residuo de triptofano esta representado no
formato sticks.

Na fig. 35-A, é possivel observar a estrutura da proteina no formato de fitas, e em
destaque em azul as fitas dos residuos de aminoacidos que caracterizam o sitio 1 da HSA
e 0 posicionamento do AMPPD, demonstrando visualmente a interacdo do ligante neste
sitio.

Na fig. 35-B é representada a ampliacdo somente das fitas do sitio 1 em um angulo
diferente, possibilitando uma melhor visualizagdo do posicionamento do ligante dentre
do sitio. Nesta mesma ampliacéo foi destacado na fita inferior o residuo do Unico residuo
de triptofano na HSA. Trata-se de aminoacido com propriedade fluorescente e o
responsavel por possibilitar as analises de supressao de fluorescéncia realizadas neste
trabalho. Nota-se que o triptofano se encontra muito proximo ao ligante AMPPD,
corroborando com os resultados praticos, da supressdo de florescéncia do triptofano

conforme maior a concentragdo do AMPPD no meio.



74

Figura 36. Detalhe das interacdes entre 0 AMPPD e o0s residuos de aminoacidos do sitio 1 da HSA, as linhas
tracejadas em verde sdo representacdes das ligaces de hidrogénio, e as em lilds representacdes das
interacBes apolares.

Uma andlise mais detalhada, fig. 36, nos mostra que existem interacdo diretas do
AMPPD com 9 aminoéacidos presentes no sitio I: TYR150, HIS242, ARG257 e LYS199,
GLU292 interagindo por ligacéo de hidrogénio (linhas tracejadas em verde) e LY S195,
ALA291, por interacdes apolares. Observa-se que todos os aminoacidos que fazem
ligacdo de hidrogénio estdo posicionados proximo ao grupo fosfato do ligante, e os
demais aminoéacidos apolares no restante do ligante, que é predominantemente apolar

CcOmo 0 grupo adamantanona e grupo metila.

Analisando as estruturas dos aminoécidos citados acima que fazem ligacdo de
hidrogénio com o ligante, observa-se a presenca de grupos amina em trés deles, um grupo
fenol e um grupo amida que s@o os responsaveis pelas ligacdes de hidrogénio, a tirosina
e a histidina com grupos volumosos aromaticos e ambos com a presenca de 4&tomos
polares nos anéis e cadeia carbdnica pequena. Ja 0os aminoacidos arginina, lisina e
glutamina ndo possuem anéis aromaticos e apresentam cadeias alifaticas entre 0s grupos
polares, dando-lhes carater pouco menos polar e possibilitando também interacfes
apolares. Os residuos dos aminoacidos, tirosina arginina e lisina interagem através de

ligacdo de hidrogénio com o grupo fosfato do AMPPD, ja os aminoacidos histidina e
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glutamina interagem atraves de ligagdo de hidrogénio, de forma mais fraca, com 0s

hidrogénios do grumo metil do AMPPD.

Analisando os aminoéacidos que fazem interaces apolares citados, a lisina, que
também aparece anteriormente fazendo ligacdo de hidrogénio, neste caso sua cadeia
alifatica faz interagdo apolar com o grupo adamantanona do AMPPD, e o residuo de
alanina, apesar de possuir o grumo amina primaria que da o carater polar ao residuo, neste
caso € o grupo metil que faz as interacdes apolares com o grupo diamantanona e com o

anel aromatico através ¢ interacdo m-orbital.

Portanto tais resultados de doking corrobora com os resultados praticos obtidos,
com a supressdo de fluorescencia do residuo de triptofano com a entrada do ligante

AMPPD no sitio 1 da proteina albumina humana.

5.1.2 - Interagfes da HSA (sitio 2) com AMPPD

Os resultados energéticos obtidos através do docking da interagdo do AMPPD com o sitio
2 da proteina albumina humana foram satisfatorios (-15,94 kcal/mol), porém muito menos
favoravel comparado ao resultado de interacdo com o sitio 1 (-61,38 kcal/mol), ou seja, a

interacdo com o sitio 1 é 3,85 vezes mais favoravel que do que no sitio 2.

Figura 37. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2 da proteina em
verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com o0 AMPPD em seu interior.
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Fazendo uma analise visual dos resultados de docking da interacdo da HSA com
o AMPPD no sitio 2 da proteina, fig. 37, observa-se que o ligante esta inserido entre as
fitas em verde da cadeia proteica, que representam os residuos de aminoacidos que fazem
parte do sitio 2. A fig. 37-B, representa somente as fitas do sitio 2 em um outro angulo

mostrando que houve a entrada do ligante do sitio em questéo.

ASN391

Ligagdo de Hidrogénio Interagdes Apolares

Figura 38. Detalhe das interacdes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 1 da HSA, as linhas tracejadas em
verde sdo representacdes das ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interacdes apolares.
A) residuos que fazem ligagdes de hidrogénio. B) residuos que fazem interacfes apolares.

Realizando uma analise mais aprofundada da interacdo, fig. 38, observa-se que ha
trés residuos de aminoécidos que fazem ligagdo de hidrogénio com o AMPPD, e cinco
residuos de amino&cidos que fazem interagcfes apolares, comparando com o sitio 1, onde
cinco residuos de aminoacidos fazem ligacdo de hidrogénio e somente dois fazem
interacbes apolares, ha um carater de interacdo praticamente oposto, sendo o sitio 1
predominantemente polar e o sitio 2 predominantemente apolar, para a interagdo com o
AMPPD em especifico, o que torna a interagdo no sitio 1 mais forte de forma relativa ao
sitio 2. Corroborando com os resultados energéticos tedricos e com os resultados praticos
obtidos em laboratério, onde a supressdo da fluorescéncia do residuo do triptofano no
sitio 1 foi muito mais acentuada comparada com a supresséo da fluorescencia no sitio 2,
com a adicao do ligante AMPPD, conclusdo obtida através de ensaios de competi¢cdo com

as sondas dansiladas especificas para sitio 1 e 2.
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Os residuos de aminoacidos que fazem a interacéo polar no sitio 2 com o AMPPD
sdo, asparagina, serina e arginina, destes trés, somente a arginina participa da interacao

no sitio 1.

Todos os trés residuos de aminoacidos fazem ligacdo de hidrogénio somente com
o0 grupo fosfato do AMPPD, os residuos da asparagina e arginina interagem utilizando os

grupos amina, e a serina o grupo alcool.

As interacOes apolares ocorrem através dos residuos de aminoacidos, leucina,
isoleucina, alanina e valina. Destes quatro aminoacidos a alanina aparece em interacdo
polar no sitio 1 da HSA com o AMPPD e em interacdo m-orbital apolar com o anel
aromatico do AMPPD, também no sitio 1, no sitio 2 este residuo de posicdo 449 aparece

em uma interacdo apolar com seu grupo metila na estrutura diamantanona do AMPPD.

Existem dois residuos do aminoacido leucina participando das intera¢des apolares
no sitio 2, os de posicdo 453 e 387, o primeiro faz dois tipos de intera¢Bes apolares com
seu grupo alifatico, uma interacdo com o anel aromatico do AMPPD e uma interacdo
apolar com o grupo diamantanona, ja o segundo residuo, o de posicdo 387, faz uma

interagdo apolar w-orbital também com o anel aromético do AMPPD.

Os residuos de ILE388 e VAL433 interagem com seus grupos alifaticos, também

com o grupo diamantanona do AMPPD.

5.1.3 - Interagdes da HSA (sitio 1) com AMPPD desfosforilado

Os resultados de anélises energéticas realizadas do programa de docking GOLD,
apresentaram resultados de -64,93 kcal/mol da interacdo do AMPPD desfosforilado com
o sitio 1 da HSA, comparando com o resultado do AMPPD completo para o sitio 1 que
foi de -61,38 kcal/mol, nos mostra que a interacdo do AMPPD desfosforilado € 5,8% mais
favoravel do que a interacdo do AMPPD completo, ndo sendo uma diferengca muito

grande, porém ainda sim mais favoravel.
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Figura 39. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1 da proteina em
azul. B) Ampliacéo do sitio 1 com o AMPPD desfosforilado em seu interior, o residuo de triptofano esta
representado no formato sticks.

Realizando uma analise visual da interacdo do AMPPD desfosforilado com a
HSA, fig. 39, notamos que o ligante entra na cavidade do sitio 1 da proteina, representado

através das fitas em azul, da fig. 39.

| LYs199

Figura 40. Detalhe das interacbes entre 0 AMPPD desfosforilado e os residuos de aminoécidos do sitio 1
da HSA, as linhas tracejadas em verde sdo representacdes das ligacbes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interacdes apolares.
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Realizando uma analise mais detalhadas das interagfes do ligante com a proteina,
fig. 40, notamos uma interacao interessante ocorrendo, a do triptofano, tnico aminoacido
fluorescente, e o Unico na HSA, que se encontra no sitio 1 desta proteina, realizando duas
interagfes com o0 AMPPD desfosforilado, uma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio na
posicdo 3, ou meta, do anel aromatico do ligante, e uma interacdo apolar com o grupo
adamantanona. Cabe aqui relembrar os experimentos realizados anteriormente do 3-MB
e do 4-MB, onde o primeiro apresentou fluorescencia na presenca da proteina, e o
segundo ndo, podendo essa interacdo com o triptofano ser o responsavel por esse
fendmeno, devido ao posicionamento do residuo de aminoacido ser mais proximo a
posicdo 3 do ion de oxigénio, e distante da posicdo 4 deste ion no isbmero 4-MB, como

é possivel de ser observado na fig.40.

Através da simulacdo de docking, foi apontado que o ligante interage com seis
aminoéacidos no sitio 1, sdo eles, TRP150, L1S199, ARG257 polares, e LIS195, ALA291,
LEU238 que fazem interagdes apolares, ou seja, trés interacdes polares e trés apolares,
porém, a arginina possui dois grupos amina fazendo interacdo, também com o oxigénio
na posicdo 3 como o triptofano, corroborando ainda mais com o motivo da diferenca das

posicdes 3 e 4 do anel aromatico do ligante.

LY¥3195

Figura 41. Detalhe das intera¢cdes mdaltiplas do residuo LYS199 com o grupo dioxetano, destacado no
interior do circulo verde.

Outra interacdo forte a ser observada é da LYS199, que faz mais de uma ligacao
de hidrogénio com o grupo dioxetano e a éter adjacente do AMPPD desfosforilado como

é observado na fig. 41. Portanto apesar de existir a mesma quantidade de aminoacidos
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polares e apolares, as interacdes polares ocorrem mais de uma vez, tornando a interagao

predominantemente polar.

5.1.4 - Interagdes da HSA (sitio 2) com AMPPD desfosforilado

Os célculos de energia gerados pela interacdo do AMPPD desfosforilado
interagindo no sitio 2 da HSA no conférmero de menor energia no valor de -22,66
kcal/mol, comparando a energia do AMPPD completo neste mesmo sitio que foi de -
15,94 kcal/mol, observamos que a interacdo do AMPPD desfosforilado é 42,2% mais
favoravel do que o ligante completo no sitio 2, uma diferenca relevante, comparando as
duas situacdes do ligante, porém ambas as interac6es estdo bem menos favoraveis quando

comparadas as intera¢des do sitio 1.

Figura 42. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2 da proteina em
verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com o0 AMPPD desfosforilado em seu interior.

Realizando uma analise visual, é possivel notar que o0 AMPPD desfosforilado
entra no sitio 2 da HSA, representado pelas fitas em verde da fig. 42, posicionando-se no

meio do sitio.
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VAL433

Figura 43. Detalhe das interacfes entre 0 AMPPD desfosforilado e os residuos de aminoécidos do sitio 2
da HSA, as linhas tracejadas em verde sao representacdes das ligacbes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interacbes apolares.

Realizando uma analise mais detalhada da interacdo do AMPPD desfosforilado
com os aminoacidos do sitio 2 da HSA, fig. 43, observa-se que o ligante interage também
com 6 aminoacidos assim como no sitio 1 da HSA. Sdo eles, ARG410, TYR411, LEU407,
VAL433, LEU453, PHE403. Destes seis aminoacidos somente dois fazem ligacdo de
hidrogénio, a ARG410 e a TYR411, porém somente a ARG410 faz trés ligacdes de
hidrogénio, uma com um hidrogénio de seu grupo amina, e duas com os hidrogénios
adjacentes do grupo amina, ainda considerado ligacao de hidrogénio segundo os calculos
de doking, o interessante destas interacdes citadas é que todas sdo feitas com o oxigénio
na posi¢cdo 3 do anel benzénico, 0 que ndo seria possivel com o isémero na posicao 4,
também mostrando a importancia deste isémero utilizado para o incremento da

fluorescencia, apesar de estarmos analisando o sitio menos favoravel.

A TYRA411 também faz mais de uma ligacdo de hidrogénio, interagindo o oxigénio

do éter do aminoacido com dois hidrogénios do grupo éster do AMPPD desfosforilado.

Com excec¢do da tirosina que possui um grupo fenol, a fenilalanina é o Unico
aminoéacido citado até entdo que possui um grupo benzénico volumoso, apolar. No caso
da interacdo do residuo deste aminoacido na posi¢cdo 403 com o0 AMPPD desfosforilado,
0 anel benzénico faz uma interagéo m-orbital com o grupo diamantanona, que é a regido

apolar do ligante.
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Os residuos de LEU407, LEU453 e VALA433, que possuem apenas grupos polares

em suas estruturas, fazem interac6es o grupo diamantanona do AMPPD desfosforilado.

5.1.5 - Interagdes da HSA (sitio 1) com 3-MB

Célculo de docking molecular mostraram que o 3-MB possui interagdo
energeticamente favoravel com o sitio 1 da HSA com um valor -39,47 kcal/mol,
comparando com os dois outros estados do ligante, AMPPD completo, e AMPPD
desfosforilado, este é o ligante menos favoravel dos trés, possuindo valores energéticos

de interacdo respectivamente de -61,38 kcal/mol e -64,93 kcal/mol.

Como foi descoberto neste trabalho que o0 AMPPD entra na HSA desfosforilado,
levando em consideracdo o valor energético de tal ligante, temos que a interacdo do 3-
MB no sitio 1 da HSA é 39,2% menos favoravel energeticamente do que o AMPPD
desfosforilado. Porém para 0 mecanismo da reacéo, inicialmente o mais importante é a
entrada do AMPPD desfosforilado na cavidade, na sequéncia o 3-MB acaba se mantendo
na cavidade, o que causa 0 incremento no rendimento quantico, como ja relatado

anteriormente com 0s experimentos praticos.

Figura 44. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 1 da proteina em
azul. B) Ampliacao do sitio 1 com 0 3-MB em seu interior.
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Analisando a interagdo do 3-MB com o sitio 1 da HSA, fig. 44, visualmente notamos

que o ligante entra no centro do sitio 1 da HSA, representado pelas fitas de cor azul.

ARG257

Figura 45. Detalhe das interacdes entre 0 3-MB e o0s residuos de aminoécidos do sitio 1 da HSA, as linhas
tracejadas em verde sdo representacfes das ligaces de hidrogénio, e as em lilds representacdes das
interacBes apolares.

Uma analise mais detalhada desta interacdo, fig. 45, nos mostra que o ligante
interage com oito residuos de aminoacidos no sitio 1 da HSA, sdo eles: ARG257,
TYR150, ILE290, LEU219, ARG222, PHE223, LEU238, ALA291. Uma grande
quantidade de residuos, destes trés fazem ligacdo de hidrogénio e cinco interacGes
apolares, a mesma quantidade e proporc¢ao de intera¢Ges que o AMPPD completo no sitio
2 da HSA.

Na interacdo do 3-MB, a ARG257 e a TYR150, fazem ligagdes de hidrogénio com
0 oxigénio na posicdo 3 do anel aromatico do 3-MB, a arginina utilizando dois de seus
grupos amina e a tirosina utilizando seu grupo fenol, sendo as interagdes mais fortes dos
oito aminoacidos que participam do processo. Fator importante para explicar a

especificidade da interacdo do 3-MB em comparacdo ao 4-MB com a HSA.

A ILE290 faz duas intera¢Ges com o ligante, uma polar entre sua carbonila e um
dos hidrogénios do grupo éter do 3-MB, considerada ligacdo de hidrogénio pelos calculos

de doking, e outra interacéo apolar entre sua cadeia alifatica e o anel aromatico do ligante.
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A LEU219, ARG222 e a PHE223, fazem interacdes apolares entre com o carbono
do grupo éter do 3-MB, no caso da leucina e da arginina utilizando suas cadeias alifaticas,

e no caso da fenilalanina utilizando seu anel benzénico.

E os residuos de LEU238 e ALA291 utilizam duas cadeias alifaticas para fazer

interacdo apolar com o anel aromético do 3-MB.

Apesar de ser menos favoravel energeticamente a interacdo do 3-MB em
comparacdo ao AMPPD desfosforilado, o primeiro interage com mais residuos de
aminoacidos que segundo, oito residuos interagem com o 3-MB e seis interagem com 0
AMPPD desfosforilado, porém em ambos os casos trés residuos de aminoacidos fazem
ligacdo de hidrogénio com os ligantes. Sendo assim a interagdo do 3-MB com o sitio 1 da
HSA ¢e bem efetiva, justificando o incremento do rendimento quantico encontrado nos

experimentos praticos.

5.1.6 - Interagdes da HSA (sitio 2) com 3-MB

Os célculos de docking mostraram que a energia de interacdo entre 0 3-MB e 0
sitio 2 da HSA ¢é favoravel em -38,82 kcal/mol, muito semelhante a energia encontrada
para o sitio 1 com esse ligante, sendo a interacdo no sitio 2, 1,6% menos favoravel, ou

seja, praticamente iguais energeticamente.

Figura 46. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da HSA destacado o sitio 2 da proteina em
verde. B) Ampliacédo do sitio 2 com 0 3-MB em seu interior.
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Através de uma analise visual, é possivel observar que 0 3-MB entra no sitio 2 da

HSA, representado pelas fitas em verde na fig. 46.

Figura 47. Detalhe das interacdes entre 0 3-MB e 0s residuos de aminoécidos do sitio 2 da HSA, as linhas
tracejadas em verde sdo representaces das ligacOes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das
interacBes apolares.

Identificando os aminoacidos que participam da interacdo, fig. 47, notamos que
apenas cinco aminoacidos participam, 0 menor nimero de todas as analises realizadas.
Os aminodcidos sdo: ASN391, ARG410, PRO384, ILE388 e LEU453, destes, dois fazem

ligacdo de hidrogénio, que sdo a asparagina e a arginina.

Analisando os locais de interacdo, tanto a ASN391 quanto a ARG410 fazem
ligacdo de hidrogénio com o oxigénio na posi¢cdo 3 do anel aromético do 3-MB, a
asparagina através do nitrogénio de seu grupo amida e a arginina através de um
hidrogénio de um de seus grupos amina. Novamente o posicionamento do oxigénio no
anel aromatico sendo importante para interacdo, e normalmente séo as interacdes mais

fortes do ligante com a sitio da proteina em todas as situacdes apresentas.

Os residuos de aminoacidos da PRO384 e ILE388 fazem interacGes apolares com

o carbono do grupo éter do 3-MB, a prolina utilizando a regido apolar de sua cadeia
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heterociclica e a isoleucina utilizando sua cadeia alifatica. E o residuo da LEU453 faz

interacdo apolar utilizando sua cadeia alifatica com o anel aromaético do 3-MB.

Comparando a interacdo do 3-MB do sitio 2 com a interacdo do sitio 1, apesar de
ambas possuirem praticamente a mesma energia, sendo o sitio 2 levemente menos
favoravel, na analise de interacdo com os residuos de aminoacidos, a interacao do sitio 2
aparenta ser muito mais fraca, com trés aminoacidos a menos participando da interacéo e
uma ligacdo de hidrogénio a menos comparado ao sitio 1, o que corrobora com 0s
resultados préaticos, que mostra a intera¢do no sitio 1 sendo muito mais efetiva compara
ao sitio 2 da HSA.

5.2 — Estudo de interacBes com a proteina BSA

5.2.1 - Interacgdes da BSA (sitio 1) com AMPPD

Calculos de docking da interacdo do AMPPD com a albumina sérica bovina, BSA,
foram realizados utilizando o PDB: 40r0, e mostraram que o AMPPD se liga ao sitio 1 da
BSA apesar desta ligagdo ser muito menos favoravel comparado a interagcdo com a HSA,
também no sitio 1, sendo obtido valor energético de -25,11 kcal/mol, comparado com a
HSA para 0 mesmo sitio que foi de -61,38 kcal/mol, a interacdo com a BSA foi 59,1%
menos favoravel energeticamente, o que corrobora com os resultados dos experimentos

praticos realizados.

Figura 48. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 1 da proteina em
azul. B) Ampliacdo do sitio 1 com o0 AMPPD em sua borda.
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Uma analise visual nos mostra que o AMPPD se liga pelo lado de fora do sitio 1
da BSA, interagindo com os residuos de aminoacidos da extremidade do sitio,

representado pelas fitas em azul da fig. 48.

ARG198

Ligacao de Hidrogénio Interagdo Apolar

Figura 49. Detalhe das interacOes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 1 da BSA, as linhas tracejadas em
verde sdo representacoes das ligacdes de hidrogénio, e as em lilas representag@es das interacdes apolares.
A) residuos que fazem ligagdes de hidrogénio. B) residuos que fazem interacGes apolares.

Em uma analise mais detalhada das interacGes da fig. 49, observamos que o
AMPPD interage com oito aminoacidos no sitio 1 da BSA, uma quantidade grande de
interacOes, e apesar de ndo aparentar visualmente, somente 2 residuos de aminoacidos
ndo fazem parte do sitio 1 da BSA, sendo eles a VAL481 e a LEU480, 0s outros seis
aminodcidos fazem parte do sitio 1, sendo eles, ARG194, TYR213, ARG217, LEU197,
ARG198, ARG198.

Destes oito residuos de aminoacidos, trés fazem ligacéo de hidrogénio, a ARG194,
TYR213 e a ARG217. Os residuos de ARG194 e ARG217 fazem ligacdo de hidrogénio
com o grupo fosfato do AMPPD, o residuo 192 faz duas interagdes através de seus grupos

amina, e o residuo 217 faz quatro interacdes, também através de seus grupos amina.

O terceiro residuo que faz ligacdo de hidrogénio é o TYR213, através do
nitrogénio de seu anel também com o grupo fosfato do AMPPD, e de um dos hidrogénios
do anel com o grupo dioxetano do AMPPD. Este mesmo triptofano faz uma interagéo

apolar do tipo m-orbital entre seu anel externo e o anel benzénico do AMPPD.
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Os residuos de aminoacidos LEU480 e VAL481 fazem interagdo apolar com o
grupo diamantanona do AMPPD utilizando suas cadeias alifaticas, a LEU197 também
faz interacdo apolar tanto com o grupo diamantanona como com o anel aromatico do
AMPPD, esta Gltima interagdo do tipo m-orbital, mesmo tipo de interacdo que faz com a
ARG198.

Apesar da interacdo do AMPPD com a BSA ser muito menos favoravel
energeticamente comparada a interacdo com a HSA, as andlises de interacdo ndo
demostram essa diferenca, o grande diferencial é que o AMPPD se encaixa na borda do

sitio, ndo chegando a entrar efetivamente.

5.2.2 - Interagdes da BSA (sitio 2) com AMPPD

Célculos de energia mostraram que o0 AMPPD ndo se liga ao sitio 2 da BSA,
apresentando resultado de +14,63 kcal/mol, o que condiz com os resultados

experimentais.

Figura 50. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 2 da proteina em
verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com o AMPPD em seu interior.

Diferente do sitio 1 da BSA, neste caso o AMPPD entra de fato no sitio 2,

representado pelas fitas verdes na fig. 50.
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LYS413

Ligagdes de Hidrogénio Interagdes Apolares

Figura 51. Detalhe das interacGes entre 0 AMPPD e os residuos do sitio 2 da BSA, as linhas tracejadas em
verde sdo representacdes das ligacfes de hidrogénio, e as em lilas representacdes das interagdes apolares.
A) residuos que fazem ligacOes de hidrogénio. B) residuos que fazem interacfes apolares.

Analisando as interacdes do AMPPD com o sitio 2 da BSA, fig. 51, observa-se
que o ligante interage com dez residuos de aminoacidos no interior do sitio, apesar da
energia global desse processo ser desfavoravel. Os residuos de aminoacidos que
participam dessa interagdo sdo: ASN390, ARG409, LYS413 e SER488 os residuos que
fazem ligacOes de hidrogénio, e PHE402, LEU405, LEU429, VAL432, LEU452 e
ARG484 que fazem interagdes apolares com o AMPPD.

Todos os residuos de aminoacidos que fazem ligacGes de hidrogénio interagem
através de seus grupos amina com o grupo fosfato do AMPPD, os residuos de PHE402,
LEU406, LEU429, VAL432 fazem interacdo apolar com o grupo diamantanona do
AMPPD, a LEUA452 faz interacdo apolar com o grupo diamantanona e com o anel
aromatico do AMPPD, e o residuo de ARG484 faz interagdo apolar somente com o anel
benzénico do AMPPD.

O grande numero de interacdes que o AMPPD faz com os residuos de
aminoéacidos do sitio 2 da BSA néo reflete 0 montante final de energia de interacdo que

faz com que o processo final seja desfavoravel.

5.2.3 - Interagdes da BSA (sitio 1) com AMPPD desfosforilado

Analises de energia de interacao entre 0 AMPPD desfosforilado e o sitio 1 da BSA

nos mostra que a interacdo é favoravel, apresentando valor de -12,47 kcal/mol, a metade
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do valor da interagdo do AMPPD completo com o sitio 1 da BSA, o que dificulta a
permanéncia do ligante desfosforilado dentro do sitio para a clivagem deste intermediario
estavel e o incremento de rendimento quantico pela presenca do 3-MB na proteina, como

foi descoberto tal mecanismo ao longo deste trabalho.

Figura 52. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 1 da proteina em
azul. B) Ampliagdo do sitio 1 com o AMPPD desfosforilado em sua borda.

Realizando uma andlise visual da fig. 52, observa-se que o ligante ndo chega a
entrar na cavidade do sitio 1 da BSA, representado pelas fitas em azul, ficando lidado a
extremidade do sitio, praticamente da mesma forma que o AMPPD completo se ligou a

esse mesmo sitio da BSA.
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Figura 53. Detalhe das interacGes entre 0 AMPPD desfosforilado e os residuos de aminoacidos do sitio 1
da BSA, as linhas tracejadas em verde sao representacdes das ligagBes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interacbes apolares.

Em um andlise mais detalhada das interagdes do AMPPD desfosforilado com os
residuos de aminoacidos do sitio 1 da BSA, fig. 53, notamos que o ligante interage com
seis residuos de aminoacidos, sdo eles: TYR213 faz ligacao de hidrogénio se ligando ao
grupo dioxetano através de seu grupo amina e a ARG194 faz ligacdo de hidrogénio com
um hidrogénio do grupo metila do éter do AMPPD desfosforilado, LEU197, LEU480 e
LEU346 que fazem interacbes apolares com o grupo diamantanona do AMPPD
desfosforilado, a VAL342 faz interacdes apolares com o grupo diamantanona e o anel
benzénico do ligante, portanto, dois residuos fazendo ligagdo de hidrogénio e quatro

residuos fazendo interacdes apolares.

Vale ressaltar que dois dos residuos de aminoacidos citados ndo fazem parte do
sitio 1 analisado, sabendo que o sitio 1 abrange os residuos das posi¢Ges 196 a 294,
portanto as LEU346 e LEU480 ndo fazem parte deste sitio, estes integram os residuos do
sitio 2 da BSA, porém a maior parte dos residuos e do sitio 1, o que provavelmente

justifique a interacdo ser favoravel apesar do valou baixo de energia.

Vale salientar nesta interacdo entre 0 AMPPD desfosforilado e o sitio 1 da BSA
que o oxigénio na posicdo 3 do anel benzénico do ligante ndo participa de nenhuma
interacdo com a proteina, 0 que ndo ocorreu em nenhuma das interacdes entre os diversos

estados do ligante e a HSA, portanto devendo ser um fator determinante na forca de
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interacdo, o que corrobora novamente com a auséncia do fendmeno de incremento de
rendimento quantico para o isébmero 4-MB como explorado anteriormente nos

experimentos praticos relatados anteriormente.

5.2.4 - Interagdes da BSA (sitio 2) com AMPPD desfosforilado

Célculos de doking molecular mostraram que 0 AMPPD desfosforilado ndo possui
interacdo energeticamente favoravel com o sitio 2 da BSA, da mesma forma como
ocorreu para o ligante completo para este mesmo sitio, apresentando valor de +15,77

kcal/mol, praticamente o mesmo valor encontrado para a interacao do ligante completo.

Figura 54. A) representacdo no formato de fitas da estrutura da BSA destacado o sitio 2 da proteina em
verde. B) Ampliacéo do sitio 2 com 0 AMPPD desfosforilado fora de seu dominio.

Visualmente é possivel observar que o ligante fica muito fora do sitio 2 da BSA,
representado pelas fitas em verde da fig. 54. Semelhante ao caso do AMPPD
desfosforilado no sitio 1 e do AMPPD completo no sitio 1 da BSA, porém neste caso do

sitio 2 € o0 caso em que o ligante se encontra mais afastado do centro do sitio.
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Figura 55. Detalhe das interac6es entre 0 AMPPD desfosforilado e os residuos de aminoécidos do sitio 2
da BSA, as linhas tracejadas em verde sao representacdes das ligagBes de hidrogénio, e as em lilas
representacdes das interacGes apolares.

Uma anélise mais detalhada das interagbes realizadas entre o AMPPD
desfosforilado e o sitio 2 observa-se que seis residuos de aminoacidos participam da
interagcdo com o ligante, sendo eles: ARG194, LEU197, TYR213, VAL342 LEU346 e
LEU480. Sabendo que os residuos de aminoacidos que fazem parte do sitio 2 vai da
posicdo 391 até a posicdo 495, destes seis aminoacidos citados apenas um faz parte do
sitio 2, o que corrobora com a fig. 55, do ligante fora do sitio, provavelmente por este

motivo é energeticamente desfavoravel.

Dos residuos de aminoécidos citados, 0 TYR213 e ARG194 fazem ligacdo de
hidrogénio com o AMPPD desfosforilado, ambos os residuos pertencentes ao sitio 1 e
ndo ao 2 que esta sendo analisado neste momento, somente relembrando a técnica
utilizada para esses calculos de docking no programa GOLD, o ligante de interesse é
rodado, calculado, na mesma posic¢éo de um ligante cristalizado neste caso no sitio 2, e
mesmo assim neste caso 0 AMPPD desfosforilado néo fez interagdes com os residuos de

aminoacidos deste sitio. Os demais residuos fazem interagdes apolares com o ligante.

Novamente o oxigénio do anel aromatico do AMPPD desfosforilado ndo faz

nenhuma interagdo com os residuos de aminoacidos da BSA.



Tabela 1. Resumo das energias de interagdo dos ligantes com a proteina HSA, unidade de medida kcal.mol-1.

HSA AMPPD AMPPD destf. 3-MB
Sitio 1 -61,38 -64,93 -39,47
Sitio 2 -15,94 -22,66 -38,82

Tabela 2. Resumo das energias de interacdo dos ligantes com a proteina BSA, unidade de medida kcal.mol-1.

BSA AMPPD AMPPD desf.
Sitio 1 -25,11 -12,47
Sitio 2 +14,63 +15,77
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Nas tabelas 1 e 2 é possivel notar a grande discrepancia de interacdo que existe

entre os ligantes e as albuminas HSA e BSA, observa-se que albumina humana possui

interagOes mais favoraveis em todas as situagdes estudadas.
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5.3 - Conclusao

Os calculos de docking no programa GOLD corroboraram com todos 0S
resultados obtidos nos experimentos praticos, sendo de grande valia para mostrar se as
interacdes eram energeticamente favoraveis, e quais as posicGes exatas de interacdo das
diferentes situacdes do ligante AMPPD dentro dos sitios das proteinas HSA e BSA,
ajudando também a mostrar a importancia do posicionamento do oxigénio do anel
benzénico do AMPPD na interacdo do ligante dentro do sitio, sendo provavelmente um
fator determinante no incremento do rendimento quantico causado pela interagdo do 3-
MB com a proteina HSA, justificando o principal fenémeno observado de aumento de

luminescéncia do AMPPD na presenca da HSA.
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