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RESUMO

A proteina presente no plasma sanguineo e conhecida como albumina humana possui ind-
meras funcdes fisioldgicas e propriedades como o transporte de farmacos e metabdlitos na
corrente sanguinea. Neste sentido, quando se estuda as caracteristicas farmacocinéticas de
um novo farmaco, entre as propriedades estudadas, busca-se elucidar a capacidade de li-
gacdo do mesmo nha albumina e caracterizar o sitio de ligacdo da mesma. Neste projeto,
estudamos as caracteristicas espectroscopicas e biofisicas do corante vermelho Congo (VC)
como potencial sonda para caracterizagdo dos sitios de ligacdo da albumina e caracteriza-
¢ao de agregados amiloidais. Os ensaios de supressao de fluorescéncia e dicroismo circular
induzido (ICD) revelaram uma forte associacéo entre VC e a albumina de soro bovina (BSA).
Ensaios de deslocamento de sondas fluorescentes e alteragdo do espectro de ICD revela-
ram que o corante VC pode se ligar nos sitios | e Il da BSA. Agregados proteicos com carac-
teristicas de fibrilas amiloidais foram preparados por aguecimento da BSA a 70°C e caracte-
rizados por fluorescéncia de tioflavina-T e espalhamento de luz Rayleigh. Observamos um
deslocamento no sinal de ICD do VC ligado aos agregados. A monitoragéo do sinal de ICD
em funcdo do aumento de temperatura revelou uma tipica curva de alteracdo de fase da
proteina. Considerando que, quando presente, um sinal de ICD pode ser bastante especifico
e nao sujeito as influéncias espectrais dos compostos presentes, propomos que esta técnica
espectroscopica possa ser utilizada para auxilio na elucidagéo de sitios de ligacdo da albu-
mina e estudos da formacgéo de agregados amiloidais em proteinas. Estudamos também as
caracteristicas espectroscopicas e biofisicas do ligante divanilato de metila (DV) como po-
tencial sonda para caracterizacdo dos sitios de ligacao da albumina e caracterizacdo de
agregados amiloidais. Combinado com os testes experimentais foram realizados os estudos
de docking molecular da interagdo DV e albumina. Os ensaios de supressao de fluorescén-
cia e dicroismos circular revelaram uma forte associacdo entre DV e as proteinas HSA e
BSA. Os estudos deslocamento de ligantes e alteracéo do sinal de ICD do DV demostraram

gue o DV é capaz de se ligar a mais de um local de ligacao da albumina, sitios | e I, no en-



tanto, ndo foi possivel distinguir em qual sitio estaria mais propenso a ocorrer a ligagdo. A
monitoracdo do sinal de ICD do DV em funcdo da temperatura revelou uma alteracdo na
estrutura da proteina quando submetida a um aumento de temperatura que levou a perda da
capacidade de ligacdo ao DV, como demostrado pela perda total do sinal de ICD do DV.
Contudo esses resultados ndo permitem o uso do mesmo como um indicativo analitico de
formagdo de agregados amiloidais, como apresentado para o vermelho Congo. Os estudos
termodinamicos e docking molecular indicaram que as forcas de interac6es predominantes

entre DV e as proteinas séo interacdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio.

Palavras-chave: Fluorescéncia; Dicroismo Circular Induzido; Vermelho Congo; Albumina;

Divanilato de metila; Proteinas Amildides.



ABSTRACT

The protein present in blood plasma and known as human albumin has countless
physiological functions, including transporting drugs and metabolites in the bloodstream. In
this regard, when studying pharmacokinetic characteristics of a new drug, between the
properties studied, it is common to elucidate its binding capacity in albumin and to
characterize the binding site of the drug. In this project, we studied the spectroscopic and
biophysical characteristics of Congo Red (CR) dye as a potential probe to characterize the
albumin binding sites and amyloid aggregates. The fluorescence quenching tests and
induced circular dichroism (ICD) showed a strong association between CR and bovine serum
albumin (BSA). Displacement tests of fluorescent probes and change in the ICD spectrum
revealed that the CR dye may bind to sites | and Il of BSA. Protein aggregates with features
of amyloid fibrils were prepared by heating the BSA at 70 °C and characterized by thioflavin-
T fluorescence and Rayleigh light scattering. We observed a shift in the ICD signal CR
connected to the aggregates. When monitoring the ICD signal as a function of temperature, a
typical phase change curve was obtained. Considering that, when present, an ICD can be a
quite specific signal and not subject to spectral influences of the compounds, we proposed
that this spectroscopic technique could be used to aid in the elucidation of the binding sites
of the albumin and for the studies of the formation of amyloid aggregates in proteins. We
have also studied the spectroscopic and biophysical characteristics of the methyl divanylate
(DV) ligand as a potential probe for the characterization of albumin binding sites and the
characterization of amyloid aggregates. Combined with the experimental tests, molecular
docking studies of the DV interaction and albumin were conducted. Fluorescence
suppression and circular dichroism tests revealed a strong association between DV and the
HSA and BSA proteins. The study of ligands displacement and alteration of the DV ICD
signal have demonstrated that DV is capable of binding to more than one albumin binding
site, sites | and Il, however, it was not possible to distinguish in which site it would be more

prone to binding. The monitoring of ICD signal DV as a function of temperature revealed an



alteration in the protein structure when subjected to an increase in temperature which led to
loss in DV’'s binding capacity, as demonstrated by the total decrease of ICD signal DV.
However, these results do not allow the use of ICD signal DV as an analytical indicative of
amyloid aggregate formation, as presented for Congo red. The thermodynamic studies and
molecular docking have indicated that the predominant interacting forces between DV and

proteins are hydrophobic interactions and hydrogen bonds.

Keywords: Fluorescence; Induced Circular Dichroism; Congo Red; Albumin; Methyl

Divanylate; Amyloid Protein.
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1 INTRODUCAO

A albumina sérica humana (HSA do inglés human serum albumin) é a proteina mais
abundante nos fluidos do corpo. E o principal determinante de pressdo osmética coloidal no
plasma e modulador da distribuicdo do fluido entre os compartimentos do corpo. Tem a
capacidade de transportar drogras e nutrientes pelo corpo e também contribui para
manutencao do pH do sangue (NAKASHIMA, et al., 2018; ANEJA, et al., 2018; QIAN, et. al.,
2018). Sua estrutura contém trés dominios helicoidais-o estruturalmente homélogos. Cada
um dos trés dominios globulares é dividido em dois subdominios, que sdo chamados
subdominios IA, IIA, IB, IIB, llIA e llIB. Sua estrutura também pode ser dividida em regibes,

denominadas sitios de ligacao, os quais estado divididos de acordo com a afinidade de seus

ligantes: sitio |, localizado no subdominio IIA (preferéncia por anions heterociclicos
pequenos); sitio Il, localizado no subdominio IlIA (preferéncia por acidos carboxilicos
aromaticos); sitios lll, localizado no subdominio IB. Os principais sitios de ligagdo para

farmacos estdo localizados na cavidade hidrofébica do subdominio A e IlIA, sdo
respectivamente os sitios | e || (SCHENFELD; RIBONE; QUEVEDO, 2018; LING, et al.,
2018; KABIR, et. al., 2016). O sitio | € normalmente conhecido como sitio de ligagdo ao
farmaco warfarina (subdominio Il A), mas também possui afinidade por piroxicam e
fenilbutazona. O sitio Il € conhecido como sitio de ligacdo aos benzodiazepinicos
(subdominio Il1A) que tem alta afinidade por diazepam e ibuprofeno, entre outros, que se liga
preferencialmente a acidos carboxilicos aromaticos pequenos (NAKASHIMA, et al., 2018;
YAMASAKI, et. al., 2017; SCHENFELD; RIBONE; QUEVEDO, 2018). A habilidade de uma
droga se ligar a albumina é de fundamental importancia, pois afeta a sua distribuicao,
excrecao e velocidade de metabolizacdo no organismo. Pode afetar também a atividade
farmacologica de muitas drogas, promovendo alteragdes metabdlicas em alguns ligantes,

bem como a estabilidade e a toxicidade de acidos e de corantes pode ser significativamente



afetada como resultado da sua ligagdo com a HSA (VENTURINI, et. al, 2017;
SANCATALDO, et. al.,, 2014; ZHU, et. al.,, 2018). Portanto, quando se estuda as
caracteristicas de uma nova droga, parametros como a constante de ligacdo, o niumero de
sitios de ligacdo e a determinacdo do sitio de ligagdo no qual a droga se liga séo
normalmente avaliados (SURYAWANSHI, et. al., 2016; VASCONCELOS; XIMENES, 2015).
Outro assunto abordado nesta dissertacao € a agregacao de proteinas e sua caracterizagao.
A agregacao de proteinas e deposicao de fibras amildides no cérebro ou em outros tecidos
sdo a causa parcial de pelo menos 20 doencas diferentes. Entre elas destacam-se doenca
de Alzheimer, doenga de Huntington, doenga de Parkinson, Esclerose Lateral Amiotréfica,
diabetes tipo Il e doencas pridnicas, sendo cada doenga associada a uma proteina em
particular. (MUKHERJEE; SOTO, 2017; MUKHERJEE, et. Al.; 2016; KAHL, et. Al., 2017).

A importdncia em se caracterizar afinidade e sitios de ligacdo de potenciais
farmacos em albumina, bem como o uso dessa proteina como modelo de estudo dos
fendbmenos quimicos e fisicos que levam a formacao de agregados amiloidais, tem levado a
constante busca por novos métodos analiticos para suas caracterizagdes. Uma dessas
técnicas € o uso de vermelho Congo (VC); um tradicional corante usado para caracterizagao
microscopica de fibras amiloidais em biopsia de tecidos (REICHHARDT, et. al., 2015;
DUTTA, et. al., 2016; GIRYCH, et. al.; 2016). Nesta tese exploramos o uso do VC e do
divanillato de metila (DV) como potenciais sondas nao sé para caracterizagao de fibras
amiloidais, mas também para caracterizac&do de sitios de ligacdo em albumina. A inovacéo
deste trabalho foi utilizar o fendmeno da indugao de quiralidade no VC e DV quando os
mesmos se ligam na albumina, o que levou ao surgimento de sinal de dicroismo circular
especifico para a interagado. Através desse sinal analitico propomos uma nova metodologia
para se estudar a formacdo de agregados amildides em albumina. Buscamos também
demostrar como este sinal analitico se comporta quando ligantes de sitio I, Il e Ill se ligam a

proteina.



2 OBJETIVO

Estudar as caracteristicas espectroscépicas e biofisicas da interacdo do corante
vermelho Congo (VC) e do composto bifenilico divanilato de metila (DV) com as proteinas
albumina bovina (BSA) e albumina humana (HSA). Por meio desses estudos, desenvolver
novas metodologias analiticas para caracterizagcdo de sitios de ligacdo da proteina e

agregados amiloides.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Albumina

Sendo biomoléculas de maior diversidade estrutural e funcional nos seres vivos, as
proteinas sado frequentemente alvos de estudos. Entre estas, destacamos a albumina,
devido ao importante papel que desempenha no transporte de acidos graxos, metabdlitos e
de uma grande variedade de drogas (CURRY, et al., 1998; ERCELEN et al., 2005). A
albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo, sendo altamente soluvel e
muito estavel, de tal modo que, atualmente ela € a mais extensivamente estudada entre as
proteinas (SONO, et. al., 2013). Possui diversas funcoes fisioldgicas e propriedades, tais
como: o controle da pressao osmoética do sangue e o transporte e distribuicdo de varias
substancias enddgenas e exdgenas, como hormdnios, aminoacidos, ions metalicos, drogas,
entre outras (YAMASAKI, et. al.,, 2013; YANG, et.al., 2014). Estas propriedades sao
possiveis devido a presenga de varios locais de ligacao especificos em sua estrutura. Eles
sdo mais bem caracterizados para a albumina do soro humano (HSA do inglés human
serum albumin) e de albumina do soro bovino (BSA do inglés bovine serum albumin), que
sao frequentemente utilizadas como um modelo de proteina (BAL, et. al., 2013; BERTUCCI;
DOMENICI, 2002). A estrutura quimica da albumina pode ser alterada por alguns processos
especificos (oxidacao, glicagdo), levando a rapida eliminagao e catabolismo. A sua excregao
no corpo humano é realizada por diversos componentes, entre eles, o leite, suor, lagrimas e
saliva. Contudo, a maior fonte de perda & principalmente a partir do espaco intravascular
pela degradacdo dos 6rgdos de maiores dimensdes, tais como a pele e os musculos

(SONO, et. al., 2013; ARROYO, et. al., 2014).



3.1.1 Estrutura Molecular e Propriedades Quimicas

As albuminas presente em diferentes espécies de mamiferos mostram muita
semelhancga entre suas propriedades fisico-quimicas. Por exemplo, albuminas do soro (sem
fatores de coagulacido) ou de plasma sanguineo (contém soro e fatores de coagulacao),
bovina (BSA) e humana (HSA) possuem 76% de semelhangca em suas sequéncias de
aminoacidos (MICHNIK, et. al., 2006; HUANG, et. al., 2004).

Tanto a BSA quanto a HSA possuem apenas um residuo de cisteina livre (Cys-34)
que desempenha um papel importante na sua atividade antioxidante. Possuem 17 ligagbes
de dissulfeto formadas por 34 residuos de cisteina que servem para estabilizar a albumina,
ajudando a manter a estrutura terciaria. A BSA é composta por 583 aminoacidos, sendo 20
grupos de tirosina e possui dois residuos de triptofano envolvidos na sua fluorescéncia, Trp
134, que esta localizado no subdominio IB e Trp 212, localizado no subdominio IlIA. Ja a
HSA é constituida por 585 aminodacidos, sendo 17 grupos de tirosina e possui apenas um
residuo de triptofano, Trp 214 localizado no subdominio IIA, como representado na Figura 1
(ARROYO, et. al.,, 2014; BERTUCCI; DOMENICI, 2002; SURYAWANSHI, et. al., 2015;

YEGGONI, et. al., 2014; RAZA, et. al., 2017).



Figura 1 - Estrutura da HSA e BSA indicando as localizagées aproximadas dos triptofanos: Trp 214,
212 e 134 (Obtida e adaptada do Protein data bank (ID:1e78 e 3v03)).
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A estrutura secundaria da HSA é altamente helicoidal, constituida aproximadamente
por 67% de a-hélices, 23% € cadeia estendida e 10% folha-B. Ja sua estrutura terciaria
possui a forma semelhante a de um coracéo. As interacdes hidrofébicas entre as hélices
conferem maior estabilidade a estrutura da proteina (ARROYO, et. al., 2014; BERTUCCI;
DOMENICI, 2002). A HSA é constituida por uma unica cadeia polipeptidica ndo glicosilada
que contém 585 residuos de aminoacidos com um peso molecular de 66.500
Da. (YAMASAKI, et. al., 2013; BAL, et. al., 2013; YANG, et.al., 2014). A BSA é a proteina
mais abundante no sangue bovino (Concentragao de 50 mg/ml) e possui estrutura similar a
HSA com uma cadeia polipeptidica simples de 583 residuos de aminoacidos.

Devido a similaridade, BSA tem sido aplicada como um modelo de proteina em
muitas investigagdes. O estudo da BSA fornece uma boa analogia frente a HSA em relagao
aos métodos de purificagao, descri¢cdo das propriedades fisico-quimicas, bem como analise
estrutural e modelagem matematica (YARI; SAEIDIKHAH, 2015; OLESZKO, et. al., 2018;
POOR, et. al.,, 2014). Segundo (BERTUCCI, 2002) a albumina possui uma elevada

porcentagem de aminoacidos ibnicos, acido glutdmico e lisina, que conferem uma
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solubilidade relativamente elevada para a proteina. A Albumina é uma proteina que possui
fluorescéncia intrinseca, sendo a razido dessa fluorescéncia a existéncia de trés
aminoacidos aromaticos com propriedades fluorescentes, fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e

o triptofano (Trp), apresentados na Figura 2 (LI, et. al., 2015).

Figura 2 — Estrutura molecular da fenilalanina, tirosina e triptofano.
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A BSA possui dois residuos de triptofano envolvidos na sua fluorescéncia (Trp 134
e Trp 212) e a HSA apenas um (Trp 214). Como o teor de aminoacidos acidos superam os
basicos, a albumina apresenta carga negativa em pH 7, mesmo possuindo uma estrutura
bem estabilizada, como consequéncia do elevado numero de residuos acidos e basicos em
seu interior. Sdo também conhecidas por sofrerem diversas alteragdes conformacionais nas
regidbes de pH ente 2 a 5, onde sofrem isomerizagbes reversiveis, causando prejuizos na
interacao e no transporte de outras moléculas. Dependendo do pH, a HSA pode assumir a
forma expandida (E) em pH inferior a 2,7. Em pH entre 2,7 e 4,3 sofre transigdo para a
forma F, caracterizada pelo aumento da viscosidade e solubilidade baixa em meio aquoso.

Em pH entre 4,3 e 8 sofre transicao para forma normal (N). Acima de pH 8 muda sua



conformagao para a forma basica, caracterizada pela perda de a-hélice e um aumento da

afinidade para alguns ligantes (FANALI et al., 2012; KING, 1973; MARTINEZ et al., 2013).

Figura 3 - Isomerizagdo conformacional da BSA. pH 4.3 — transi¢cdo forma normal (N) para forma fast
(F). pH 2,7 — Forma fast (F) para a forma estendida (E) (Ferreira, 2009).

FoomaN pH4,3 FormaF pH 2,7 FormakE

A Figura 4 representa a estrutura da albumina que é composta por trés dominios,
sendo eles, | (residuos 1-195), Il (196-383) e Il (384-585) de tamanhos semelhantes
dispostos em forma de coracéo formados por a-helices, com dimensdes de 80 x 80 x 30 A.
Devido a semelhanca estrutural, cada dominio pode ainda ser dividido em subdominios A e
B, que sao compostos de quatro e seis a-hélices, que tém relevancia funcional e definem os
locais de ligagbes de muitos ligantes a albumina. As interacbes entre dominios e
subdominios também podem contribuir de forma significativa para a estabilidade da
molécula de HSA (TIMERBAEYV, et. al., 2006; ARROYO, et. al., 2014; SUGIO, et. al., 1999;

YANG, et.al., 2014).



Figura 4 — Estrutura da albumina indicando a subdivisdo em dominios (I-lll) e subdominios (A e B) e
as localizagdes aproximadas dos sitios de ligagdo (Obtida e adaptada do Protein data bank
(ID:1e78)).

Sitio |

Estudos iniciados por Sudlow e colaboradores (1975 e 1976), utilizando um método
de deslocamento de sonda fluorescente, demonstraram a presenca de dois locais de ligacdo
especificos de drogas, isto é, sitio | e o sitio | em HSA (YAMASAKI, et. al., 2013; YANG,
et.al., 2014). Estes sitios de ligacdo foram determinados por varios parametros cristalografi-
cos e estdo localizados em cavidades hidrofébicas em subdominios IIA e IlIA, respectiva-
mente. (TIMERBAEV, et. al., 2006). Apesar dos relatos de diversos sitios em HSA, os locais
mais importantes sdo comumente conhecidos como sitios de Sudlow | e Il que sdo encon-
trados em subdominios IlA e IlIA, respectivamente (ARROYO, et. al., 2014). O Sitio | que
esta localizado no subdominio II1A € denominado como o local de ligagao a varfarina. Drogas
gue se ligam fortemente ao sitio | sdo geralmente acidos dicarboxilicos e/ou moléculas hete-

rociclicas volumosas de carga negativa, como varfarina, fenilbutazona, azapropazo-
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na. Estudos de cristalografia dirigidos ao sitio | de HSA demonstraram que este € maior do
gque o sitio Il, com uma regido grande e flexivel e é pouco seletivo. O sitio Il esta localizado
no subdominio IlIA e é composto por todas as seis hélices de subdominio IlIA e por isso é
topologicamente semelhante ao sitio | (subdominio IIA). Embora, assim como o sitio I, que
compreende também uma cavidade hidrofébica em grande parte pré-formada com caracte-
risticas distintas, existem diferencas significativas entre os sitios | e I, sendo o sitio Il menos
flexivel e mais seletivo. De acordo com a estrutura cristalina de HSA, o sitio Il € uma cavida-
de em grande parte apolar e uma Unica parte polar dominante. Arranjo de caracteristicas
polares e apolares é consistente com as estruturas tipicas de drogas sitio I, que sao acidos
carboxilicos aromaticos com um grupo acido carregado negativamente numa extremidade
da molécula que é separada por um centro hidrofébico. FArmacos como diazepam, diclofe-
naco, naproxeno e ibuprofeno, sdo exemplos de drogas que se ligam ao sitio Il. O sitio Il foi
proposto como sendo um local menor ou mais estreito do que o local | porque as moléculas
grandes raramente se ligam ao sitio Il (ARROYO, et. al., 2014; GHUMAN, et. al., 2005; YA-
MASAKI, et. al., 2013; BERTUCCI; DOMENICI, 2002). A Figura 5 apresenta a estrutura cris-
talina da HSA complexado com varfarina e ibuprofeno, ligantes de sitio | e Il, respectivamen-

te.
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Figura 5 - Estrutura cristalina da HSA complexada com (a) varfarina e (b) ibuprofeno (Obtida e
adaptada do Protein data bank (ID:2bxd e 2bxf) e YAMASAKI, et. al., 2013).

a) Ligacao da varfarina ao sitio | b) Ligagao do diazepan ao sitio Il

3.1.2 Interagao de Drogas com Albumina

Uma das propriedades mais interessantes da albumina é a sua tendéncia em ligar-
se a uma grande variedade de compostos organicos, entre eles varios corantes, metabdlitos
e medicamentos comumente usados. Muitos destes compostos aparentemente ligam-se
competitivamente ao mesmo local primario da molécula, sendo os compostos hidrofébicos
anidnicos os mais fortemente ligados a albumina. Uma grande quantidade de artigos vem
sendo escritos sobre a natureza e localizagdo destes sitios de ligagcdo. O estudo dos sitios
de ligagdo tem um papel fundamental no estudo da eficacia e velocidade da entrega de
drogas pelo organismo (CURRY et al., 1998; ERCELEN et al., 2005; KING, 1973;

BERTUCCI; DOMENICI, 2002).
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Drogas tais como a varfarina, ibuprofeno e diazepam, que séo ligantes de albumina,
sdo usadas com mais frequéncia em estudos. Estas drogas podem ligar-se a diferentes lo-
cais da albumina e, embora tendam a interagir principalmente com sitios de Sudlow | e
Il. Considerando a elevada concentracdo de albumina no plasma, a afinidade de ligagao de
qualquer droga a albumina é um dos principais fatores que determinam a farmacocinética
destes medicamentos, seu tempo de vida e disponibilidade em varios tecidos (ARROYO, et.
al., 2014; YANG, et.al., 2014).

Dada a sua elevada estabilidade, a HSA possui uma meia-vida longa no plasma, de
cerca de 19 dias. Durante este tempo relativamente longo a sua estrutura quimica pode ser
alterada por oxidagdo, bem como por glicosilacdo ndo-enzimatica, entre outras modificacdes
irreversiveis. O acumulo dessas modificacdes tem sido associado a patologias especificas,
tais como a cirrose e diabetes (ARROYO, et. al., 2014; SONO, et. al., 2013).

Em geral, as drogas tém duas formas em circulacao, ligadas ou néo ligadas as pro-
teinas. As drogas nao ligadas podem passivamente difundir através das barreiras constitui-
das por células endoteliais para os 6rgdos, onde sdo metabolizadas, podendo ser a excre-
cdo biliar ou de filtragéo no rim ou ainda podem ser distribuidas intracelularmente através de
sistemas de transporte especificos. A ligacdo de muitas drogas a albumina pode ser afetada
por outras drogas que competem pelo mesmo sitio especifico da molécula, consequente-
mente o aumento da fracdo livre pode conduzir a alteracdes na farmacocinética e farmaco-
dindmica. Da mesma forma, a ligacdo entre HSA e muitas drogas em pacientes pode ser
alterada por estados de doenca, devido ao aumento de substéncias endégenas que compe-
tem pelos sitios de ligacdo. Somente as moléculas livres da droga interagem para produzir
efeitos terapéuticos. Neste sentido, compreender a farmacocinética e atividade farmacoldgi-
ca de uma droga em um estado de doenga € importante e Util em termos de proporcionar
aos pacientes medicamentos eficazes (YAMASAKI, et. al., 2013; YANG, et.al., 2014).

A albumina liga-se a um grande numero de compostos enddgenos e exdgenos
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relativamente insolUveis e uma grande variedade de drogas, facilitando o seu transporte ao
longo do corpo. Os farmacos que se ligam a albumina com afinidade elevada geralmente
podem interagir com um ou dois sitios especificos da proteina. No entanto, uma elevada
afinidade da proteina reduz a concentracéo livre do farmaco, de modo que uma elevada
afinidade para proteinas pode ser uma vantagem ou uma desvantagem para a sua eficacia,
dependendo da droga e do objetivo. Mudangas na ligagao as proteinas sdo frequentemente
discutidos com base neste conceito local de ligagdo. Deslocamento competitivo entre as
drogas que partilham o mesmo local de ligacdo € um exemplo tipico. Tal conhecimento de
locais de ligacao de drogas € uma das questdes importantes para a analise do mecanismo e
efeito farmacologico (PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008; YAMASAKI, et. al., 2013).

Grande variedade de técnicas bioquimicas sao aplicadas para a determinagao dos
parametros de ligacdo dos farmacos a albumina e para a caracterizacao da interacao de
droga nos locais de ligagao, tais como dialise de equilibrio, biocromatografia, ultrafiltracao,
ultracentrifugagdo, biossensores Opticos e técnicas espectroscopicas, fluorescéncia,
absorgdo na regidao UV-visivel e dicroismo circular. H4 uma aplicagdo muito importante da
técnica de fluorescéncia, que € a sondagem de interagbes moleculares dentro dos locais de
ligagdo com o uso de sondas fluorescéntes. Com base na analise detalhada dos espectros
de fluorescéncia e com o auxilio de técnicas resolvidas no tempo e de polarizagdo com
estas sondas a informagéo sobre a locais de ligagao, polaridade e flexibilidade estrutural
podem ser obtidas (ERCELEN et al, 2005; GHUMAN, et. al.,, 2005; PISTOLOZZI

BERTUCCI, 2008; BERTUCCI; DOMENICI, 2002).

3.2 Amiloidose

O termo "amildide" foi originalmente usado para descrever agregados protéicos

associados a algumas doengas. Surgiu devido a algumas de suas propriedades que se
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assemelhavam as do amido (amilose). Hoje em dia, sabe-se que esta substancia ndo é a
base de carboidratos, no entanto continua a usar-se o termo amiléide por razdes histéricas
(DOBSON, 1999; DUBEY, et. al.,2014; KREBS, et. al., 2005). E usado para descrever
muitas condi¢des clinicas: desordens de origem diversa onde o desnovelamento total,
parcial ou mau enovelamento de proteinas tem um papel fundamental no desenvolvimento
da patologia. Esses processos podem levar a formagéo de agregados soluveis ou insoluveis
e ainda a formacao de fibras amiléides de proteinas, que possuem formas de natureza
fibrilar bem definida. As patologias associadas a deposi¢cdo extracelular de amildide
denominam-se por amiloidoses (MARCON, et. al., 2006; SUNDE, 1997; KREBS, et. al.,
2005).

A agregacao de proteinas € sem duvida a manifestagdo mais comum e preocupante
da instabilidade da proteina, pois esta relacionado com pelo menos 20 doencgas diferentes.
(DOMIKE; DONALD, 2009; LOVEDAY, et. al., 2012; WANG, 2005). Estas patologias podem
ser classificadas segundo a localizacdo dos depdésitos de amildides no corpo humano.
Podem ser divididas em dois tipos principais: amiloidoses localizadas e amiloidoses
sistémicas. Amiloidoses sistémicas, em que os depdsitos sdo encontrados em diversos ou
na maioria dos 6rgéos e tecidos, e amiloidoses localizadas, varias proteinas que, em sua
conformagao nativa, se organizam em fibras amiléides e sdo funcionais, no caso em que os
depdsitos sao confinados apenas a um 6rgao ou tecido especifico (SUNDE, 1997; SUGA,
et. al., 2012)

Existem trés tipos principais de amiloidose sistémica: Primario (AL), o mais comum,
secundaria (AA) e hereditaria (ATTR). A amiloidose primaria ocorre independentemente de
outra doenga, quando a medula 6ssea produz muitas proteinas que se acumulam na
corrente sanguinea e, finalmente, sdo depositados em varios 6rgéos. Ja a amiloidose
secundaria pode se desenvolver devido a uma infecgdo cronica ou doenga inflamatéria,

resultante de outra doenca. A amiloidose hereditaria ocorre quando se herda um gene
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anormal, que causa a producao de proteinas que tem o potencial de formar amildide (SUGA,
et. al., 2012; DESPORT, et. al., 2012; MEJIA;ALVARADO, 2013).

Surpreendentemente, até agora, foram encontradas aproximadamente 30 proteinas
capazes de formar agregados. Apesar da variedade de proteinas (B-amildide que levam a
patologias graves, incluindo algumas bem conhecidas, tais como a lisozima e transtirretina,
0s quais tém dobras nativas e caracteristicas Unicas, as fibras amiloidais em que eles séo
encontrados nos estados de doenca sdo extremamente semelhantes em sua aparéncia

geral (DOBSON, 1999; SUNDE, 1997; DUBEY, et. al., 2014; SILVA, et. al., 2010).

3.2.1 Estrutura das Fibras Amiloidais

Por um longo periodo achava-se que a capacidade de formar fibras amildides era
caracteristica de um grupo especifico de proteinas, em grande parte aos observados em
estados de doencga, e que estas proteinas possuem caracteristicas de seqléncias
especificas que codificam a estrutura do nucleo amiléide. Hoje é conhecido que a
capacidade para formar amildide ndo € uma peculiaridade de um pequeno grupo de
proteinas e estas proteinas nao estdo somente associadas as doengas. A capacidade de
formar amildide € uma propriedade genérica das cadeias polipeptidicas, sendo assim, esta
capacidade pode facilmente ser explicada pelo fato de que as ligagdes intermoleculares que
estabilizam este material envolvem o esqueleto do peptideo, o que € comum para todas as
proteinas (LOVEDAY, et. al., 2012; DOBSON, 1999; XIE, et. al., 2014)

Técnicas como analise por microscopia electrbnica, difracdo de raios-X,
espectroscopia de infravermelho ou através de sondas, tais como o vermelho Congo ou a
tioflavina-T, permitiram uma melhor compreenséo da estrutura de fibras amildides de varias
proteinas associadas a diversas patologias (DOBSON, 2004; LAI, et.al., 1996; KHURANA,
et. al., 2005).

Pode-se afirmar que as estruturas das fibras amiloides sao altamente organizadas



(efetivamente cristais unidimensionais), originadas pela polimerizacdo de diferentes
proteinas apresentam entre si propriedades semelhantes, podem ser constituidas por mais
de um filamento elementar, designados protofibrilas ou protofilamentos. Todas as fibrilas
amiléides tém comprimento variavel, ndo ramificado, de 70 a 120 A de diametro (SUNDE;
DOBSON, 2004).

Geralmente, a agregagdo de proteinas leva a perda da estrutura terciaria, no
entanto, contém quantidades significativas de estruturas secundarias. O teor de folha-
aumenta apds a agregagao enquanto as estruturas a-hélice parecem ser menos propensas
a formar agregados. Isto pode ser devido a um momento de dipolo mais forte de a-hélices
diferente das folhas-B (WANG, 2005). Possui uma estrutura rica em folha- cruzada, com
periodicidade estrutural que tem origem na sua estrutura contorcida, na qual as cadeias
polipeptidicas formam cadeias-8 orientadas de forma paralela entre si na perpendicular ao
eixo maior da fibra, resultando numa série de folha-B que se propagam ao longo da fibra.

(SUNDE, 1997; FREIRE, et. al. 2015; UVERSKY; FINK, 2004; KREBS, et. al., 2005).

3.2.2 Mecanismo de Agregacéao de Proteinas

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre o mecanismo detalhado de processos
associados as proteinas cresceu significativamente através do progresso na biologia celular
(DOBSON, 2004). As proteinas estao presentes na maioria dos processos importantes nos
sistemas biologicos exercendo uma diversidade de fungdes vitais. Apds a sua sintese nos
ribossomos, a proteina entra no reticulo endoplasmatico e € auxiliada por chaperonas, que
impedem a agregacao das espécies dobradas de forma incorreta. Cada proteina organiza-
se numa estrutura tridimensional especifica para ser capaz de desempenhar a sua fungéo
bioldgica. A proteina corretamente enovelada é secretada a partir da célula e funciona
normalmente no seu ambiente extracelular. Sob certas condi¢des, a proteina se desenrola,

pelo menos parcialmente, podendo resultar na formagéao de fibrilas e outros agregados que
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se acumulam no tecido. Para explicar a base molecular da formacao de fibrilas amiléides,
tem sido proposto que a fibrilagdo pode ocorrer quando a estrutura rigida nativa de uma
proteina é desestabilizada, favorecendo desdobramento parcial e culminando na formacéao
de uma conformagdo parcialmente desdobrada (DOBSON, 1999; DOBSON, 2004
UVERSKY; FINK, 2004). A Figura 6 apresenta um possivel mecanismo de formacao de
fibras amildides por uma proteina globular. N, | e U referem-se a nativa, parcialmente
dobrada (intermediario) e estados desdobrados da proteina, respectivamente. QC refere-se
ao mecanismo de controle da qualidade que evita proteinas dobradas imcompletamente de
serem secretadas a partir do reticulo endoplamatico e RE refere-se ao reticulo

endoplasmatico (DOBSON 1999).

Figura 6 - Representagdo esquematica do possivel mecanismo de formagéo de fibrilas amildides por
uma proteina globular (Adaptado de: DOBSON 1999).
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O processo de formacao de fibras amildides e intermediarios envolve escape das
vias de enovelamento de proteinas ou perturbagdo da estrutura nativa. Uma via de
enovelamento/desnovelamento e formagédo de fibras amildides de proteinas € mostrada
esquematicamente em funcéo da energia livre de Gibbs e hidratacdo (Figura 7) (SILVA, et.

al., 2010).
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Figura 7 - Representagcdo esquematica do desdobramento de proteinas em fungdo da energia livre
de Gibbs e hidratagado (Adaptado de: SILVA, et. al., 2010).
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A Figura 7 mostra a energia livre da proteina em funcao de seu enovelamento. As
proteinas desdobradas (no topo da figura) tem elevada entropia conformacional e sao
altamente hidratadas. A medida que as proteinas evoluem no “funil’, as espécies
intermediarias tornam-se mais estruturadas. Algumas proteinas enfrentam uma bifurcacao,
levando a conformagdes metaestaveis, que, dependendo das condicbes do meio podem ser
conduzidas a isoformas dobradas incorretamente (misfolded) e espécies agregadas (SILVA,
et. al.,, 2010). O mecanismo de amiloidogénese € ainda alvo de alguma controvérsia, mas
normalmente envolve a formacgao de oligbmeros de estruturas misfolded levando a formagéao
de fibras amildides. Inicia-se com a associacao intermolecular de proteinas através das
respectivas regides hidrofébicas expostas, segundo um mecanismo de nucleagado seguido
de um mecanismo de crescimento, dando origem a oligoméricos soluveis. A nucleagao é
traduzida por uma fase inicial (lag phase) que corresponde ao tempo necessario para a
formagao de um intermediario de nucleacao amiloidogénico. No entanto, com a amplificacao
desses agregados chega-se a uma situacdo em que se atinge o respectivo limite de
solubilidade e ocorre a deposicdo das fibras insoluveis (DOBSON, 2004; BHANK, et. al.,

2009; WOOD, et. al., 1999).
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3.2.3 Inducéo de Agregacao em Proteinas

O estudo dos mecanismos de agregacdo de proteinas através da indugdo de
agregacdo € extremamente dtil para uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares de amiloidose associados as doengas (JANSEN, et. al., 2005). Diversas
técnicas podem ser usadas para a indugao da agregacao, dentre elas estao a formacao de
ligacdo de dissulfeto, vias de reticulagcdo ndo-dissulfeto, reacdo de maillard e a oxidacéo,
entre outras, que modificam a proteina formando a agregacao (WANG, 2005). Agregacao de
proteinas pode ser induzida por uma variedade de fatores externos. Esses fatores ou
condi¢cbes podem desestabilizar o estado dobrado, estabilizar o estado desdobrado, ou
favorecer a formacao de intermediarios (WANG, 2005; MARCON, et. al., 2006). Entre esses
fatores, a temperatura é provavelmente o mais comum em afetar a agregacéo de proteinas.
Agregacao induzida termicamente produz fibrilas em muitas proteinas. As proteinas se
desdobram acima de determinadas temperaturas, o aumento da temperatura aumenta a
velocidade de agregacao das proteinas, aumentando as freqiiéncias de colisao molecular e
interacbes hidrofdbicas, e normalmente é um processo irreversivel (WANG, 2005; BATZLI;
LOVE, 2015). Outro fator critico € o pH da solugéo, que pode afetar fortemente a taxa de
agregacao de proteinas (MARCON, et. al., 2006; BATZLI; LOVE, 2015). A concentragao de
proteinas é outro fator importante na agregagao de proteinas. O aumento da concentragéo
de proteina aumenta em geral a taxa de agregagao. Diversos fatores que também podem
influenciar na agregacdo de proteinas sdao a congelagdo-descongelagéo, liofilizagao,
secagem por pulverizagdo, a reconstituicdo, entre outros (FIELDS, et. al.,, 1992;
COSTANTINO, et. al., 1998; KERWIN, et. al., 1998; ZHANG, et. al., 1995; SARCIAUX, et.
al., 1999). Areversibilidade da agregagao de proteinas € geralmente dependente da fase do
processo de agregacdo. A formagéao inicial de agregados soluveis (nucleacdo) pode ser
reversivel, mas a formagao posterior de agregados insoluveis é geralmente irreversivel

(WANG, 2005).

19



3.2.4 Técnicas Analiticas de Caracterizacdo de Agregados Amildides

Existem diversas técnicas para a monitoragao da agregacao de proteinas. Entre
estes métodos, a maneira mais conveniente de se detectar a formagdo de agregados
insoluveis de proteina €, embora subjetivo, a inspecéo visual. Sob um microscépio, o
tamanho e forma dos agregados de proteina podem facilmente ser determinados, sendo
que, para os agregados menores pode ser utilizado um microscopio eletrbnico (WANG,
2005). Um método instrumental tradicional simples e de monitoracdo da agregacao de
proteina é o método turbidimétrico, que mede a densidade Optica da amostra com base na
dispersao da luz no UV préximo ou regido do visivel, em que as proteinas tém absorgéo
desprezivel. Por conseguinte, este método é geralmente utilizado para a comparagéo do
grau relativo de agregagédo da proteina e ndo para quantificacao precisa (WANG, 2005).
Eletroforese em gel de poliacrilamida é outro método simples e tradicional utilizado para a
determinagdo da agregagédo de proteinas. Agregados ligados por dissulfeto podem ser
facilmente testadas em condi¢gdes reduzidas e nao reduzidas (ARAKAWA,; KITA, 1999;
WANG, 2005; SPEED, et. al., 1996). A espectroscopia de infravermelho também tem sido
utilizada em estudos de desnaturagdo / agregacédo de proteinas (DONG, et. al., 1995;
SAGUER, et. al., 2013).

Ha outros ensaios adequados para a determinacdo da formagédo de agregados
amiloidais. Os depésitos de amildides apresentam propriedades 6pticas especificas, como a
birrefrigéncia quando em contato com algumas moléculas de corante. Por exemplo, as
fibrilas ligam-se ao corante vermelho Congo e causam alteragdes espectrais, um desvio
para o vermelho no comprimento de onda da absorgao de luz do corante vermelho Congo e
de uma birrefringéncia verde-maca caracteristico sob luz polarizada. Ambos os efeitos sao
atribuidos a interagdo da molécula do corante com as cadeias protéicas espacadas
regularmente (VASCONCELOS; XIMENES, 2015; DUTTA, et. al., 2016; MEJIA;ALVARADO,

2013).
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Os ensaios com tioflavina-T (Th-T) também sao frequentemente utilizados como
medidas qualitativas de agregacédo, relacionados ao comportamento de agregagdo de
proteinas (BATZLI; LOVE, 2015). A Th-T, Figura 8, tem uma extremidade hidrofébica com
um grupo dimetilamino ligado a um grupo fenil, ligado a um grupo benzotiazole mais polar. E
um corante fluorescente da familia benzotiazole. Devido a sua especificidade da ligacao as
fibrilas amildides, pode ser aplicada como sonda de fluorescéncia no monitoramento da
agregacao de proteinas. O aumento da fluorescéncia esta associado a formacgéao de folha-3
no agregado. A sua ligacao a fibrilas amiléides é responsavel pelo aumento da emissao de
fluorescéncia a 482 nm (BATZLI; LOVE, 2015; FREIRE, et. al. 2015; LOVEDAY, et. al., 2012;

KHURANA, et. al., 2005).

Figura 8 - Estrutura da tioflavina-T.
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3.3 Vermelho Congo

Em 1883, Paul Bottiger, na tentativa de sintetizar um indicador de pH acabou
descobrindo o Vermelho Congo, que nado precisava de substancias adicionais para fixagéo
em fibras téxteis, pois este corante tingia o algodao simplesmente fervendo o substrato em
uma solugcédo de corante, em unica etapa direta (HILL; LUKIW, 2015; PICCOLI, 2008). Na
época ele trabalhava no Laboratério Quimico de Corantes para Friedrich

Bayer Company em Elberfeld na Alemanha, que nao se interessou pelo projeto, contestando
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sua descoberta. Assim, em 24 de fevereiro de 1884 ele registrou a patente em seu nome,
que apo6s ser emitida vendeu para AGFA (Aktiengesellschaft fiir Anilinfarben Fabrikation),
que comecgou a producgao do corante em 1885 tornando-se um grande sucesso comercial. O
sucesso comercial do VC foi tdo importante que serviu como precedente para o surgimento
de novos corantes, ja que em 1910 ja existiam muitos corantes comercializados com o0 nome
Congo: rubi Congo, azul Congo, brilhante Congo, laranja Congo e marrom Congo
(STEENSMA, 2001).

Na altura de sua descoberta, muitos corantes de anilina sintetizados foram
utilizados para deteccdo de amostras patoldgicas. Ja em 1886 o VC foi aplicado como um
indicador de pH para determinar a producdo de acido no trato intestinal de animais. Em
1922, apos os testes de coloragcido do VC, o médico alemao, Hans Hermann Bennhold, foi o
primeiro a emprega-lo para diagnéstico de amiloidose. Em 1925, Alder e Reimann introduziu
um teste semelhante para examinar a fungdo do sistema reticulo endotelial. Em 1927, o
neurologista belga Paul Divry estudou alteragbes degenerativas no envelhecimento do
cérebro e observou que o VC causava uma birrefringéncia verde-maca quando visto sobre
luz polarizada para fibras amiléides depositadas no tecido cerebral, revolucionando assim as
pesquisas de degeneragdes amildides e tornando o VC a principal sonda para detecgéo de

acumulacgéo de proteinas amiléides (FRIDA; ANISIMOV, 2007; CANGELQOSI, et. al., 1999).

3.3.1 Propriedades Quimicas do Vermelho Congo

O VC (Figura 9) cuja formula molecular € C3,H2NgOsS,Na, € um corante diazo,
téxico. Essa molécula liga-se a lipidios e lipoproteinas e uma gama de outras moléculas,
possui peso molecular 696.66 g/mol, sua estrutura molecular é ilustrado na Figura 9
(BHATTACHARYA, et. al., 2011; KALZAR et al., 2013; HILL; LUKIW, 2015; KLUNK, et. al.,
1989; CANGELOSI, et. al., 1999). Segundo KHURANA (2001) sugere, que a ligacao a

proteinas pode ocorrer através de uma combinagdo das interacbes hidrofobicas e
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eletrostaticas. Seu centro hidrofébico € constituido por dois anéis benzénicos ligados por
grupamentos diazo a duas naftaleno-sulfonaminas que podem estar na forma de um sal
dissédico ou protonadas dependendo do pH do meio. Ja sua parte hidrofilica inclui dois
grupos amino e um grupo sulfato carregado negativamente (a pH neutro) O didmetro da

molécula é de aproximadamente 21 A (2009; ROMHANYI, 1971; WU, et. al., 2012).

Figura 9 — Estrutura molecular do vermelho Congo.
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O VC é um corante sintético aniénico, sendo também anfifilico, soluvel em agua e
em etanol, pouco soluvel em acetona e insoluvel em éter, possuindo um ponto de fusido de
360 °C (WU, et. al., 2012; FORNARI, 2006; BHATTACHARYA, et. al., 2011). Dependendo do
pH o VC apresenta forma chinone em solucao acida e forma sulphonazo em meio basico,
sua cor é alterada para azul em pH abaixo de 3 para vermelho em pH acima de 5 (KALZAR
et al., 2013).

O uso do VC foi interrompido na industria téxtil devido a sua alta toxicidade. E co-
nhecido por ser um inibidor muito potente da RNA polimerase, mas devido as suas proprie-

dades espectroscopicas interessantes, ele ganhou ampla utilizagdo nos estudos investigati-

vos em microbiologia. Apresenta uma estrutura aromatica complexa e tem como proprieda-
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des fisico-quimicas, a estabilidade térmica e dptica, a resisténcia a biodegradacao e a foto-
degradacdo. Seu espectro de UV-Vis mostra uma banda de longo comprimento de onda
centrada proximo de 500 nm e outras bandas perto de 340 nm e 235 nm. Sua absortividade
molar é de aproximadamente 45.000 L mol™ cm™ a 498 nm (ZHANG, et al., 2008; HILL; LU-
KIW, 2015; WOODY, et. al., 1981). E um corante opticamente inativo quando livre, entretan-
to, pode adquirir quiralidade quando ligado a algumas proteinas. Este fenbmeno é também
conhecido como dicroismo circular induzido, apresentando bandas ICD fortes quando ligado

a proteinas (VASCONCELOS; XIMENES, 2015).

3.3.2 Aplicagdes do Vermelho Congo

O VC comegou como um importante e valioso corante que revolucionou a industria
téxtil. Entretanto, devido a sua tendéncia de mudar de cor e devido a sua toxidade,
atualmente ele é pouco utilizado como um corante téxtil (STEENSMA, 2001). Além de sua
aplicagdo como indicador de pH, devido a sua mudanga de cor em pH baixo (vermelho para
azul), ele também é utilizado na determinagcdo da atividade enzimatica, onde sua
descoloragdo em meios de cultura para microorganismos indica a atividade (TEATHER;
WOOD, 1982; YOON, et. al., 2007). E comumente usado na industria de papel e destinado
principalmente para a coloracéo de produtos de papel (BHATTACHARYA, et al., 2011). Mais
de um século apos sua descoberta, sua principal aplicagdo € no auxilio diagndstico em
pacientes com suspeita de amiloidose, na detecgdo histolégica de placas amildides
associadas com diversos tipos de doengas (CANGELOSI, et. al., 1999; KLUNK, et. al., 1989;
WU, et. al., 2012). A proteina amiloidal corada pelo VC adquire uma coloragédo verde-maca
quando observada por microscopia 6ptica e produz uma birrefringéncia esverdeada quando
sobre a luz polarizada, o que caracteriza a presenca de fibras amiléides (ACEVEDO, et. al,

2018; KHURANA, et. al., 2001; HILL; LUKIW, 2015).
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A interacdo entre proteinas amildides e o VC induz uma mudanga caracteristica na
absor¢do maxima de 490 nm a 540 nm. Acredita-se que o mecanismo de interacdo do VC
com fibras amiloidais € dependente da configuragcdo secundaria (folha-B) das fibrilas. A
birrefringéncia positiva induzida pelo VC pode ser explicada pela orientacédo paralela do VC
com as fibrilas e o confinamento fisico resultante da proximidade das cadeias de
polipeptideos. Quando o VC se liga as fibrilas amildides ricas em folha- B, as moléculas VC
adotam uma orientacdo especifica (0 eixo longo das moléculas de VC encontram-se
paralelas ao eixo da fibrila) tornando-se restrito a tor¢cdo, induzindo assim um aumento
caracteristico de absor¢do e um desvio para o vermelho no comprimento de onda de
absorgdo maximo de 490-540 nm. Outro modelo postula o alinhamento do VC paralelo as
cadeias peptidicas e perpendiculares a direcdo da fibrila (KLUNK, et. al., 1989; CARTER;

CHOU, 1998; FRIDA; ANISIMQOV, 2007; WU, et. al., 2012).

3.4 Quiralidade em Compostos Biarilicos

Compostos biarilicos quirais sdo amplamente estudados devido a sua importancia
na quimica de produtos naturais e, como reagentes ou catalisadores em metodologia
sintética (VACHON, et. al., 2007). Existem algumas moléculas que possuem por¢des de
biarilo e apresentam quiralidade intrinseca mesmo nao possuindo centros quirais, que é
uma consequéncia da barreira energética que impede a livre rotacdo em torno da ligagcéo
simples que ligam os anéis arilo. A quiralidade intrinseca destes sistemas resulta da
coplanaridade dos dois anéis fenila ou arila e leva a interagcbes repulsivas entre os
substituintes na posigao orto e ortho’, e é, assim, evitada (HABERHAUER, et. al., 2013).

A isomeria causada pelo bloqueio da rotacdo interna em torno de uma ligagcéo
simples é denominada atropoisomerismo. Esse termo vem da palavra grega atropos, onde
“a” significa ndo e “tropos” que significa virada. E atribuido a um tipo de estereoisomerismo

caracteristico de sistemas onde a rotagao livre em torno de uma ligagao simples é impedida,
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produzindo uma barreira energética suficientemente elevada, de modo a permitir o
isolamento ou simplesmente a deteccdo dos diferentes rotdmeros, chamados
atropoisémeros (SILVERMAN; HOLLADAY, 2014; BRINGMANN, et. al., 2005; MIKAMI, et.
al., 2005).

Os primeiros exemplos de atropoisomerismo se referiam exclusivamente a
compostos biarilos, e, portanto, atropoisomerismo é também chamado isomerismo bifenila
(MIKAMI, et. al.,, 2003; BRINGMANN, et. al., 2005). Este tipo de isomeria axial é
caracterizada pela atividade o6tica promovida por um eixo de ligacdo, ndo necessitando que
a substancia apresente carbono assimetrico como elemento de quiralidade. O fenbmeno foi
observado pela primeira vez por Christie e Kenner em 1922, apds a resolugdo dos
atropoisdmeros do acido 6,6'-dinitro-2,2'-difénico (Figura 10), os quais ndo se mostraram

interconversiveis a temperatura ambiente (GUO, et. al., 2014; BRINGMANN, et. al., 2005).

Figura 10 — Atropoisdémeros do acido 6,6’-dinitro-2,2’-difénico.
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O grau de bloqueio estérico promovido pelos grupos em torno do eixo quiral esta
relacionado com a estabilidade dos diferentes atropoisdmeros (SILVERMAN; HOLLADAY,
2014). Dependendo da dinamica do comportamento, os bifenilos s&o divididos em sistemas
tropos e atropos (MIKAMI, et. al., 2005). Se os dois enantibmeros podem ser isolados a 300

K, eles sdo chamados atropos. Normalmente, os sistemas atropos sao biarilos com
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substituintes nas posi¢des orto e orto' e uma barreira de rotagao superior a 93 kd/mol e
apresentam quiralidade intrinseca mesmo n&o possuindo centros quirais. Derivados de
bifenilo com pequenos substituintes na posi¢édo orto e orto’ e que possuem rotagao livre em
torno do eixo sdo chamados tropos. Devido a baixa energia de rotacado da barreira em torno
da ligacdo C-C que liga as duas unidades de fenil, o isolamento de um unico conférmero
nao é possivel, assim essa conformacéao € instavel, ndo apresentando quiralidade intrinseca
(HABERHAUER, et. al., 2013; WANG, et. al., 2010; VACHON, et. al., 2007). Um exemplo
muito importante de biarilos atropos € o composto BINOL (Figura 11) e os seus derivados

que encontram ampla aplicagdo na sintese assimétrica e catélises (HABERHAUER, et. al.,

2013).
Figura 11 — Sistema biarilo (1) atropos (2-3) tropos (HABERHAUER, et. al., 2013)
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3.5 Vanilato de Metila

Os antioxidantes sao substancias que podem eliminar os radicais livres e ajudar a
minimizar a incidéncia de danos provocados pelo estresse oxidativo, bem como manter o
equilibrio redox celular. Para este fim, houve um crescente interesse no uso terapéutico de
antioxidantes no tratamento de doengas associadas ao estresse oxidativo
(AMIN;SHAH;KIM, 2017).

O acido vanilico foi associado a uma variedade de atividades farmacoldgicas, mas
tornou-se mais popular pelo seu agradavel odor cremoso (GITZINGER, et.al., 2011). Estes
compostos sao geralmente considerados seguros e sao ultilizados como fragrancias e
aditivo alimentar, sdo amplamente utilizados como agentes aromatizantes em produtos
alimentares tais como sorvete, bebidas, pastelaria e confeitaria, e sdo conhecidos por terem
atividade antimicrobiana em uma ampla gama de bactérias e leveduras (YEMIS, et. al.,
2011). O acido vanilico tem sido associado a multiplas atividades farmacoldgicas, como a
inibicdo da atividade do veneno de cobra, carcinogénese, apoptose, inflamagcdo e
antioxidantes. Seus mecanimos antioxidantes incluem atividade de eliminagdo de radicais
livres, reducao de poténcia e inibigao da peroxidacao lipidica. O acido vanilico exerce efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes especificos que regularam o processo neuroinflamatério
(AMIN;SHAH;KIM, 2017; GITZINGER, et.al., 2011).

Do ponto de vista biolégico, os derivados ésteres do acido vanilico foram menos
estudados, mas alguns achados indicam que esses compostos também poderiam ser Uteis,
€ o caso do vanilato de metila (4-hidroxi-3-metoxibenzoato de metila), um agente
aromatizante, Figura 12, € um antioxidante cristalino de cor branca, peso molecular 182,175
g Mol™, e possui formula molecular CgH1,O, E a forma oxidada da vanilina e encontra-se em
concentracdes elevadas em baunilha e em Angelica sinensis, uma planta utilizada na
medicina tradicional chinesa (GITZINGER, et.al., 2011). O vanilato de metila mostrou forte

efeito inibitério sobre a degranulacdo mediada por antigeno em células de leucemia
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basofilica de ratos (ISHIMATA, et al, 2016). Também resgatou a perda déssea femoral
trabecular ou cortical nos camundongos ovariectomizados sem induzir quaisquer alteragdes
significativas de peso ou anormalidade no tecido hepatico quando administrado oralmente

(CHA, et al. 2014).

Figura 12 — Estrutura molecular do vanilato de metila.
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3.6 TECNICAS EXPERIMENTAIS APLICADAS NESTE ESTUDO

3.6.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

A luminescéncia é a emissdo de luz de uma substancia e ocorre a partir de um
estado eletronicamente excitado, dependendo da natureza do estado excitado é dividido em
duas categorias, fluorescéncia e fosforescéncia (FEREJA; HYMETE; GUNASEKARAN,
2013). O estado mais estavel que uma molécula pode permanecer (estado fundamental) é
caracterizado pela configuragdo de menor energia que seus elétrons podem ocupar. O
estado excitado, que sdo energias acima do estado fundamental, que podem ser acessados
absorvendo energia (fétons) que elevam a energia dos elétrons a estados quanticos
excitados e menos estaveis. Apos a excitacdo dos elétrons ocorre a relaxacao vibracional,
que leva ao retorno do elétron ao nivel de menor energia vibracional. A molécula pode
continuar perdendo energia até que o elétron retorne ao estado fundamental ou o elétron
pode emitir a diferengca de energia na forma de radiacdo. Quando essa fotoemissao
depende do estado quantico singleto da molécula é chamado fluorescéncia e quando
depende do estado quéantico tripleto € denominado fosforescéncia. Fluorescéncia € o nome
dado a essa emissdo e tera sempre uma energia menor que a energia de excitacdo da
molécula (LAKOWICZ, 1999; LAKOWICZ, 2010; FEREJA; HYMETE; GUNASEKARAN,
2013). O processo de formacao e desativacdao dos estados excitados dos atomos e
moléculas podem ser convenientemente representados através do diagrama de Jablonski.
Neste diagrama as energias relativas dos estados envolvidos assim como 0s processos de
desativagao radiativos e nao radiativos sdo mostrados (Figura 13) (DAVIDSON, 2009;

DRUMMEN, 2012).
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Figura 13 - Diagrama de Jablonsk ilustrando os diversos niveis de energia e suas transigdes. (S0)
estado fundamental de singleto, (S4) primeiro estado excitado singleto, (S,) segundo estado excitado
singleto (Adaptado de LAKOWICZ, 2010).
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No fendmeno de fluorescéncia, os elétrons sdo mantidos emparelhados mesmo no
estado ativado, o que ocasiona um tempo de vida curto, em torno de 10 segundos. Quanto
a fosforescéncia, o tempo de vida na fase excitada é maior devido a inversdo do spin do
elétron promovido, fazendo com que este apresente menor energia, tempo de vida maior, ou
seja, maior que 10°® segundos. Os demais processos n&o radiativos apresentam taxa de
transicdo em torno de 107"? segundos. Sdo eles: Relaxacdo vibracional, cruzamento
intersistemas, conversao externa e interna (FEREJA; HYMETE; GUNASEKARAN, 2013;
OMARY; PATTERSON, 2017). A espectroscopia de fluorescéncia € um método analitico
simples, nao destrutivo, ndo-invasivo e relativamente barato, o qual pode ser utilizado para a
analise de compostos fluorescentes a baixos niveis de concentragcdo, proporcionando
informacdes sobre a estrutura, formulagao e estabilidade (PIS, et. al., 2011). A fluorescéncia
baseia-se em dois fendbmenos: absorgdo e emissao. A absorgdo de luz que promove a
excitagao eletrbnica, ou seja, os elétrons da molécula sdo excitados e transferidos de

orbitais moleculares do estado fundamental para orbitais ligantes e antiligantes do estado
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excitado. E a emissdo de radiacdo quando o elétron excitado regressa ao seu estado
fundamental, emitindo ou nao radiagao, por determinados grupos presentes nas moléculas,
os fluoroforos (espécie quimica capaz de absorver radiagao eletromagnética). Dado que
nem toda energia é absorvida e se perde em forma ndo radiante, a luz emitida sempre
apresenta um comprimento de onda superior ao da luz absorvida. A eficiéncia da emissao é
dada pelo rendimento quantico, que é a razdo do numero de fotons emitidos pelos
absorvidos. Os processos ndo radiativos que geralmente competem com a emissdo de
radiacdo € a supressao, que resulta da interacao das espécies fluorescentes com outras
espécies presentes em solugdo e também pela perda de energia vibracional por parte das
moléculas excitadas e relaxagao vibracional (DEMCHENKO, 2015; LAKOWICZ, 2010; PIS,
et. al., 2011).

A intensidade da fluorescéncia é determinada por uma técnica analitica e obtém-se
como resultado de uma representacéo grafica do espectro de emissdo da intensidade de
fluorescéncia em fungdo do comprimento de onda. E uma técnica muito sensivel devido a
capacidade de se detectar o sinal proveniente de moléculas quando excitadas por um
comprimento de onda especifico e muito sensivel a pequenas concentracbes. Também é
bastante seletiva, pois o sinal de fluorescéncia coletado é caracteristico para cada molécula
em estudo. As variacdes no sinal representam mudang¢as no caminho percorrido durante o
decaimento do estado excitado e podem indicar transformacdes sofridas pela molécula
(DRUMMEN, 2012; SHAHZAD; EDETSBERGER; KOEHLER, 2010; DEMCHENKO, 2015).
Experimentos de fluorescéncia podem informar dados sobre posi¢cao espectral das bandas,
rendimento quantico dos fluoréforos e anisotropia estatica. Contudo, esses dados dependem
das interagdes com o meio, constante dielétrica, polaridade e indice de refragao, interagdes
com espécies presentes no meio, pH, efeitos térmicos e alteragdo de viscosidade ou
concentragao (DRUMMEN, 2012; KAROUI; BLECKER, 2010; LAKOWICZ, 2010).

Em proteinas a fluorescéncia se origina dos seus aminoacidos aromaticos
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fenilalanina, tirosina e triptofano, sendo que cada proteina apresenta varios residuos
diferentes e, uma vez que o ambiente de cada um é distinto, as propriedades espectrais de
cada residuo sao geralmente diferentes. A fluorescéncia devido ao triptofano é
particularmente a mais importante, pois apresenta maior rendimento quantico, emitem em
um maior comprimento de onda (330-350 nm). As mudancgas nos espectros de proteina
podem indicar transigdes conformacionais, associacdo de subunidades, unido de ligantes,
desnaturagao e todos os fendmenos que podem alterar o entorno dos anéis inddlicos do
triptofano (LAKOWICZ, 2010; DEMCHENKO, 2015).

Os espectros de fluorescéncia podem ser obtidos de trés modos: emissao,
excitagdo e varredura sincronizada (LAKOWICZ, 2010; RAO, 1991). A emissado ocorre em
maiores comprimentos de onda que a radiagcao de excitacdo. Os espectros de emissdo sao
obtidos medindo-se a intensidade relativa da radiacdo emitida como uma fungao do
comprimento de onda mantendo-se constante o comprimento de onda de excitagdo (RAO,
1991; PATRA; MISHRA, 2002).

Os espectros de excitagdo sao obtidos medindo-se a intensidade relativa de
emissao num comprimento de onda fixo, enquanto o comprimento de onda de excitagcao é
varrido. Nos espectros de excitagdo as bandas ndo sdo da mesma intensidade que os de
emissao, pois a eficiéncia de conversao da energia de excitagdo a energia de emissao nao é
igual para o processo de absor¢do que originam cada banda no espectro (RAO, 199;
PATRA; MISHRA, 2002).

Os espectros de varredura sincronizada sado obtidos através da medida da
intensidade de fluorescéncia enquanto simultaneamente sdo varridos os comprimentos de
onda de excitagdo e emissdo, mantendo-se constantes a diferenca de comprimentos de
onda entre eles, isto é: AN = Ay — Aex. Quando essa diferenga é usada, esta técnica pode
aumentar a intensidade de alguns picos, aumentando a sensibilidade (PATRA; MISHRA,

2002; JI, et. al., 2015; CHEN, et. al., 2003; PIS, et. al., 2011). E um meio simples e eficaz
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que pode fornecer algumas informagdes sobre a alteracdo do micro-ambiente molecular. Na
fluorescéncia sincronizada quando os valores de AA s&o estabilizados a 15 nm a
fluorescéncia sincronizada revela informacao caracteristica dos residuos de tirosina, quando
AN séo estabilizados a 60 nm a fluorescéncia sincronizada revela informacéo caracteristica
do microambiente entorno dos residuos de triptofano (PAUL, et. al., 2013; HOU, et. al., 2015;

JI, et. al., 2015).

3.6.2 Supresséo de Fluorescéncia

A supressao de fluorescéncia é uma ferramenta muito importante que permite obter
informagdes sobre processos bioquimicos envolvendo moléculas, macromoléculas e
agregados supramoleculares (KAROUI; BLECKER, 2010; DEMCHENKO, 2015). O
quenching ou supressao de fluorescéncia é a reducdo da intensidade de fluorescéncia, que
pode resultar de varios processos, supressao colisional ou dindmica, supressao estatica,
transferéncia de energia, transferéncia de elétrons, etc. Destacando-se como principais os
processos de supressao estatica e dindmica (SHAHABADI, et. al., 2015; SOARES, 2005;
KIM; SAVIZKY, 2013). A supressao colisional ocorre quando o supressor e o fluoréforo
colidem durante o tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, ou seja, ocorre quando os
fluoréforos do estado excitado sdo desativados apds contato com alguma outra molécula, o
qual é chamado quencher ou supressor (KIM; SAVIZKY, 2013). A supressdo estatica
consiste na formacdo de um complexo nao fluorescente entre o fluoréforo e o supressor
(LIU, et. al., 2015; SHAHABADI, et. al., 2015). Uma forma de quantificar a supresséo

estatica ou dindmica é pela equacgao de Stern-Volmer:

% :1+qu0[Q] :1+ksv[Q] (1)
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Onde F e F, sdo intensidades de fluorescéncia no estado estacionario na presenga e
na auséncia do supressor, K, € a constante de supressao de Stern-Volmer, K, € a constante
de supressao bimolecular, t; € o tempo de vida sem a supressao e [Q] é a concentragao do
supressor. Os graficos de supressdo normalmente sdao mostrados em graficos Fo/F em
funcdo de [Q], pois, se espera que a razdo Fy/F tenha uma dependéncia linear com a
concentracao do supressor (LIU, et. al., 2015; RAGHURAMAN; CHATTOPADHYAY, 2004).

Um método eficiente para se distinguir entre os dois processos consiste em estudar a
supressao de fluorescéncia em diferentes temperaturas. Através desse estudo é analisada a
dependéncia dos valores de constantes de supressao em funcédo da temperatura. No caso
do mecanismo estatico, a estabilidade do complexo é diminuida com o aumento da
temperatura e, consequentemente, os valores de constantes de supressao (Ksv) diminuem.
Ja o dindmico o aumento da temperatura, induz o aumento de colisbes entre fluordforo e
supressor, e como conseqiéncia, observa-se o aumento da constante de supressao (LIU,
et. al., 2015; VALEUR, 2001; SOARES, 2005).

Em alguns casos o fluoréforo pode ser suprimido por ambos os processos, dindmico
ou estatico. A caracteristica peculiar do grafico de Stern-Volmer € um grafico com curvatura
para cima. A expressao que descreve esse processo, equacao modificada de Stern-Volmer,

€ dada pela seguinte equagédo (VALEUR, 2001; SOARES, 2005):

%:1+(KD+KS)[Q]+KDKS[Q]Z @)
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3.6.3 Constante de Ligacao

A afinidade de um composto com a albumina é um parametro muito relevante para
o desenvolvimento de novos sensores, e pode ser inferida pelos valores da constante de
ligacdo e pelo numero de sitios ocupados pelo composto na estrutura proteica. Uma vez
definido o processo de supressao, faz se necessario avaliar o grau de interagdo entre a
droga e a proteina. A afinidade de ligagdo é medida calculando-se a constante de ligacao.
Quanto maior a afinidade entre a droga e a proteina, maior sua constante de ligagdo. Um
dos métodos para se calcular essa constante é pelo ensaio de supressao de fluorescéncia
ultilizando a equacao de Stern-Volmer em sua forma logaritima, onde K, é a constante de
ligacdo e n o numero de sitios de ligacdo (SHAHABADI, et. al., 2015; LAKOWICZ, 2010;

LIU, et. al., 2015; VACONCELOS;XIMENES, 2015).

IOg (FO_F)

10

=log Ka + nlog[Q] (3)

3.6.4 Determinacdo dos Sitios de Ligagcdo em Albumina

Um procedimento usual para caracterizagao de sitios de ligagdo € o uso de sondas
fluorescentes, tais como aminoacidos dansilados. Estas sondas fluorescentes foram
propostas por Sudlow e colaboradores em 1975 (SUDLOW, et al., 1976/1975). Elas foram
divididas em dois grupos, sendo elas: aquelas que se ligam ao sitio | e aquelas que se ligam
ao sitio Il da albumina. As que se ligam ao sitio | incluem o acido dansil cisteico, dansil-L-
arginina, dansil-L-glutamina e dansilamina. Para o sitio Il, pode ser usado dansilsarcosina,
acido dansil-alpha-aminobutirico e dansil-L-prolina (WANG, et. al., 2011; PETERS JR, 1995,

XU, et. al., 2012).

36



A larga aplicabilidade dos aminoacidos fluorescentes vem do fato que ao se ligarem
em proteinas, ocorre um aumento significativo do rendimento quantico dos mesmos, o que
serve como parametro analitico para verificacdo da ligagdo. Trata-se de um fendmeno
associado a alteragdo do meio no qual o aminoacido dansilado estd em contato. Ou seja, ao
se deslocar do meio aquoso para o interior da proteina, o mesmo experimenta uma
alteragdo profunda na hidrofobicidade do meio, o que afeta o seu rendimento de

fluorescéncia (SUDLOW, et al., 1976/1975; INOUE, et. al., 2013).

3.6.5 Efeito de Filtro Interno

Um obstaculo importante a utilizacido de métodos de fluorescéncia é a dependéncia
nao linear da intensidade de fluorescéncia com a concentragao da substancia fluorescente.
A absorcao de radiagao pela amostra sofre atenuagao da intensidade ao longo do percurso
optico, tanto da radiacado que incide nos fluoréforos como a radiagdo emitida pelos mesmos,
e pode provocar distorcbes espectrais. Essa atenuagdo aumenta proporcionalmente de
acordo com o aumento da concentragcdo da amostra. Este efeito, conhecido na literatura
como o efeito de filtro interno (EFI), dificulta enormemente o registro de espectros de
excitagdo de fluorescéncia, determinagdo dos pardmetros de ligagdo e constantes de
extingao de fluorescéncia por desativadores externos. Esse efeito depende da capacidade
das amostras de absorver radiacdo e dado que estas nem sempre tem a mesma
absortividade, uma mesma concentragdo em diferentes amostras ira provocar uma
atenuacao da radiagao diferente (FONIN, et. al., 2014; LARSSON, et. al., 2007). O EFI é
dividido em o "efeito de filtro interno primario"”, que é provocada pela absor¢ao de luz de
excitacdao de tal modo que a medida que o feixe de luz atravessa a amostra, a sua
intensidade é atenuada progressivamente devido a sua absorgao, e o "efeito de filtro interno
secundario", onde a amostra é capaz de absorver radiagdo emitida pelos fluoréforos, é

causado pela reabsorgao de fluorescéncia resultando numa diminui¢cdo da intensidade do
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feixe que é detectada pelo detector (FONIN, et. al., 2014; OHNO, 2002).

Assim sendo, para uma comparagao de intensidades de fluorescéncia de bandas
em espectros de diversas amostras € necessario que estes efeitos sejam minimizados ou
corrigidos de modo que as interpretagdes sejam efetuadas de modo correto. Existem alguns
modos de diminuir o EFI, um deles seria a diluigho da amostra, que deve possuir
absorbancia suficientemente baixa. E o processo mais simples, entretanto pode levar a
contaminagcdo da amostra, a perturbagdes quimicas, mudangas na conformacao, ligacao,
solvatagdo e grau de associacdo das moléculas. Outra forma seria correcbes matematicas
que envolvem a medicdo da absorbancia em aparelhos diferentes em que é medida a
fluorescéncia, que propicia a introducdo de erros na analise, pois sdo usadas diferentes
fendas dos monocromadores dos espectrofluorimetros e espectrofotdmetros (FONIN, et. al.,
2014; KAROUI; BLECKER, 2011; LARSSON, et. al., 2007).

A correcao do EFI pode ser feita através de metodologias corretivas matematicas:

Aex.+Aem.

F :F obs.XlO i (4)

corr.

Onde F., é a fluorescéncia corrigida para EFI, Fops. € a fluorescéncia detectada
pelo detector, A € A, S0 absorbancias registradas para um percurso optico de 1 cm, ao
comprimento de onda de excitagdo e emissdo, respectivamente (LAKOWICZ, 2010;

LARSSON, et. al., 2007).

3.6.6 Transferéncia de Energia de Ressonancia de Fluorescéncia (FRET)

Outro processo importante que ocorre no estado excitado é a transferéncia de

energia de ressonancia. Os fenbmenos de transferéncia de energia tém amplas aplicacdes
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no processo de conversdo de energia. Este processo ocorre sempre que o espectro de
emissao do fluoréforo, chamado doador, sobrepbe com o espectro de absorcdo de outra
molécula, chamado receptor. O receptor ndo precisa ser fluorescente. Tal processo de
reabsorcao é dependente em geral da concentragdo do receptor (LAKOWICZ, 2010). De
acordo com a teoria da transferéncia de energia nao radiativa de Foster, a transferéncia de
energia ocorrera sempre que o doador emitir fluorescéncia, o espectro de emissdo do
fluoréforo (doador) sobrepor o espectro de absorcdo de outra molécula (Receptor) e a
distancia entre doador e receptor for menor que 8 nm. Portanto, a FRET depende da
distancia entre a molécula dadora e receptora, bem como a orientagdo dos dipolos de
transicdo do doador e do receptor (SIDDIQI, et. al., 2017). A distdncia em que a
transferéncia de energia é 50% de eficiéncia € chamada de distancia de Forster, a qual &
tipicamente no intervalo de 20-60 A. A eficiéncia de transferéncia de energia (E) para um

par doador-receptor em uma distancia fixa é:

E~1-2—= (5)

Onde F é a fluorescéncia do doador na presenca do receptor e Fg é a fluorescéncia
do doador na auséncia do receptor, r é a distdncia de ligacdo entre doador e receptor, Ry € a
ditdncia critica quando a eficiéncia de transferéncia de energia para o receptor é de 50 %. A

distancia entre doador e receptor pode ser calculada ultilizando a equacéo de Foster:

. 2,4 1/6
R,=0,211(K*n*Q,J) 6)

Onde K ¢é o fator de orientagao espacial, n é o indice de refracdo, Qp é rendimento
quéntico do doador na auséncia do receptor e J € a area da sobreposicdo do espectro de

emissao do doador com o espectro de absorgao do receptor, e pode ser avaliado integrando
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a area espectral de sobreposicdo (LAKOWICZ, 2010). O uso da transferéncia de energia
como um indicador de proximidade ilustra uma importante caracteristica da transferéncia de
energia. Transferéncia de energia pode ser assumida de forma confiavel sempre que o
doador e o receptor estiverem dentro das caracteristicas da distancia de Forster, e sempre
que ocorrer a sobreposicdo espectral adequada. Os valores de Ry podem ser previstos de
froma confiavel a partir das propriedades espectrais do doador e receptor (LAKOWICZ,

2010).

3.7 Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo Circular € uma técnica espectroscopica particularmente util para o estudo
de moléculas quirais e macromoléculas, sobretudo proteinas, mas € no estudo das grandes
moléculas biolégicas, onde encontra suas aplicagdes mais importantes. A sua principal
utiizacdo é na andlise da estrutura secundaria ou conformacdo de macromoléculas,
particularmente proteinas, embora também possa ser usada nos estudos de conformacéao
de peptideos e acidos nucléicos. Como a estrutura secundaria é sensivel ao seu ambiente,
a temperatura ou o pH, o CD pode ser utilizado para observar as alteragdes da estrutura
secundaria com condigcdes ambientais ou de interagdes com outras moléculas. Essa técnica
é amplamente utilizada porque requer amostras de baixa concentragdo (1-10 mg.mL") e
fornece informagbes sobre o efeito dos ligantes adicionados. A informagao estrutural,
cinética e termodinamica sobre macromoléculas podem ser derivadas a partir de
espectroscopia de CD (WALLACE, et. al., 2003; GREENFIELD; 2006; ZSILA; BIKADI;
SIMONYI, 2004).

E uma técnica muito utilizada para determinag&o de estruturas e monitoramento de
mudancgas estruturais de biomoléculas, baseia-se na absorcdo diferencial de luz
circularmente polarizada para a esquerda e para a direita, e é aplicada quando uma

molécula contém um ou mais cromoforos quirais. Nessa técnica a amostra € irradiada por



uma luz circularmente polarizada, que é transformada para luz eliptica se houver diferenca
na absorcao de luz circularmente polarizada para direita (RHCP, da sigla em inglés Right
Hand Circularly Polarized) e luz circularmente polarizada para esquerda (LHCP, da sigla em
inglés Left Hand Circularly Polarized) (MICSONAIA, et. al., 2015; FASMAN, 2010;
GREENFIELD; 2006; KELLY; PRICE, 2000).

Uma molécula que absorve luz circularmente polarizada para esquerda diferente da
luz polarizada para direita é opticamente ativa, ou quiral. As proteinas possuem uma série
de cromoforos que podem dar origem a sinais de CD. Na regido UV distante (240-180 nm),
que corresponde a absorcédo da ligagcdo peptidica, o espectro pode fornecer informagbes
referentes as caracteristicas da estrutura secundaria. Ja a regiao UV proximo (320-260 nm)
reflete o ambiente das cadeias laterais de aminoacidos aromaticos e, assim, fornece
informacdes sobre a estrutura terciaria da proteina (KELLY; PRICE, 2000). Os espectros de
CD sado medidos usando um espectrometro de CD, que permite medir a dispersdo da
rotacdo oOptica que € uma espectroscopia de birrefringéncia circular. Um sinal de CD pode
ser positivo ou negativo, se a luz polarizada circularmente para esquerda € absorvida numa
extensdo maior do que a luz polarizada circularmente para direita (sinal positivo de CD) ou,
em menor escala (sinal negativo de CD) (FASMAN, 2010; KELLY; PRICE, 2000; KELLY, et.

al., 2005).

3.7.1 Dicroismo Circular Induzido

Um efeito interessante surge quando um composto quiral interage com um
composto aquiral. Essas interacdes moleculares entre compostos quirais e aquirais pode dar
origem ao ICD, que é extensivamente utilizado para o estudo da complexagao. O ICD tem
se mostrado ser uma técnica poderosa para os estudos das interagcdes de moléculas
organicas aquirais com solventes quirais para grandes sistemas tais como polimeros,

ciclodextrinas e estruturas supramoleculares como micelas (MATEI, et. al., 2012). A técnica



pode fornecer informacgdes exclusivas sobre eventos supramoleculares, ndo s6 em solucio,
mas também no estado sdlido. Ocorre quando uma substancia quiral é inserida em uma
solugdo aquosa de um composto potencialmente aquiral, ele tornar-se-a quiral decorrente
da localizagao no ambiente da cavidade quiral, essa indugcao é faciimente observada em um
espectro de CD, chamado de fendbmeno de indugéo de dicroismo circular. Este efeito pode
ser atribuido, principalmente, a atividade 6ptica da molécula induzida pela inclusdo em uma
cavidade quiral (VASCONCELOS; XIMENES, 2015; PUYALTO; VIDAL; TERRIZA, 2014;

ALLENMARK, 2003; GAWRONSKI; GRAJEWSKI, 2003).

3.8 Docking Molecular

O docking molecular tem se mostrado uma ferramenta muito util no estudo da
interagdo entre drogras e proteinas. E um método computacional usado no estudo das
interagcdes entre um ligante, geralmente pequeno, e uma macromolécula. Através deste
método € possivel prever a melhor orientagdo do ligante a macromolécula, caracterizar o
comportamento no sitio de ligacdo de uma proteina bem como elucidar processos
bioquimicos fundamentais. Dependendo do método utilizado, também ¢é possivel calcular a
energia de ligacdo e as forgcas intermoleculares que regem a complexagao
(PAGADALA;SYED;TUSZYNSKI, 2017; MENG, et. al., 2011).

No docking molecular, o processo de complexacdo envolve a previsdo da
conformagao, posi¢cao e orientagao do ligante (pose) e a afinidade de ligacdo. Conhecer o
sitio de ligagcao antes do processo de acoplamento aumenta significamente a eficiéncia do
método. Assim, um programa de docking é composto por um método de busca para o
espago conformacional e um método para avaliar a energia de cada conformagao, ou seja,
um algoritmo de busca e por uma funcao de escore. O algoritmo busca as possiveis
conformagdes entre o ligante e a macromolécula e os resultados obtidos sao avaliados pela

funcdo de escore, que avalia cada conformacgao, indicando da melhor a pior conformacao.
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Uma estratégia de encaixe é geralmente escolhida para corresponder ao objetivo e recursos
computacionais disponiveis, e geralmente, a macromolécula é vista como rigida e o ligante
flexivel, pois, sua total flexibilidade seria muito demorada em termos de tempo e recursos, o
que tornaria o método inadequado (YADAVA, 2018; BARTUZI, et. al., 2017; DU, et. al.,
2016).

O constante crescimento em pesquisa e desenvolvimento de métodos de docking
permite estudos cada vez mais avangados, possibilitando uma visdo mais profunda de tais
mecanismos e refletindo a importancia da analise computacional. Sendo assim, o uso da
metodologia de docking molecular combinado com estudos experimentais pode ser uma
abordagem significativa para modelar a interagdo entre um ligante e uma proteina e

entender as mudangas conformacionais que ocorrem (BARTUZI, et. al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Solucdes

Os reagentes e solugbes utilizados neste estudo foram: albumina bovina 98%
(BSA), albumina humana 98% (HSA), vermelho Congo 85% (VC - C3HxoNgNaOeSs),
dansilglicina (DG - C44H16N204S), dansilamida (DNSA - C4;H4N20O,S), ibuprofeno 98%
(Cq3H180,), varfarina (C49gH1604), naproxeno (Ci4H1403), digitoxina 92% (C41HesO13),
fenilbutazona 98% (C9H20N,0), tioflavina-T (Th-T - C47HsCIN,S), taurina bromamina (Tau-
NHBr), acido hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr), metionina (CsH/NO,S),
Cloreto de cobre Il (CuCl,), Cloreto de Zinco (ZnCl,), Sulfato de Magnésio (MgSQO,), fosfato
dibasico de sédio (Na,HPOQ,), vanilato de metila 99% (CgH1004) fosfato monobasico de sédio
99% (NaH,P0O,), dimetilsulfoxido 99% (DMSO - C,HsOS), sulfato ferroso heptahidratado
(FeO,S.7H,0), pentoxido de fésforo (P,Os), sal hidratado de hemimagnésio de Acido 8-
Anilino-1-naftaleno-sulfonato 95% (ANS - Ci6H12MgosNO3S-xH,0) todos fornecidos pela
Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Alcool etilico 99% (C,HsO) fornecidos
pela J. T Baker Chemical Company (Phillipsburg, New Jersey). Hidroxido de sédio 98%
(NaOH) fornecido pela Carlo Erba Reagenti (Rodano, Italia) e acido cloridrico 37% (HCI)
fornecido pela Merck (Darmstadt, Alemanha). Persulfato de potassio 99% (K.S,0s) fornecido

pela Labsynth (Diadema, Sao Paulo, Brasil).

4.2 Preparo de Solugdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. A agua foi pu-
rificada e deionizada em um sistema de purificacdo Milli-Q, M Millipore, Simplicity (Darms-
tadt, Germany). Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram usados tal como forne-

cidos sem purificagédo adicional.
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4.2.1 BSA

Para o preparo da solugdo estoque de BSA 1 mmol L' foram pesados 66 mg de
BSA e diluidos em 1 mL de tampao fosfato 0,05 mol L', pH 7,0 em um tubo de
microcentrifugacao de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluicdes necessarias para cada

experimento.

4.2.2 Dansilglicina

Para o preparo de 5 mL da sonda DG a 5 pmol L™ (massa molar = 308,35 g mol™),
foram pesados 7,7 mg de DG e em um baldo volumétrico de 5 mL, foi adicionado DMSO. E
a partir desta fizeram-se as diluigdes necessarias em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0

mM, para cada experimento.

4.2.3 Vermelho Congo

Para o preparo da solucdo estoque de VC 0,01 mol L foram pesados 8,2 mg de
VC (massa molar=699,66 g mol™) e diluidos em 1 mL de agua deionizada em um tubo de
microcentrifugacao de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluigdes necessarias para cada

experimento.

4.2.4 Tampao Fosfato pH 7,0

Para o preparo da solugdo tampao fosfato 0,05 mol L' em pH 7,0, foram preparadas
solucdes de fosfato dibasico de sédio 0,05 mol L™ (3,55 g em 0,5 L de agua) e de fosfato
monobésico de sédio 0,05 mol L' (3,45 g em 0,5 mL de agua). Em um béquer foram

adicionados 250 mL da solugdo de fosfato monobasico de sédio 0,05 mol L. O ajuste do pH
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foi realizado em um medidor de pH Analyser modelo 300 Digital (S&o Paulo, Brasil),

adicinando-se cerca de 320 mL da solugéo de fosfato dibasico de sodio 0,05 mol L.

4.2.5 Dansilamida

Para o preparo da solugdo estoque de DNSA 5 mmol L™, foram pesados 6,25 mg
de DNSA (massa molar = 250,32 g mol™") e diluidos em 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO), e

a partir desta fizeram-se as diluigbes necessarias para cada experimento em agua.

4.2.6 Ibuprofeno

Para o preparo da solucdo estoque de Ibuprofeno 0,01 mol L™, foram pesados 2,06
mg de ibuprofeno (massa molar=206,28 g mol”) e diluidos em 1 mL de etanol em um tubo
de microcentrifugacédo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluicbes necessarias para

cada experimento.

4.2.7 Varfarina

Para o preparo da solugdo estoque de varfarina 0,01 mol L™, foram pesados 3,08
mg de varfarina (massa molar=308,33 g mol™) e diluidos em 1 mL de etanol em um tubo de
microcentrifugacéo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluigdes necessarias para cada

experimento.

4.2.8 Naproxeno

Para o preparo da solugdo estoque de naproxeno 0,01 mol L™, foram pesados 2,30

mg de naproxeno (230,26 g mol”') e diluidos em 1 mL de etanol em um tubo de
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microcentrifugacao de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluigdes necessarias para cada

experimento.

4.2.9 Digitoxina

Para o preparo da solucdo estoque de digitoxina 0,01 mol L, foram pesados 8,31
mg de digitoxina (massa molar=764,94 g mol") e diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) em um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as

diluicbes necessarias para cada experimento.

4.2.10 Fenilbutazona

Para o preparo da solugdo estoque de fenilbutazona 0,01 mol L™, foram pesados
3,08 mg de fenilbutazona (massa molar=308,37 g mol”) e diluidos em 1 mL de etanol em
um tubo de microcentrifugagdo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.2.11 Divanilato de Metila

Para o preparo da solucdo estoque de DV 0,01 mol L™, foram pesados 3,62 mg de
DV (massa molar=362,36 g mol™) e diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e a partir

desta fizeram-se as diluicbes necessarias para cada experimento.

4.2.12 Vanilato de Metila

Para o preparo da solugéo estoque de V 0,02 mol L™, foram pesados 3,64 mg de
DV (massa molar=182,18 g mol™) e diluidos em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e a partir

desta fizeram-se as diluicdes necessarias para cada experimento.
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4.2.13 Tioflavina-T

Para o preparo da solugdo estoque de Th-T 0,01 mol L™, foram pesados 3,18 mg de
Th-T (massa molar=318,86 g mol™) e diluidos em 1 mL de solugéo tampéo fosfato 0,05 mol
L em pH 7,0 em um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as

diluigdes necessarias para cada experimento.

4.2.14 Acido Hipocloroso, Acido Hipobromoso e Taurina Bromamina

HOCI foi preparado através da diluicao de uma solugédo concentrada de (1,53 mol L
'). O HOCI foi diluido a 0,1 mol L™ em &gua (66 pL de HOCI para 934 pL de agua). HOBr foi
sintetizado através da combinacao de HOCI 0,1 mol L' e NaBr 0,2 mol L' em agua. Tau-
NHBr foi preparado na proporgao 100:1 (taurina:HOBr), pela combinacéo de Taurina 0,5 mol

L™ e HOBr 0,005 mol L™ (950 ulL de taurina 0,5 mol L™ para 50 uL HOBr 0,1 mol L'™).

4.2.15 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

Para o preparo da solugdo estoque de SDS 0,01 mol L™, foram pesados 28,8 mg de
SDS (Massa molar = 288,38 g/mol) e diluidos em 10 mL de agua deionizada, e a partir desta

fizeram-se as diluicdes necessarias para cada experimento.

4.2.16 Cloreto de Cobre |l

Para o preparo da solucéo estoque de Cloreto de cobre Il (CuCl,) 0,2 mol L™, foram
pesados 26,89 mg de CuCl, (massa molar 134,45 g mol”) e diluidos em 1 mL de tamp&o
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 em um tubo de microcentrifugagdo de 1,5 mL e a partir desta

fizeram-se as diluigdes necessarias para cada experimento.
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4.2.17 Cloreto de Zinco

Para o preparo da solugdo estoque de Cloreto de Zinco (ZnCl,) 0,2 mol L™, foram
pesados 27,26 mg de ZnCl, (massa molar=136,3 g mol”) e diluidos em 1 mL de tampao
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 em um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mL e a partir desta

fizeram-se as diluicdes necessarias para cada experimento.

4.2.18 Sulfato de Magnésio

Para o preparo da solucdo estoque de Sulfato de Magnésio (MgSO,) 0,2 mol L™,
foram pesados 24,07 mg de MgSO, (massa molar=120,37 g mol”) e diluidos em 1 mL de
tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 em um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mL e a partir

desta fizeram-se as diluicdes necessarias para cada experimento.

4.2.19 Acido 8-Anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS)

Para o preparo da solugdo estoque de ANS 0,10 mol L™, foram pesados 32,63 mg
de ANS (massa molar=310 g mol™) e diluidos em 1 mL de solugdo tampao fosfato 0,05 mol
L™ em pH 7,0 em um tubo de microcentrifugacdo de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as

diluicbes necessarias para cada experimento.

4.2.20 HSA

Para o preparo da solugdo estoque de HSA 1 mmol L foram pesados 66 mg de
HSA e diluidos em 1 mL de tampao fosfato 0,05 mol L, pH 7,0 em um tubo de
microcentrifugacao de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluigdes necessarias para cada

experimento.
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4.3 Procedimento
4.3.1 Ensaios de Fluorescéncia, Quenching e Correcéao de Filtro

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos através do ajuste do
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) em 295 nm para excitacédo e
varredura de emiss&o na faixa de 310 a 450 nm. As fendas foram ajustadas para 2,5 nm. Os
experimentos foram realizados em uma cubeta de quartzo de 3 mL sob agitagdo magnética
a temperatura de 25 °C. As medidas de quenching de fluorescéncia foram realizadas com a
adicdo de quantidades variadas de VC (0-2 umol L™") em concentracéo fixa de BSA (2 umol
L") em tampdo fosfato de sédio 0,05 mol L, pH 7,0. As medidas de quenching de
fluorescéncia também foram realizadas com a adicdo de quantidades variadas de DV (0-2,5
pumol L™) em concentracéo fixa de BSA (2,5 umol L") e HSA (2,5 uM) em tampéo fosfato de
s6dio 0,05 mol L™, pH 7,0. Depois da adigdo dos compostos de interesse, as misturas foram
incubadas por 5 minutos antes das medidas de fluorescéncia. As intensidades de
fluorescéncia foram corrigidas pelo EFl causado pela atenuacdo dos sinais de excitagédo e
emissdo provocadas pela absor¢do do composto. Todos os ensaios foram executados em

triplicata.

4.3.2 Efeito da Elipticidade Induzida em Vermelho Congo e Divanilato de metila

Os estudos de CD foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-815
(Jasco, Japan) equipado com controle termostatizado e agitacdo mangética no
compartimento de amostra. Todas as leituras foram corrigidas para a absor¢ao do tampao
fosfato 0,05 mol L, pH 7,0. Para os estudos na regido UV préximo (near-UV-CD), foi
utilizado uma cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de caminho éptico, concentragédo de 30

umol L' de BSA na auséncia e na presenca de VC 30 umol L. Também foram feitos

estudos com BSA e HSA nas concentra¢des 30 uM em diferentes concentragdes de DV 10,
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20 e 30 uM. As amostras foram encubadas por 5 min antes de cada medida. Os estudos
foram realizados em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0. Os espectros foram obtidos em
comprimento de onda entre 600-250 nm, com uma resolugdo de 1 nm, tempo de resposta 1
s e velocidade de escaneamento 50 nm/min. Todos os ensaios foram executados em

triplicata.

4.3.3 Ensaio de Deslocamento Utilizando Sondas Fluorescentes

Os estudos de deslocamento das sondas fluorescente para analise de sitios de
ligacao foram realizados através da utilizacdo das sondas dansilglicina (sitio ) e
dansilamida (sitio I). Para os ensaios de deslocamento o espectrofluorimetro Perkin Elmer
LS 55 (Shelton, CT, USA) foi ajustado em 340 nm para excitacio e varredura de emissao na
faixa de 400 a 650 nm. As fendas foram ajustadas para 2,5 nm. Os experimentos foram
realizados em uma cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de caminho éptico, sob agitagéo
magnética a temperatura de 25 °C. Os estudos foram realizados em tampao fosfato 0,05
mol L™, pH 7,0. Foram adicionadas diferentes quantidades de VC (0-5 pymol L'™"), 5 umol L™
BSA e 5 pymol L das sondas (dansilglicina e dansilamida). Depois da adicdo de cada
composto, a mistura foi incubada por 5 minutos antes da realizacdo de cada medida. O
mesmo procedimento foi realizado para diferentes concentracbes de DV, fenilbutazona,
Ibuprofeno e varfarina (0-15 pmol L), 5 uymol L' BSA e 5 pymol L das sondas. O
experimento também foi realizado para proteina HSA na concentracdo de 5 ymol L™. Todos

0s ensaios foram executados em triplicata.

4.3.4 Ensaio de Deslocamento Utilizando Ligante de Sitio |

Os estudos de deslocamento de sonda de sitio | para analise de sitios de ligagao

foram realizados através da utilizagdo da sonda varfarina (sitio |). Para os ensaios de
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deslocamento o espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) foi ajustado em
310 nm para excitagcao e varredura de emissao na faixa de 330 a 450 nm. Os experimentos
foram realizados em uma cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de caminho 6ptico, sob
agitacdo magnética a temperatura de 25 °C. Foram adicionados diferentes quantidades de
DV, fenilbutazona e ibuprofeno (0-10 umol L"), mantendo fixas as concentracbes de
proteina e varfarina (5 ymol L"). Neste experimento foram utilizadas as proteinas BSA e
HSA. Depois da adicdo de cada composto, a mistura foi incubada por 5 minutos antes da

realizacdo de cada medida. Todos os ensaios foram executados em ftriplicata.

4.3.5 Efeito dos Ligantes de Sitio I, Il e lll da Albumina na Elipticidade Induzida
em Vermelho Congo e Divanilato

Para os estudos na regido UV préximo (near-UV-CD), foi utilizado um
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan). As medidas foram realizadas em uma
cubeta de 3 mL de 10 mm de caminho 6ptico, concentragdo de 30 pmol L™ de proteina, VC
30 pmol L"e concentragdes crescentes dos compostos em estudo: varfarina, fenilbutazona,
ibuprofeno, naproxeno, dansilglicina e digitoxina (0-120 pmol L™"). Os estudos foram
realizados em tampao fosfato 0,05 mol L', pH 7,0, 25 °C Os espectros foram obtidos na
faixa de comprimento de onda entre 600-250 nm, com uma resolugao de 1 nm, tempo de
resposta 1 s e velocidade de escaneamento 50 nm/min. Os estudos foram realizados nas
mesmas condigées para o DV na concentracdo de 30 umol L™, proteina (BSA e HSA) 30
umol L' e concentragdes crescentes dos compostos em estudo: varfarina, ibuprofeno e

digitoxina (0-60 pmol L'™"). Todos os ensaios foram executados em triplicata.
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4.3.7 Fluorescéncia Sincronizada

Os espectros de varredura sincronizada foram obtidos medindo a intensidade de
fluorescéncia enquanto simultaneamente s&o varridos os comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo, mantendo-se constante uma diferenca de comprimentos de onda entre
eles. Essa técnica pode aumentar a intensidade de alguns picos, aumentando a
sensibilidade do método. As medidas de fluorescéncia sincronizada foram obtidas usando
um espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) ajustado em varredura de
emissdo na faixa de 250 a 500 nm e AA com valores de 15 e 60 nm. As fendas foram
ajustadas para 2,5 nm. Os experimentos foram realizados em uma cubeta de quartzo de 3
mL de 10 mm de caminho 6ptico, sob agitacdo magnética. Foram feito medidas de BSA, VC
e do complexo BSA:VC, nas concentragdes finais 5 umol L™'. Os estudos foram realizados
em tampéao fosfato 0,05 mol L, pH 7,0, a 25 °C. Todos 0s ensaios foram executados em

triplicata.

4.3.8 Efeito da Ligacdo do Vermelho Congo na Estrutura da Albumina

Para os estudos no UV distante (Far-UV-CD) foi usada uma cubeta de quartzo de 1
mL e 2 mm de caminho Optico. As medidas foram feitas em um espectrofluorimetro Jasco J-
815 (Jasco, Japan) com concentracdo de BSA 1,2 umol L no comprimento de onda entre
195-250 nm. As mesmas medidas foram feitas acrescendo VC com concentracado final de
1,2 ymol L. Os estudos foram realizados em tamp3o fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0, a 25 °C.
Os espectros foram realizados em duplicata, obtidos com uma resolugao de 1 nm, tempo de
resposta de 1 s e velocidade de escaneamento de 50 nm/min. As curvas de desnaturacéo
térmica foram determinadas por monitoracdo da modificacdo na elipticidade a 222 nm na

faixa de temperatura de 25-95 °C com uma velocidade de aquecimento de 1 °C/min. A
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temperatura foi medida em intervalos de 1 °C, mantendo durante 30 s antes das medicoes a

cada temperatura. Todos o0s ensaios foram executados em ftriplicata.

4.3.9 Interagao entre Proteina e Oxidante

Para os estudos de CD na regido UV proximo (near-UV-CD) foi utilizada uma
cubeta de 10 mm de caminho éptico, sob agitagdo magnética, concentracéo final de 30 umol
L™ de BSA, 300 e 600 umol L dos oxidantes: HOCI, HOBr, Tau-NHBr e mantido em
repouso por 12 horas a 25 °C. Foi preparada uma amostra controle contendo apenas
proteina na concentracéo final de 30 umol L' de BSA. Em seguida foi adicionado metionina
em concentragao final de 1 pmol L™ para reagir com qualquer excesso de oxidante que nao
tenha reagido. Os estudos foram realizados em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0. Apés 1
hora foi adicionado VC na concentragao final de 30 pmol L. Os espectros foram realizados
em duplicata, na faixa de comprimento de onda entre 600-250 nm, com uma resolugao de 1
nm, tempo de resposta 1 s e velocidade de escaneamento 50 nm/min. Foram realizadas
medidas de fluorescéncia usando um espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT,
USA) ajustado em 295 nm excitacao e varredura de emissao na faixa de 310 a 450 nm. As
fendas foram ajustadas para 2,5 nm. Os experimentos foram realizados em uma cubeta de
quartzo de 3 mL. Para os estudos UV distante (Far-UV-CD) foi utilizado um
espectrofluorimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan). As medidas foram realizadas em uma
cubeta de 1 mL de 2 mm de caminho 6ptico sobre comprimento de onda entre 195-250 nm e
as amostras foram diluidas a 1 pmol L. Os espectros foram realizados em duplicata e
obtidos com uma resolugdo de 1 nm, tempo de resposta de 1 s e velocidade de

escaneamento de 50 nm/min. Todos os ensaios foram executados em triplicata.

54



4.3.6 Espalhamento de Luz

Os estudos de espalhamento de luz foram realizados utilizando uma solugao de
BSA, VC e da mistura BSA:VC com concentracdo final de 5 pmol L. As medidas foram
realizadas em um espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) com abertura
de fenda de excitagdo e emissdo ajustados para 5 e 15 nm respectivamente. Os
experimentos foram realizados em uma cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de caminho
optico, sob agitacdo magnética a temperatura de 25 °C. Os espectros de fluorescéncia
foram obtidos em comprimento de onda de excitacdo de 350 nm e varredura de emissao na

faixa de 300 a 400 nm. Todos 0s ensaios foram executados em triplicata.

4.3.10 Efeito da Temperatura na Elipticidade Induzida em Vermelho Congo

As alteragdes induzidas pela temperatura do sinal de ICD do vermelho do Congo fo-
ram monitoradas em um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan), por analise dos
espectros (350-600 nm) na faixa de temperaturas de 30-90 °C com uma velocidade de
aquecimento de 1 °C/min, mantendo em repouso por 30 s antes de cada medida e cada
espectro foi obtido no intervalo de 2 °C. Foram realizados estudos na regiao do UV proximo
(near-UV-CD), foi utilizado uma cubeta de 3 mL de 10 mm de caminho éptico. As medidas
foram feitas para solucdo de BSA:VC 30 umol L-1. A curva de desnaturagao térmica foi obti-
da por monitoracdo da modificacdo na elipticidade a 490 nm na faixa de temperatura de 25-
95 °C com uma velocidade de aquecimento de 1 ° C/min. A temperatura foi medida em inter-
valos de 1 °C, mantendo durante 30 s antes das medidas a cada temperatura. As experién-
cias foram realizadas utilizando um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan) equipa-
do com um suporte de célula termostatizada controlada (Jasco, Téquio, Japao). Todos os

ensaios foram executados em triplicata.
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4.3.11 Caracterizacédo de Agregados Amildides

Foram encubadas amostras de BSA na concentragdo de 30 umol L™ em tubos de
microcentrifugacao de 2 mL, por 2,5 horas, sob agitagdo continua de aproximadamente 300
rom a 70 °C em um agitador de microtubos com aquecimento (Agimaxx, modelo AG-100).
Foi preparada uma amostra controle com mesma concentragdo de BSA, mantida a 25 °C.
Para monitorar a formacao das fibras amiléides as amostras foram divididas em quatro par-
tes e foram empregados os métodos com Th-T, VC, espalhamento de luz e medidas de ICD.
As medidas de fluorescéncia e absorbancia foram realizadas em um multidetector adaptado
para microplacas Molecular Devices Spectra Max M2 (Sunnyvale, CA, EUA). As concentra-
coes finais das sondas, Th-T e VC foram 30 umol L™ que foram adicionadas a cada amostra
e mantidas sobre agitacdo por 15 minutos. As amostras foram monitoradas pela excitagcao
da Th-T em 435 nm e pela emisséao de fluorescéncia nos comprimentos de onda entre 450 a
600 nm. As medidas foram feitas em uma placa 96 pogos em PS, Labsystems, preta. O mo-
nitoramento pelo VC foi feito pelas medidas de absorbancia, na varredura de comprimento
de onda de 400 a 650 nm, em uma placa 96 pocos em PS, Greiner, transparente.

A dispersao de luz, uma indicagao da agregacgao de proteinas, foi medida em um
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) ajustado com excitagdo a 350
nm e varredura de emissao entre 300 e 400 nm, largura de fenda de 2,5 nm tanto para
excitagdo como para emissdo. As aberturas de fenda de excitagdo e emissdo foram
ajustados para 5 e 15 nm respectivamente. Foi utilizado uma cubeta de quartzo de 3 mL de
10 mm de caminho éptico sob agitacdo magnética. O estudo foi realizado diluindo a amostra
inicial para uma concentrag&o final de 5 pmol L™ de BSA. Os estudos de CD na regido UV
préximo (near-UV-CD) foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco,
Japan), equipado com controle termostatizado e agitagdo magnética no compartimento de
amostra. As medidas foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de

caminho éptico adicionando VC na concentracgéo final de 30 ymol L™ nas amostras. Os
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espectros foram obtidos em duplicata, em comprimento de onda entre 600-250 nm,
resolucdo de 1 nm, tempo de resposta 1 s e velocidade de escaneamento 50 nm/min. Todos

0s ensaios foram executados em triplicata.

4.3.12 Efeito da Temperatura na Elipticidade Induzida em Divanilato

BSA e HSA foram incubadas nas concentragdes de 60 ymol L' em tubos de
microcentrifugacao de 2 mL, por 2,5 horas, sob continua agitagdo de aproximadamente 300
rom a 70 °C em um agitador de microtubos com aquecimento (Agimaxx, modelo AG-100).
Foi preparada uma amostra controle com mesma concentragido de cada proteina, mantida a
25 °C. Para monitorar a formacao das fibras amiléides foi empregado os métodos com Th-T.
As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um multidetector adaptado para
microplacas Molecular Devices Spectra Max M2 (Sunnyvale, CA, EUA). A concentragao final
da sonda Th-T foi de 30 pmol L™ que foi adicionada a cada amostra e mantida sobre
agitacado por 15 minutos. As amostras foram monitoradas pela excitagdo da Th-T em 435
nm e pela emissdo de fluorescéncia nos comprimentos de onda entre 450 a 600 nm. As
medidas foram feitas em uma placa 96 pogos em PS, Labsystems, preta. Os estudos de CD
na regiao UV préximo (near-UV-CD) foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-
815 (Jasco, Japan), equipado com controle termostatizado e agitagdo mangética no
compartimento de amostra. As medidas foram realizadas em uma cubeta de quartizo de 3
mL de 10 mm de caminho 6ptico adicionando VC na concentracéo final de 30 pmol L™ nas
amostras. Os espectros foram obtidos em duplicata, com extenséo de comprimento de onda
entre 600-250 nm, resolucdo de 1 nm, tempo de resposta 1 s e velocidade de

escaneamento 50 nm/min. Todos os ensaios foram executados em triplicata.
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4.3.13 Estudos de FRET — Transferéncia de Energia

Os ensaios de fluorescéncia foram executados em um espectrofluorimetro Perkin
Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA) ajustando o comprimento de onda em 295 nm para
excitagao e varredura de emissao na faixa de 310 a 450 nm. As fendas foram ajustadas para
excitagdo (10 nm) e emissao (10 nm). Os experimentos foram realizados com 3 mL de
volume total de solugdo em uma cubeta de quartzo de 3 mL com 10 mm de caminho 6ptico
sob agitacao magnética constante em temperatura de 25°C. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas em BSA (5 pmol L) e para mistura BSA-Dianilato (5 pmol L™") em tamp&o
fosfato de sédio 0,05 mol L™, pH 7,0. Depois da adigcdo dos compostos de interesse, as
amostras foram incubadas por 2 minutos antes da realizagdo das medidas de fluorescéncia.
Todos os valores maximos de fluorescéncia foram corrigidos devido ao EFI causado pela
atenuacdo dos sinais de excitagdo e emissédo provocadas pela absorgdo das espécies. As
absorbancias foram medidas em um espectrofotometro, Perkin EImer Lambda 35 UV/VIS
(Shelton, CT, USA) realizando a leitura na faixa de 280 nm a 400 nm a temperatura de 25°C
em uma cubeta de quartzo de 3 mL com um volume total de solugdo de 3 mL. Os ensaios
foram executados em triplicata para concentracdes de DV (5 pmol L) e DV-proteina (5

umol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0. As proteinas utilizadas foram BSA e HSA.

4.3.14 Sintese do Divanilato de Metila

Para a sintese do DV foram dissolvidos 6 mmol de vanilato (1,1g) em 200 mL de
agua sob aquecimento. Em seguida, em aquecimento e agitacdo constante, foram
adicionados 0,3 mmol de sulfato ferroso heptahidratado (85 mg) e 3 mmol de persulfato de
potassio (810 mg). O aquecimento foi cessado apds trés minutos e a solugdo mantida em
repouso por 30 minutos. O precipitado foi filtrado e lavado com 500 mL de agua quente e em

seguida com 400 mL de agua gelada. O produto obtido foi levado ao forno por 96 horas a
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60°C e em seguida submetido a secagem a vacuo sobre pentéxido de fésforo por 24 horas.
A determinacao da pureza foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em linha
com um detector de arranjo de diodos e monitorado em 230 a 600 nm (Jasco, Téquio,
Japéo). As analises foram feitas numa coluna de fase reversa Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5
pm) utilizando solvente A (solugéo aquosa de acido férmico a 0,1%) e solvente B (0,1% de
acido férmico em acetonitrila) como fase mével. O gradiente utilizado para o solvente foi:
solvente A (80% a 20%) em 20 min. A taxa de fluxo foi de 5 mL/min. Para a analise foram
preparadas solucdes padrées de vanilato e DV em tampao fosfato, 0,05 mol L™, pH 7,0, na
concentragéo de 100 umol L™, A caracterizagdo da amostra foi realizada por RMN para 'H e
3C. Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro de RMN Bruker DRX 400
(MA, USA). Para as analises de RMN foi utilizado solu¢do de DMSO- dg como referéncia
interna para 'H e "*C, operando em frequéncia de prétons de 400 MHz para 'H e 100 MHz

para "°C e deslocamento quimico (8) em ppm.

4.3.15 Estudos de Docking molecular

A interface Autodock (Versao 4.2.6) foi usado para simulagdo de docking para a
interagéo do DV junto as proteinas HSA e BSA. As estruturas cristalograficas das proteinas
foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (PDB) sob os cédigos 3v03 e 4or0
(BSA) e 1a06 e 1e7a (HSA), e somente a cadeia A de ambas as proteinas foram
selecionadas para o estudo.

Os dockings foram realizados nos sitios de interesses das respectivas proteinas,
limitando-se a uma regido do sitio ativo em estudo, denominados box 1 e box 2 (regido dos
sitios | e Il, respectivamente). Durante o acoplamento molecular, a proteina foi mantida
rigida e o ligante flexivel. Para gerar diferentes conformacdes, foram geradas 100 poses

para cada tipo de box e para os quatro PDBs citados acima, produzindo assim 100
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conformagdes para cada box e para cada proteina. Seguindo os critérios default adotados
pelo AutoDock, as conformagdes com diferenca em RMSD, menores que 2 A, foram
agrupadas, pelo proprio programa, em um mesmo conjunto, clusters, representado pela
conformagado de energia mais favoravel (menor energia). As interacées foram calculadas
pelo programa Binana. Os estudos de docking molecular foram realizados por Ana Ligia

Scott, Angelica Nakagawa Lima e Eric Allison Philot da Universidade Federal do ABC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO: Estudos com o corante vermelho Congo

5.1 Interacdo do Vermelho Congo com BSA

Inicialmente estudamos as caracteristicas da interagdo entre o VC e BSA. A
abordagem analitica utilizada foi o ensaio por supressao (quenching) de fluorescéncia, um
fenbmeno associado com a diminuicdo da fluorescéncia e que pode ser induzido por
diferentes mecanismos (ANAND, et. al., 2011; ZHU, et. al., 2018). O espectro de emissao de
fluorescéncia da BSA é caracterizado por uma banda com maximo em 345 nm. Os
resultados apresentados na Figura 14 mostram que a intensidade de fluorescéncia da
proteina foi fortemente suprimida pela adigcdo de VC. Esta diminuicdo de intensidade de
fluorescéncia pode ser causada por desativagdo colisional (quenching dindmico) ou
formacdo de um complexo no estado fundamental nao fluorescénte (quenching estatico),

entre outros mecanismos (ZHU, et. al., 2018; SHAHABADI, et. al., 2015).

Figura 14 - Espectro de emissdo da BSA (2 umol L'1) na presenga de VC (0-2 umol L'1) em tampéo
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 20°C, com excitagdo em 295 nm e emisséo de 310 a 450 nm.
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Visto que a interagdo do VC com a BSA resultou na supressao da fluorescéncia
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intrinseca da biomolécula, fez-se necessario determinar por qual mecanismo esse processo
ocorreu. Para isso, a supressao de fluorescéncia foi analisada utilizando a equacédo de

Stern-Volmer em diferentes temperaturas (Eq. 1):

o S1k QI =1k, Q1 @

Para este estudo, torna-se indispensavel que as intensidades de fluorescéncia
sejam corrigidas para minimizar o efeito de filtro interno (EFI) causado pela atenuacéo da
emissao provocada pela absor¢do do composto em estudo (Eq. 4) (ZHU, et. al., 2018):

Aex. + Aem.

F. =F.x10 °~2 (4)

corr.

A Figura 15 mostra o expectro de UV-Vis da BSA na presengca de diversas
concentracoes de VC, a partir das quais as medidas de absorbancias foram utilizadas para
calculos do efeito de filtro interno, onde foram aplicados na Eq. 4 os dados obtidos em 295

nm (Agy) € 345nm (Acn).

Figura 15 - Espectro de UV-Vis da BSA (2 umol L'1) na presenga de VC (0-2 umol L'1) em tampao
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 20°C.
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Aplicando o tratamento matematico de Stern-Volmer para a supressdo de
fluorescéncia com os valores corrigidos verificou-se que o grafico Fo/F em funcdo da
concentracao do complexo apresentou perfil linear (Figura 16). A partir da regresséao linear
da equacao de Stern-Volmer (Eq. 1) foram obtidos os valores da constante de supressao de
Stern-Volmer (ks,), que sao os coeficientes angulares das retas, para o sistema nas
diferentes temperaturas estudadas (Tabela 1). Na Eq. 1,7, (10® s) é o tempo de vida da
proteina em estado excitado (SHAHABADI, et. al., 2015). A partir desse valor, calculou-se

também a constante de supressdo bimolecular (k) utilizando a Eq. 7 (ZHU, et. al., 2018).

Figura 16 - Grafico de Stern-Volmer da BSA (2 pumol L) na presenca de VC (0-2 pumol L") em
tampéao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0, com excitagdo em 295 nm e emisséao entre 310 e 450 nm, nas
temperaturas de 293, 302 e 310 K.
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Tabela 1 - Constantes de Stern—Volmer (Ks,) e constante bimolecular do
quenching (K;) para interagdo entre VC e BSA em tampé&o fosfato 0,05 mol L7,

pH 7,0, em diferentes temperaturas.

Temperatura (K) ke (10° mol™'L) kq(10™ L mol™ s
293 40 (£0.1) 40 (£0.1)
301 45(£0,1) 45(x0.1)
310 55(x01) 55(x01)
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Ko=K,7, (7)

SV q

Sabe-se que a constante de velocidade para um processo bimolecular controlado
por difusdo, por exemplo, colisdo entre moléculas, tem valor maximo de cerca de 2,0x10" L
mol™ s”. Portanto, valores acima mostram que o processo de supressdo ndo pode ser
causado apenas por colisdo, ou seja, processo de supressao (quenching dindmico). Acima
disso considera-se que ocorra formacao de complexo no estado fundamental entre a
proteina e o supressor (SHAHABADI, et. al., 2015). Como o valor calculado para kq foi
4,0x10"™ L mol™ s™, o qual estd muito acima do valor méaximo para difusdo, conclui-se que a
supressao na fluorescéncia da BSA foi causada pela complexagao com o VC, isto &, ocorreu
por um mecanismo de supressao estatico. Em outras palavras, estes resultados indicam que
ocorre a complexacéo entre o VC e a BSA.

Outra forma de determinar o mecanismo de supressao é pela dependéncia da
constante de Stern-Volmer (Ks,) em fungédo da temperatura da amostra (WANG et al., 2011).
Como bem estabelecido, o processo de quenching dindmico é favorecido pelo aumento de
temperatura devido ao ganho cinético do sistema que proporciona maior numero de colisbes
entre as moléculas. Ja para o quenching estatico, o aumento da temperatura leva a uma
perda de estabilidade da ligagado entre a proteina e o ligante e consequentemente diminui o
valor da constante (Li et al., 2014; LI; TANG; Bl, 2015). Os resultados apresentados na
Tabela 1 mostram que ao invés da diminuigao da K, com o aumento da temperatura, o que
indicaria um mecanismo de supresséo estatico, os valores de K, obtidos aumentaram com
0 aumento da temperatura, o que indica um mecanismo de supressdo dindmico. Em
resumo, a avaliagdo do tipo de quenching utilizando os dois métodos tradicionais, ou seja,

calculo de constante bimolecular e efeito de temperatura levaram a resultados
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contraditérios. Vale ressaltar que ndo encontramos na literatura algo similar verificado para
outros ligantes de albumina. Uma proposta para esta aparente contradicdo seria a
sensibilidade que o VC apresenta no que diz respeito ao efeito de temperatura sobre a BSA
como sera demostrado adiante nos estudos de ICD. Inclusive estes resultados de ICD nos
fizeram aceitar como correto os valores de constante bimolecular e, portanto, aceitar que o
mecanismo estatico € o mais provavel para explicar a supressao de fluorescéncia
observada.

Uma vez definido que o processo de fluorescéncia era provocado pela
complexagao entre a proteina e o corante VC, péde-se utilizar os dados de supressao para
o célculo da constante de ligagado. A afinidade do VC com a BSA é um parametro muito
relevante para o desenvolvimento de uma nova sonda, e pode ser inferida pelos valores da
constante de ligacéo e pelo numero de sitios ocupados pelo composto na estrutura protéica.
Por isso, levando em conta os resultados obtidos, a afinidade de ligagdo (constante de
ligacdo) entre BSA e VC foi obtida utilizando a equagédo (Eq. 3) (Figura 17) (LIU, et. al.,

2015).

(FO_F)

log

10

=log Ka + nlog[Q] (3)
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Figura 17 - Grafico de Stern-Volmer modificado (Forma logaritmica) da BSA (5 umol L'1) na presenca

de VC (0-8 umol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0, com excitagdo em 295 nm e emissao
entre 310 e 450 nm, a 25 °C.
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A partir do coeficiente linear da reta, que é o logaritmo da constante de ligacéo, cal-
culou-se a mesma, resultando em 2,2 x 10° mol™ L, o que indica uma forte ligacdo do VC a
BSA. E importance notar que o valor obtido é da mesma ordem de grandeza daqueles obti-
dos para farmacos bem estabelecidos na literatura cientifica como ligantes de BSA, por
exemplo: ibuprofeno = 1.3x10° mol™ L (LI, et. al., 2011) e naproxeno = 3.8x10° mol™ L
(LAMMERS, et. al., 2013). Por fim, cabe ressaltar que que a constante de ligacdo obtida
para o VC é similar daquelas publicadas por Zhang e colaboradores em 2009 (1,94x10° mol

! L) e mais recentemente por Paula e colaboradores em 2017 (5,91x10° mol™ L).

5.2 Elipticidade Induzida em Vermelho Congo

Sabe-se que alguns compostos podem apresentam quiralidade intrinseca, mesmo
nao possuindo carbono quiral. Um dos meios para que isso ocorra é quando existe uma
barreira energética que impeca a livre rotagao em torno da ligagdo simples que une anéis

arilicos. Exemplo desse caso foi apresentado na introdugéo para com o composto acido 6,6'-
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dinitro-2,2'-difénico (GUO, et. al., 2014; BRINGMANN, et. al., 2005).

A Figura 18 mostra a estrutura molecular do VC onde estdo destacadas ligagbes
simples para as quais um impedimento energético na rotagcido poderia conduzir a uma
molécula quiral, especificamente, quiralidade axial. No entanto, ndo parece haver barreira
energética significativa que impecga a livre rotagdo na temperatura estudada, pois nao foi
possivel observar qualquer sinal de CD para o VC em solugdo aquosa como apresentado na
Figura 19A. A BSA por sua vez apresenta espectro de CD caracteristico abaixo de 300 nm,
que é atribuido aos residuos de triptofanos e as ligacdes dissulfureto (SUN, et. al., 2005). No
entanto, a ligagdo do VC com BSA resultou no aparecimento de um forte espectro de CD,
com uma banda positiva em 412 nm e as duas bandas negativas uma a 356 nm e outra
mais intensa em 490 nm (Figura 19A). Esta é uma tipica evidéncia experimental da
quiralidade induzida em uma molécula provocada por sua interagcdo com o meio e que leve a
formacdo de um grupo cromoférico quiral e/ou que leve a uma conformacao quiral. Esta
quiralidade induzida, também chamada ICD, é uma prova adicional da complexag¢ao entre
BSA e VC, uma vez que surge da ligacao do VC no ambiente assimétrico dentro do sitio de
ligagdo da albumina. Resultados similares foram relatados para divanilina (VENTURINI, et.
al., 2017), dansilglicina (GRACIANI; XIMENES, 2013), fenilbutazona e diazepan (NOZAKI,
et. al., 2009).

Uma evidéncia adicional da complexag¢ao entre BSA e VC foi obtida pela analise do
espectro de absorgdo UV-Vis do VC. E conhecido que um desvio no comprimento de onda
de absorgéo é tipico de muitas moléculas quando complexado com proteinas (VENTURINI,
et. al., 2017; GRACIANI; XIMENES, 2013). Como pode ser observado, houve um desvio
para o vermelho no comprimento de onda do espectro de absorcdo UV-Vis do VC na

presenca da BSA (Figura 19B).

A partir dessas constatagdes, conclui-se que a ligacao do VC com o ambiente

assimétrico da BSA provocou o impedimento da livre rotagdo em torno da ligagéo simples
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nos fragmentos bifenilicos do corante gerando uma estrutura quiral. A estabilizacdo e fixagédo
de uma conformacgao torcida do VC seriam responsaveis pelo espectro de ICD. Em outras

palavras, o VC, um sistema tropos tornou-se atropos quando complexado com BSA.

Figura 18 - Estrutura molecular do vermelho Congo, destacando as ligagbes simples onde qualquer
barreira energética poderia impedir a livre rotagcédo levando a uma molécula quiral.
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Figura 19 - A) Elipticidade induzida em VC (30 pmol L") por BSA (30 umol L) em tampéo fosfato
0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C. B) Espectros de UV-Vis do VC (5 umol L'1) na presenga € na auséncia de
BSA (5 umol L-1) em tapao fosfato 0,05 mol L pH 7,0 a 25°C.
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5.3 Determinacéao do Sitio de Ligacdo do Vermelho Congo em BSA

A partir dos ensaios de supressao de fluorescéncia e ICD confirmamos que o VC se
ligou de forma eficiente & BSA. Na sequéncia realizamos estudos para elucidar o sitio de
ligacdo do mesmo a proteina por meio de deslocamento dos marcadores fluorescentes,
dansilamida (DNSA, para o sitio | em BSA) e dansilglicina (DG, para o sitio Il em BSA)
(VAYA, et. al., 2014).

Estes marcadores tém o seu rendimento quantico de fluorescéncia aumentado e a
banda de fluorescéncia maxima deslocada para um comprimento de onda inferior quando
ligado ao microambiente hidrofébico da proteina. Neste modelo experimental, o desloca-
mento destas sondas fluorescentes, através da adicdo de drogas concorrente, provoca um
decréscimo no rendimento quantico de fluorescéncia das sondas (VAYA, et. al., 2014, 2013;
SUDLOW, et al., 1976). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 20 e mostram
as caracteristicas tipicas deste ensaio, ou seja, o aumento da intensidade de fluorescéncia
dos marcadores, DNSA e DG, e o desvio para o azul no maximo da banda de fluorescéncia
quando a proteina foi adicionada. Com a adi¢gao do VC houve a diminui¢cdo da intensidade
de fluorescéncia dependente da concentragao tanto para a sonda de sitio | como para sitio

II, DNSA e DG, respectivamente.
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Figura 20 - Ensaio de deslocamento de sondas fluorescénctes: A) Espectro de emissdo da BSA (5
pmol L'1) na presenga de DG (5 pmol L'1) e VC (0-5 umol L'1) em tampao fosfato 0,05 mol L pH 7,0
a 25°C com excitagdo em 340 nm. B) Espectro de emissdo da BSA (5 umol L'1) na presenga de
DNSA (5 umol L) e VC (0-5 pmol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C com excitaggo
em 340 nm.

a)
— DG
= 60- — DG + BSA
3 — I +VC1,0pmolL?
© — I +VC20pumolL?
O 404 S -1
s Il +VC3,0pumolL
§ — I +VC4,0pumolL?
S 20+ I +VCH5,0pmolL?
T
/M\
O T T 1
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)
b)
— DNSA

= 601 — DNSA + BSA
3 — Il +VC 1,0 umol L™
]
'S 40- — I +VC20umolL?
@ — I +VC3,0pumolL*?
& — I+ VC4,0pumolL?
S 20~ I +VC50pumolL?
- 1/

0-p=

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Portanto, o VC como um forte ligante de BSA, foi capaz de provocar o deslocamen-
to de DNSA e DG dos seus respectivos sitios de ligagdo em BSA. A partir destes resultados,
pode concluir-se que o VC foi capaz de se ligar a ambos os sitios de ligagdo da BSA. Vale
ressaltar que esta conclusdao baseou-se no decréscimo da fluorescéncia causada pela re-

moc¢ao do marcador do sitio de ligacdo da proteina. Estes resultados sugerem que o VC
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pode ser considerado um ligante de sitio | e Il. Este resultado é similar ao obtido por Zhang
e colaboradores usando a técnica de supressao de fluorescéncia na presenca de marcado-
res de sitio | e Il e analisados pela equacao de Stern Volmer, indicando uma preferéncia
significativa do VC pelo sitio | e uma pequena influéncia pelo sitio Il (ZHANG, et. al., 2009).
Da mesma forma, Paula e colaboradores realizaram ensaios de competicdo de ligantes de
sitio I, Il e 1l da albumina e concluiram que o VC liga-se preferencialmente ao sitio | e suge-
rem que a ligacao entre VC e BSA ocorre em regides proximas ao sitio Il e Il (PAULA, et.

al., 2017).

5.4 Efeito dos Ligantes de Sitio I, Il e lll na Elipticidade Induzida em Vermelho

Congo

Como demonstrado por ensaio de deslocamento de sondas fluorescentes, o VC foi
capaz de deslocar de forma eficiente os ligantes de sitio | e Il. Assim, levando em conta que
0 mesmo €& também suscetivel a quiralidade induzida, o préximo passo foi inverter o
experimento e estudar se ligantes amplamente aceitos de sitios I, Il e lll da BSA poderiam
provocar o deslocamento do VC, isto é, provocar a perda do sinal de ICD.

Nestes estudos, o espectro ICD do VC foi utilizado para monitorar a sua remogao a
partir dos locais de ligacao de proteina. Vale a pena notar que, comparado a outros métodos
espectroscopicos, o monitoramento de um espectro ICD pode ser um método altamente
seletivo para a caracterizagao de locais de ligagdo. Em primeiro lugar, porque um espectro
ICD é uma evidéncia inequivoca de que o ligante esta ligado a proteina; segundo, porque &
menos influenciado por EFI e quenching dindmico, que sdo geralmente uma desvantagem
dos experimentos a base de fluorescéncia e absorbancia. Além disso, deve-se ressaltar que
os ligantes da BSA utilizados neste estudo, varfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, naproxeno,
DG e digitoxina, ndo possuem bandas de ICD a 490 nm, a banda escolhida para estudo do

VC. Na verdade, alguns desses ligantes, tais como a varfarina (DOCKAL, et. al., 1999),
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fenilbutazona (NOZAKI, et. al., 2009) e dansilglicina (GRACIANI; XIMENES, 2013), séo
susceptiveis a quiralidade, mas em comprimentos de onda mais baixos.

As Figuras 21 e 22 mostram os efeitos no espectro de ICD do VC apés a adigao de
diferentes concentragdes de varfarina, fenilbutazona, ambos ligantes de sitio | (MORENO;
JIMENEZ, 1999). Considerando que a varfarina e fenilbutazona sao fortes ligante de sitio |
na BSA, os resultados foram opostos ao esperado, uma vez que ap6s a adicdo dos mesmos
houve um aumento do sinal de ICD na banda negativa em 490 nm, em vez de sua diminui-
¢ao, que indicaria o deslocamento do VC de seu sitio de ligacdo (MAES, et. al., 1981). Além
disso, também se observou um ligeiro deslocamento na banda de ICD para maior compri-
mento de onda, que foi dependente da concentracido de varfarina. Resultados semelhantes

foram obtidos por adicdo de fenilbutazona.

Figura 21 - Efeito da adi¢do de varfarina (0-120 umol L'1) no espectro de ICD do complexo BSA:VC
(30 pmol L") em tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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Figura 22 - Efeito da adicdo de fenilbutazona (0-120 umol L’1) no espectro de ICD do complexo
BSA:VC (30 umol L") em tamp3o fosfato 0,05 mol L, pH 7,0 a 25°C.
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Por outro lado, a adigdo de dansilglicina, ibuprofeno e naproxeno, que sao ligantes
do sitio Il, provocou efeitos opostos em comparacdo com os ligantes de sitios | (VAYA, et.
al., 2014; RAHMAN, et. al., 2005). As Figuras 23, 24 e 25 apresentam os resultados obtidos
para os ligantes de sitio Il, ibuprofeno, naproxeno e dansilglicina, respectivamente. Como
pode ser visto, o sinal ICD do VC diminuiu com a adi¢ao destes ligantes. No entanto, o sinal
de ICD nao foi totalmente perdido, embora a concentragao do ligante competidor tenha sido

quatro vezes mais elevada em comparagao com a do VC.
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Figura 23 - - Efeito da adigdo de ibuprofeno (0-120 pmol L'1) no espectro de ICD do complexo

BSA:VC (30 umol L") em tamp3o fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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Figura 24 - Efeito da adigao de naproxeno (0-120 pmol L'1) no espectro de ICD do complexo BSA:VC
(30 umol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™'M, pH 7,0 a 25°C.
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Figura 25 - Efeito da adigcdo de dansilglicina (0-120 umol L'1) no espectro de ICD do complexo

BSA:VC (30 umol L") em tamp3o fosfato 0,05 mol L, pH 7,0 a 25°C.
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A Figura 26 ilustra a analise de CD para o complexo BSA:VC acrescentando o li-

gante digitoxina, que é conhecido como ligante de sitio 1l (SIOHOLM, et. al., 1979). A adi-

¢ao do ligante de sitio Ill provocou alteracdo semelhante ao sitio I, com o aumento da inten-

sidade do sinal ICD.

Figura 26 - Efeito da adicdo de digitoxina (0-120 uM) no espectro de ICD do complexo BSA:VC

(30 uM) em tampao fosfato 0,05 mol L'1, pH 7,0 a 25°C.

— BSA
e 107 BSA + VC
-O —
E ol — /]
= U
E -104 B /
st
o
_20_

350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

+ Di 30 umol L’
+ Di 60 pumol L™’
+ Di 90 umol L™
+ Di 120 pumol L™

75



Em resumo, estas drogas nado foram capazes de substituir eficientemente o VC da
BSA. A explicacdo mais 6bvia para estes efeitos seria a maior afinidade do VC por BSA em
comparagao com estes ligantes. No entanto, uma comparacéo entre as constantes de liga-
¢ao para estes medicamentos ndo permite esta conclusdo, vejamos: VC = 2,18x10° mol ™ L,
fenilbutazona = 1,3x10° mol” L (MARCIAZEK-JURCZYK, et. al., 2011), a varfarina = 4,2x10°
mol”" L (MAES, et. al., 1982), ibuprofeno = 13x10°> mol™ L (LI, et. al., 2011), naproxeno =
3,8x10° mol™' L (LAMMERS, et. al., 2013) e dansilglicina = 3,5x10°> mol™" L (GRACIANI; XI-
MENES, 2013), sdo da mesma ordem de grandeza. Além disso, a incapacidade de remover
VC de seu local de ligagdo em BSA nao pode explicar a intensificagdo do sinal de ICD ob-
servado para ligantes de sitio I.

Uma segunda explicagdo para os resultados observados seria a capacidade do VC
em se ligar a mais de um local de ligacdo da BSA, como demonstrado nos experimentos de
deslocamento de sondas fluorescentes. Pode-se supor que a adigdo de ligantes de sitio |
poderia deslocar o VC para o sitio ll, e vice-versa. Esta possibilidade também poderia expli-
car a mudanca e intensidade da banda ICD do VC, quando ligantes de sitio | e Ill foram adi-
cionados ao complexo BSA:VC. Por exemplo, pode-se supor que na presenga de ligantes
de sitio I, VC poderia ocupar sitio Il. Coerente com isso, varfarina e fenilbutazona (sitio 1)
provocou alteragcées semelhantes no sinal ICD do VC. Em resumo, na presencga de ligantes
de sitio I, o espectro ICD deslocado do VC pode representar exclusivamente a sua ligagao
ao sitio Il. Concordante com esta proposta, os trés ligantes de sitio Il utilizados (ibuprofeno,
naproxeno e DG) causaram alteragdes similares no ICD do VC, mas diferentes dos obtidos
por sitio I. Neste caso, o novo sinal ICD pode ser atribuido como um resultado da interacao
do VC com o sitio |, exclusivamente.

Esta proposta baseia-se no fato de que diferentes sitios de ligagdo da BSA tém dife-
rentes residuos de aminoacidos e estruturas tridimensionais, por conseguinte, diferentes

conformagdes de VC podem ser estabilizadas, conduzindo a altera¢des no sinal de ICD.
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5.5 Alteragdo Estrutural da BSA: Ensaios de Espalhamento de Luz,
Espectroscopia de Fluorescéncia Sincronizada e Dicroismo Circular (Far-UV-
CD)

5.5.1 Espalhamento de Luz Ressonante (RLS)

Quando a luz incide sobre a particula, ela pode ser desviada, absorvida ou transmi-
tida. Para as particulas que sao grandes em comparagdo com o comprimento de onda de
luz emitida, ocorre a reflexdo, refracdo ou difracdo. Para as particulas menores ou de mes-
mo tamanho do comprimento de onda incidente, ocorre o espalhamento de luz.

A técnica de espalhamento de luz ressonante (do inglés, ‘“ressonante light scatte-
ring”, RLS) é empregada como uma ferramenta poderosa pois possui alta rapidez, sensibili-
dade e simplicidade. Tem sido aplicada para determinagcdo de ions inorganicos, nanoparti-
culas, proteinas, acidos nucléicos, entre outros. E uma técnica sensivel para deteccdo de
agregados em solugao (KHAN, et. al.,, 2017; MALEKI; MADRAKIAN; AFKHAMI, 2018). O
espalhamento de luz em 350 nm é um parametro que reflete a extensao da agregacao de
proteinas. Quando o comprimento de onda do espalhamento luz esta localizado na faixa de
absorcdo molecular ou proximo a ela, a freqiiéncia da onda eletromagnética absorvida pelo
elétron é igual a freqiiéncia do espalhamento de luz e a re-dispersao ocorre, causando as-
sim um maior espalhamento de luz ressonante (KHAN, et. al.,, 2014; PAN, et. al., 2018).
Com base nesse fundamento tedérico, o proximo passo foi estudar se a ligacdo do VC a BSA
causaria alguma alteragdo estrutural na proteina. As alteragfes na dispersdo da BSA em

350 nm na auséncia, bem como a presenca de VC sdo mostradas na Figura 27.

77



Figura 27 - Espectro de emissdo da BSA (5 umol L'1), VC (5 umol L'1) e do complexo BSA:VC (5 umol

L'1) em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C com excitagdo em 350 nm e varredura de emissao
em 300-400 nm.
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Os resultados mostram que a complexagcdo (BSA:VC), causou apenas um
decréscimo no sinal, 0 que sugere apenas efeito de filtro interno. Em suma, os resultados
ndo indicaram agregacgao ou qualquer alteracdo da proteina causada pela complexacdo com

VC.

5.5.2 Espectroscopia de Fluorescéncia Sincronizada

Outra técnica utilizada no estudo de alteracdes de estrutura de proteinas é a espec-
troscopia de fluorescéncia sincronizada. A espectroscopia de fluorescéncia sincronizada
pode fornecer algumas informagdes sobre a alteragao do micro-ambiente molecular. A técni-
ca proporciona informacao sobre o ambiente molecular na vizinhanga das moléculas cromé-
foras e tem varias vantagens, tais como a sensibilidade, a simplificagdo espectral e a redu-
¢ao da largura de banda espectral. Um possivel deslocamento do maximo de fluorescéncia
esta relacionado a alteragdo da polaridade em torno do microambiente do croméforo (LIU,

et. al., 2015; JI, et. al., 2015). Quando os valores de AA sao fixados em 15 ou 60 nm, a fluo-
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rescéncia sincronizada fornece a informacao caracteristica dos residuos de tirosina e tripto-
fano na proteina, respectivamente (ZHANG, et. al., 2009). Através da técnica de espectros-
copia de fluorescéncia sincronizada fez-se a varredura simultdneo dos monocromadores de
excitacdo e emissdo, com uma diferenca de comprimento de onda fixa, AA= 15 e 60 nm. Os

espectros de fluorescéncia sincronizado sdo apresentados nas Figuras 28 e 29.

Figura 28 - Espectro de fluorescéncia sincronizada (AA=15 nm): BSA (5 umol L'1), VC (5 umol L'1) e
complexo BSA:VC (5 umol L'1) em tampao fosfato 0,05 mol L7, pH 7,0 a 25°C com excitagdo/emissao
em 250-500 nm.
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Figura 29 - Espectro de fluorescéncia sincronizada (AA=60 nm): BSA (5 umol L"), VC (5 pmol L) e
complexo BSA:VC (5 pmol L) em tampao fosfato 0,05 mol L', pH 7,0 a 25°C com excitagdo/emissao
em 250-500 nm.
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Nota-se que a fluorescéncia dos residuos de tirosina foi mais fraca e a posi¢cao do
maximo de emissdo de comprimentos de onda nao se deslocou quando AA foi de 15 nm,
confirmando que nao houve alteragdes significativas nas proximidades do residuo de tirosi-
na causada pela complexacdo. O decréscimo no sinal pode ser atribuido a supressao de
fluorescéncia, como demostrado anteriormente. O EFS em AA igual a 60 nm mostrou que a
fluorescéncia dos residuos de Trp foi bem mais intensa e houve uma maior queda da fluo-
rescéncia ao adicionar VC. Contudo, o comprimento de onda do maximo de emissao tam-
bém nao foi deslocado. Em outras palavras, ndao houve indicagoes de alteracbes na vizi-

nhanca deste fluoréforo devido a presenca de VC.

5.5.3 Dicroismo Circular

A espectroscopia de CD é um dos melhores métodos para identificacdo de
alteragdes na estrutura de proteinas. Nas medidas de CD os cromoforos de interesse séo as

ligagbes peptidicas que absorvem abaixo de 240 nm, os residuos de aminoacidos
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aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano que possuem absorc¢do na faixa dos 250 a 290
nm, e as ligacbes de dissulfeto com fraca absorcao, por volta de 260 nm. Deste modo, as
bandas de CD para as proteinas ocorrem em duas regides espectrais. A regido do UV
distante (180-240 nm) que é dominada pelas contribui¢des das ligagdes peptidicas e a
regido do UV préximo (260-320 nm) que é originada principalmente pelas contribuicbes dos
aminodacidos aromaticos e liga¢des dissulfeto. As duas regides espectrais dao informagdes
diferentes a estrutura da proteina, sendo o UV distante relacionado a estrutura secundaria e
o préximo a terciaria (SUN, et. al., 2005; KELLY; PRICE, 2000). A Figura 30 ilustra a analise

de CD da BSA pura e apés sua complexacdo com VC.

Figura 30 - Espectro de CD da BSA (1,2 umol L'1) e do complexo BSA:VC (1,2 umol L'1) em tampéo
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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A regido analisada que fornece informacgfes de alteragdes na estrutura secundaria
da proteina ndo apresentou nenhuma alteragao significativa do espectro. Indicativo de que
nao houve alteragdo na estrutura secundaria da BSA apos a adigédo do VC (SUN, et. al.,

2005; KELLY; PRICE, 2000).
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Outra forma de monitorar alteragdes na estrutura de proteinas por CD é pela
analise da curva de desnaturacao térmica da proteina. Para isso foi medido o CD em um
comprimento de onda fixo 222 nm, variando a temperatura na auséncia e na presencga de
VC (Figura 31). As curvas de desnaturagcdo mostram o aspecto tipico sigmoidal para o qual
foram obtidas as temperaturas médias de transicdo de desnaturacéo (Tsg) (HUANG, et. al.,
2015). O ponto de transigdo (Tsp), representa o ponto médio da temperatura de fusdo da
proteina, neste caso, esta de proximo aos valores relatados na literatura: 72,9 °C
(BAIER;MCCLEMENTS;2001). Além disso, a presenca do VC nado causou alteracbes
significativas no ponto médio da temperatura de transicdo BSA (Tso = 71,9 £ 0,6 °C) e BSA:
VC (Tso = 70,8 £ 0,5 °C). Estes resultados confirmam que a ligagdo do VC na BSA néo

alterou a estrutura secundaria e a estabilidade térmica da mesma.

Figura 31 - Curva de desnaturacdo térmica da BSA (1,2 umol L") e do complexo BSA:VC (1,2 pmol

L'1) em tampéo fosfato 0,05 mol LT, pH 7,0 a 25°C, a um comprimento de onda fixo de 222 nm.
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As medidas de espalhamento de luz, espectroscopia de fluorescéncia sincronizada
e CD confirmam que nao houve alteracdo da estrutura da BSA apés a complexagdo com o

VC.
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5.6 Efeito da Oxidacédo da BSA na Elipticidade Induzida em Vermelho Congo

A capacidade de ligagdo da albumina pode ser alterada pela sua oxidagdo. Uma
consequencia da interacdo de agentes oxidantes com proteinas pode ser a oxidagao de
residuos de aminoacidos, formacao de ligacdes cruzadas e agregados protéicos, os quais
alteram a estrutura secundaria e terciaria das proteinas. Esta € uma questao importante em
relacdo a sua eficdcia como um transportador de drogas em pacientes que sofrem de
doengas crbnicas, onde o estresse oxidativo € um componente fisiopatolégico. Por exemplo,
uma publicacdo recente mostrou uma relagdo entre o aumento das fragdes do plasma
sanguineo da albumina oxidada e a diminuicdo da capacidade de ligacdo para
dansilsarcosine, um ligante de sitio || (MACIAZEK-JURCZYK, et. al., 2011; OETTL, et. al.,
2013).

Por este motivo, estudamos se a oxidagao prévia da BSA poderia alterar o sinal de
ICD do VC. Em outras palavras, estudou-se a potencialidade do sinal de ICD do VC como
parametro analitico para deteccdo de alteragbes provocadas por oxidagdo. Para isso a
proteina foi oxidada utilizando acido hipobromoso (HOBr), acido hipocloroso (HOCI) e
taurina-bromamina (Tau-NHBr). Estes agentes oxidantes sao capazes de promover a
oxidacao da cisteina, metionina, tirosina e residuos de triptofano nas proteinas, provocando
alteragdes nas suas propriedades biofisicas, incluindo a capacidade de ligagdo. Ao final da
reacdo, o excesso de oxidantes foi neutralizado pela adicdo de metionina, para evitar a
oxidagdo do VC (OETTL, et. al., 2013; MACIAZEK-JURCZYK, et. al., 2011; PETRONIO;
XIMENES, 2013).

A Figura 32 apresenta o espectro de emiss&o da proteina nativa e na presenga dos
agentes oxidantes (HOBr, HOCI e Tau-NHBr). Pode ser visto pela queda da intensidade de
fluorescéncia da BSA que a proteina foi eficazmente oxidada usando um excesso de dez

vezes mais de oxidante. Nota-se que a queda de fluorescéncia foi bem maior em Tau-NHBr,
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confirmando assim sua maior eficiéncia na oxida¢ao da proteina, seguida por HOBr e HOCI,

que também oxidaram a proteina (PETRONIO; XIMENES, 2013).

Figura 32 — Espectro de fluorescéncia com excitagdo em 295 nm do complexo BSA:VC (30 pmol L™)
na auséncia e na presenga dos oxidantes HOBr, HOCI e Tau-NHBr, ambos (300 umol L)

Experimentos realizados em tampao fosfato, 0,05 mol L pH 7,0 a 25°C.
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A Figura 33 apresenta as alteragbes nos espectros de ICD onde a adicao de um
excesso de dez vezes dos oxidantes ndo alteraram significativamento os mesmos. Ao
aumentar a quantidade de oxidantes para o excesso de trinta vezes, uma perda significativa
no sinal de ICD foi obtida (Figura 34). Pode também ser observado que a Tau-NHBr foi um
oxidante mais eficaz devido a sua seletividade em relagdo aos residuos de triptofanos nas

proteinas (XIMENES, et. al., 2010).
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Figura 33 - Espectro de ICD do complexo BSA:VC (30 umol L'1) na auséncia e na presencga dos
oxidantes HOBr, HOCI e Tau-NHBr, ambos (300 umol L'1). Experimentos realizados em tampao
fosfato, 0,05 mol L, pH 7,0 a 25°C.
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Figura 34 - Espectro de ICD do complexo BSA:VC (30 umol L'1) na auséncia e na presenca dos
oxidantes HOBr, HOCI e Tau-NHBr, ambos (600 umol L"). Experimentos realizados em tamp&o
fosfato, 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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Estes resultados sao indicativos da perda da capacidade de ligagdo da BSA ao VC,

quando submetida a uma degradacgéo oxidativa grave. Finalmente, € também interessante
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notar que a estrutura secundaria de BSA nao foi afetada por esta oxidagéo intensa (Figura

35).

Figura 35 - Espectro de CD do complexo BSA:VC (30 umol L'1) na auséncia e na presenca dos

oxidantes HOBr, HOCI e Tau-NHBr, ambos (600 pmol L'1). Experimentos realizados em tampéao
fosfato, 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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5.7 Efeito da Temperatura na Elipticidade Induzida em Vermelho Congo

A associacao entre as proteinas e os seus ligantes sdo geralmente enfraquecidas
em temperaturas mais elevadas, o que é um indicador da formacdo do complexo no estado
fundamental entre a proteina e o ligante (LAKOWICZ, 2010). A dissociacdo do complexo
também pode ser monitorada por ICD, isto é, a banda ICD pode ser totalmente ou
parcialmente perdida quando o complexo proteina-ligante € aquecido (GRACIANI;
XIMENES, 2013). Com base neste conhecimento experimental e tedrico, o efeito da
temperatura na ligacdo entre o VC e BSA também foi estudado. Nestes experimentos, a
temperatura foi aumentada na faixa de 30-90 °C com uma velocidade de aguecimento de 1
°C/min. As medidas de ICD foram realizadas a cada intervalo de 2 °C mantendo equilibrado

em cada ponto durante 30 s antes de serem obtidas.
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Os resultados mostram que, em vez de uma reducéo, o que indicaria a dissociacao
do vermelho do Congo de BSA, o espectro ICD foi deslocado para um comprimento de onda
maior quando a temperatura foi aumentada (Figura 36). Especificamente, depois da
diminuicdo da banda centrada a 490 nm, uma nova banda com um méximo a 536 nm foi

progressivamente formada.

Figura 36 - Espectro de ICD UV proximo para o complexo BSA:VC (30 umol L'1) em diferentes

temperaturas (30-90 °C). Experimentos realizados em tampao fosfato, 0,05 mol L pH 7,0.
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Considerando a formacdo de uma nova banda a 536 nm, novos experimentos
foram realizados por monitorag&o do sinal de ICD a 490 e 536 nm (Figuras 37a e b). Ao fixar
o comprimento de onda em 490 nm, uma curva sigmoidal foi obtida para as alteracdes no
sinal de ICD do VC dependente da temperatura (Figura 37a). Uma curva sigmoidal é
caracteristica de alteragfes cooperativas, incluindo transicdo de fase em proteinas induzidas
por calor, agentes de desnhaturacdo, etc (NAGARAJAN, et. al.,, 2015). Como pode ser
observado, é possivel ver a transi¢do na estrutura da proteina entre 60 °C e 70 °C. O ponto
médio da curva a 490 nm foi de 58 °C e coincidente com a diminui¢cdo acentuada de ICD a

536 nm (Figura 37b).
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Figura 37 - Efeito da temperatura no espectro de ICD para complexo BSA:VC (30 pmol L'1).
Experimentos realizados em tampao fosfato, 0,05 mol L™ pH 7,0, variando a temperatura de 30 a

90°C. a) Mudanca do espectro de ICD a 490. b) Medidas simultaneas de ICD a 490 e 536 nm.
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A alteracdo, mas ndo a perda do sinal de ICD do VC quando a temperatura foi
aumentada é um indicativo da forte associacdo entre 0 VC e BSA. Além disso, esses
resultados mostram que o sinal de ICD em VC pode ser util para a monitoracao de transicao
de fase na proteina. A partir destes resultados, a proxima pergunta a ser respondida foi se o
VC poderia ter alguma influéncia sobre a alteracdo estrutural do BSA induzida pela
temperatura. Os resultados apresentados nas Figuras 30 e 31 confirmaram que a presenca
de VC nao alterou a estrutura secundaria e a estabilidade térmica de BSA. Contudo, a
comparacédo entre a desnaturacdo térmica induzida pela BSA monitorada a 222 nm (Figura
31) com indugédo térmica da mudanca de ICD (Figura 37) mostram que o ponto médio das

curvas ndo foram equivalentes. Assim, novos experimentos foram realizados por
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monitoracdo das alteracdes no sinal de CD da BSA dependente da temperatura: a 262 nm,
0 que é devido a presenca de residuos de cisteina e aromaticos e, geralmente, relacionada
com a estrutura terciaria da proteina, a 222 nm, um parametro da estrutura secundaria, e a
490 nm ponto méximo da banda de ICD do VC (SUN, et. al., 2005).

Os resultados apresentados na figura 38 mostram uma comparacao das trés curvas
e respectivo fit ndo-linear, utilizando a equacgéo sigmoidal de Boltzmann (GraphPad software
Prisma 5.0). Como observado, o ponto médio para a alteracdo de ICD em 490 nm (Tsq =
58°C) foi mais perto do valor obtido em 262 nm (Ts, = 62°C). Estes resultados sao
indicativos de que a mudanca de ICD por inducdo do VC esta essencialmente relacionada

com alteragdes na estrutura terciaria da proteina.

Figura 38 - Comparacdo da alteragdo induzida por temperatura na BSA seguida de alteragcbes
secundarias (222 nm), terciarias (262 nm) e ICD (490 nm). (a) As misturas consistiram em BSA 30
umol L™, vermelho Congo 30 pmol L™ em tampé&o fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0. Para a medida a 222
nm, as solu¢des foram diluidas para 1 pmol L. (b) Adaptacéo sigmoidal Boltzmann para
determinacéo do ponto médio das curvas (software GraphPad Prisma 5,0).

—— CD (222 nm)
—— CD (262 nm)
—— |CD (490 nm)

0- i
— T5o =58°C
(o)) =
€ 10 g /
S £ -10
) o T50 =62°C
© (O}
© o
5 z
2 -20- S _20-
i *a 20 T50 =71°C
w i
'30 T T T 1 -30 T T T 1
40 60 80 100 40 60 80 100
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

89



5.8 Caracterizacdo de Agregados Amildides por Dicroismo Circular Induzido
em Vermelho Congo

Os ensaios anteriores revelaram que o VC é capaz de se ligar em BSA nas formas
nativa ou termicamente alterada e que o seu espectro ICD pode ser usado para monitorar
esta mudanca estrutural. Estas descobertas levantaram a possibilidade de que a formagao
da forma amiléide da BSA poderia estar envolvida nesta alterag&o estrutural.

Sabe-se que tratamento térmico € um protocolo experimental muito usado para a
producdo de proteinas amiloidais e o VC é um corante classico usado na caracterizagao
estrutural dessas fibras amiloidais (MOVAGHATI, et. al., 2014). Para avaliar esta
possibilidade, a BSA foi induzida a sua forma amiléide por incubagéo durante 2,5 horas a 70
°C, e a formacdo da estrutura amiléide foi caracterizada utilizando diferentes tipos de
técnicas (HOLM, et. al., 2007). Vale a pena notar que, nesses experimentos, o VC néo
estava presente durante o tratamento térmico, mas adicionado posteriormente.

A Th-T, é uma sonda fluorescente bastante utilizada como método de deteccéo de
fibras amiloidais em solucédo e de facil utilizacdo. Baseia-se no aumento do rendimento
quéntico da sonda a 482 nm causada por sua fixagao nas fibrilas amiléides (FREIRE, et. al.
2015; AMDURSKY, et. al., 2012). A Figura 39 apresenta os resultados utilizando a sonda Th-
T para detecgao das fibras amiloidais. Nota-se que somente a BSA sem aquecimento nao
apresentou um sinal significante, no entanto, ao aquecer a proteina ha um aumento
consideravel do sinal de fluorescéncia, com maximo de emissdo em aproximadamente 482

nm.
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Figura 39 - Efeito da temperatura no espectro de emissao da BSA (30 umol L'1) na presenca de Th-T
(30 umol L") com excitagdo em 435 nm, em pH 7,0.
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No mesmo sentido, a agregacéo da proteina provoca um aumento na dispersao de

luz que pode ser observada por espalhamento Rayleigh (Figura 40).

Figura 40 - Efeito da temperatura no espectro de dispersao de Rayleigh da BSA (5 umol L'1) a20e
70°C, em pH 7,0.
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Fibrilas amildides também podem ser caracterizadas por um aumento e um desvio
para o vermelho na absorbancia do vermelho do Congo (DOBSON, 1999; DUTTA, et. al.,
2016). A Figura 41 apresenta os resultados para os testes feito com VC. Nota-se que a BSA
sem aquecimento com a sonda gera um maximo em 500 nm. J4& para a BSA aquecida ob-
serva-se um sinal mais intenso e um ligeiro deslocamento do maximo de absorbancia para

510 nm, um indicativo da agregacao da proteina.

Figura 41 - Efeito da temperatura no espectro de UV-vis do complexo BSA: VC (30 u mol L") em pH

7,0.
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E finalmente, as fibrilas amilides foram detectadas pela alteracdo no sinal de ICD
do VC, ou seja, a técnica aqui desenvolvida (Figura 42). A proteina aquecida apresentou um
deslocamento para um maior comprimento de onda do sinal de ICD do VC, indicando assim
a agregacao da proteina. Em conjunto, estes resultados confirmam que a BSA foi induzida a
sua forma de amiléide quando incubada a 70 °C e que o espectro de ICD do VC pode ser

uma nova abordagem analitica para caracterizar esta transformacao.
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Figura 42 - Efeito da temperatura no espectro de ICD do VC na concentragéo final de (30 umol L'1),
em pH 7,0.
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5.9 Efeito de Metais Pesados na Elipticidade Induzida em Vermelho Congo

Metais desempenham varias fun¢des importantes nos processos biolégicos de sis-
temas vivos, tais como a transmissao nervosa, a sintese e metabolismo de neurotransmis-
sores e de transporte de oxigénio (JOMOVA; VALKO, 2011; CRICHTON, et. al., 2008). No
entanto, quando ocorre acumulagcdo excessiva tornam-se toxicos (KOZLOWSKI, et. al.,
2009). Em particular, o efeito de metais sobre a agregacao em proteinas tem atraido grande
atencdo e sdo amplamente estudados (LU, et. al., 2015). Por exemplo, mudang¢as no contro-
lo homeostatico de ions metélicos em regides especificas do cérebro, conduz a geracéo de
espécies reativas de oxigénio, o que danifica diretamente a proteina e cria um ambiente que
pode resultar em agregacdo, acelerando, assim, condi¢cdes degenerativas (CRICHTON,;
DEXTER; WARD, 2008; ZHANG;ROCHET; STANCIU,2015). Tem sido proposto que estes
ions desempenham um papel central no processo de agregacao amiloide (HUREAU; DOR-
LET, 2012). Estudos sugerem que metais como zinco, ferro e cobre podem contribuir para

patogénese de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e a doenca de Parkinson,
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facilitando a formacao de depésitos de amiloide e aumentando a producgéo de espécies rea-
tivas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo, neurotoxicidade e enfraquecimento
cognitivo (LU, et. al., 2015; NAKAMURA, et. al., 2007; JOMOVA; VALKO, 2011). Com base
neste conhecimento tedrico, o efeito de metais na alteracao de sinal de ICD do VC provoca-
do pela temperatura também foi estudado. O objetivo foi avaliar se a alteracéo de ICD pode-
ria ser Util para avaliar o papel dos ions metalicos na formacao de agregados amildides.
Nestes experimentos a temperatura foi aumentada na faixa de 30-90 °C com uma
velocidade de aquecimento de 1 °C/min na presenca de magnésio e zinco. As medidas de
ICD foram realizadas a cada intervalo de 2 °C mantendo equilibrado em cada ponto durante
30 s antes de serem adquiridas. Os resultados mostram que n&o houve alteragédo
significativa no sinal de ICD do VC em funcdo da temperatura na presenca desses metais.
Como ja observado nos experimentos anteriores houve a diminuicdo da banda centrada a
490 nm, uma nova banda com um maximo a 536 nm foi formada, mas ndo uma alteragao na

velocidade de formacdo que pudesse sugerir algum efeito dos metais.

94



Figura 43 - Espectro de ICD UV préoximo para o complexo BSA:VC (30 pumol L'1) em diferentes
temperaturas (35-85 °C), na auséncia e na presenca de metais: a) Complexo BSA:VC; b) Sulfato de
Magnésio (2,5 x 10° pmol L'1); ¢) Cloreto de Zinco Il (2,5 x 10° pmol L'1). Experimentos realizados em

tampao fosfato, 0,05 mol L™, pH 7,0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO: Estudos e aplicacdo do divanilato de metila
6.1 Sintese e Caracterizacao do Divanilato de Metila

O DV foi sintetizado a partir do vanilato de metila através de uma reacdo de
dimerizacao oxidativa na presencga de sulfato ferroso (catalisador) e persulfato de potassio
como descrito na literatura (ISMAIL, et. al., 2014; MARIN, et. al.; 2017). A primeira etapa
reacional consistiu na ativacdo do persulfato pelo catalisador, o ion ferroso (Fe*?) para

formacéao do anion radical sulfato (Figura 44):

Figura 44 - Ativacao do persulfato de potassio pelo Fe*? com formacéo do radical sulfato (SO,.).
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A reacao é iniciada pelo ataque do anion radical sulfato ao hidrogénio do grupo

hidroxila (OH) no vanilato, levando a quebra da ligagao e a formacao de um radical fenoxila.

Figura 45 - Ataque do radical sulfato ao grupo hidroxila do vaniladto com formacdo do radical
fenoxila.
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Devido a presenga do grupo carboxilato na posicao “para” o acoplamento entre os
radicais fenoxilas ocorre principalmente em posi¢cdes orto em relagédo a hidroxila. A molécula

de DV é formada apds o dimero estabelecer um equilibrio ceto-endlico (Figura 46).

Figura 46 — Formacao da molécula de divanilato.
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A reagdo de oxidagado ocorreu instantaneamente e gerou um precipitado marrom,
que foi filtrado e lavado diversas vezes com agua quente e seco em forno a 62°C por 48
horas e entao seco em dessecador a vacuo sobre pentdxido de fésforo. Obteve-se um pé de
cor marrom claro com rendimento de 71,6%. A caracterizagao do DV foi realizada por RMN
de 'H e C. A Figura 47 apresenta o espectro de RMN de 'H obtido para a amostra
preparada & (ppm): 9.53 (d, 20H), 7.47 (a, 2CH-Ar, J=2.0 Hz), 7.44 (b, 2CH-Ar, J=2.0 Hz),

3.91 (c, 2 OCHj), 3.81 (e, 2 OCH).
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Figura 47 — Espectro de RMN de H para o divanilato & (ppm).

divanilato_metila.001.001.1r.esp >
@
Nl

0.095
0.090
0.085
0.080
0075:
0.070:
0.065:
0.060:

0.0555 g

0.050-

0.045-

Normalized Intensity

0.0404
0.035+

0.030-

c147 [147
45

7.45

0.025
0.020

0.015-

0.010= r ° :;
OODS:J JL < T LJ
0 3 L " _.JL. X L
00

"0 95 | 90 | 85 80 75 70 65 60 55 50 45 4
Chemical Shift (ppm)

lllllllllll

A Figura 48 apresenta o espectro de RMN de '*C obtido para a amostra preparada
3 (ppm): 166.1 (i, 2C=0), 148.8 (h, 2C), 147.4 (g, 2C), 125.4 (f, 2CH), 124.3 (e, 2C), 119.5 (d,

2C), 110.9 (c, 2CH), 56.0 (b, 20CH3), 51.8 (a, 20CH3).
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Figura 48 — Espectro de RMN de "°C para o divanilato & (ppm).
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Os espectros de RMN permitiram confirmar o éxito na preparacédo do DV. Todos os
dados analiticos estdo de acordo com aqueles apresentados na literatura (ABRAHAM et al.,
2010). A analise de pureza do DV foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para isso foi empregada uma matriz estacionaria hidrofébica (C18) e dois eluentes
como solventes, solvente A: 0,1% de acido férmico em agua e, solvente B: 0,1% de acido
férmico em acetonitrila, vazdo de 1 mL/ min e gradiente de 80-20%. A Figura 49 mostra o
perfil cromatografico para o vanilato e DV. Como pode ser observado o tempo de retengéo

para o vanilato foi de 11 minutos e para o DV foi de aproximadamente 15 minutos.
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Figura 49 - Cromatograma: Vanilato (100 ymol L’1), DV controle (100 ymol L'1), DV sintetizado (100
pmol L'1) em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0. Condigdes: Coluna de fse reversa C18, fluxo de 5
mL/ min, solvente A (solugdo aquosa de acido férmico a 0,1%) e solvente B (0,1% de acido férmico

em acetonitrila), gradiente para solvente A (80% a 20%) em 20 min, monitorado em 230 a 600 nm.
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6.2 Determinacao das Constantes de Ligacao entre o Divanilato de Metila e as
proteinas BSA e HSA

A interag&o entre o DV e as proteinas foi estudada pelo método de supressdo de
fluorescéncia. A Figura 50 apresenta o espectro de emissao de Fluorescéncia para BSA e
HSA, respectivamente. O espectro inicial (em preto) é referente a emissédo de fluorescéncia
da proteina nativa, na auséncia de agente supressor. BSA possui uma intensidade maxima
de fluorescéncia em 344 nm, trés vezes maior que HSA, que possui intensidade maxima de
fluorescéncia em 342 nm, quando o comprimento de onda de excitagao é de 295 nm. Os
resultados apresentados na Figura 50 mostram que as intensidades de fluorescéncia das
proteinas HSA e BSA foram suprimidas pela adicao do DV. Como destacado no capitulo
anterior, esta diminuicao na intensidade de fluorescéncia pode ser causada por desativacao

colisional ou formacgao de um complexo nao fluorescénte, entre outros mecanismos.
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Figura 50 - Espectro de emissdo: a) BSA (2,5 umol L") e b) HSA (2,5 umol L") na presenga de DV
(0-2,5 umol L'1) em tap&o fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 20°C, com excitacdo em 295 nm e emiss&o
de 310 a 450nm.
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Considerando que a interacdo do DV resultou na supressdo da fluorescéncia
intrinseca tanto da HSA como da BSA e a supressao de fluorescéncia pode ser causada por
diversos mecanimos, fez-se necessario determinar por qual mecanismo esse processo
ocorreu. Para analisar o mecanismo de supressao de fluorescéncia a equagao de Stern-
Volmer (Eqg. 1) foi utilizada. Para este estudo torna-se indispensavel que as intensidades de
fluorescéncia sejam corrigidas através de corre¢gdes matematicas utilizando a Equagao 4, de
modo a minimizar o efeito de filtro interno (EFI) causado pela atenuagédo dos sinais de
excitacdo e emissao provocadas pela absorgado do composto. Assim, aplicando o tratamento
matematico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia com os valores corrigidos,
verificou-se que o grafico de Fo/F em fungédo da concentragdo de DV, apresentou perfil linear

para ambas as proteinas (Figura 51).
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Figura 51 - Grafico de Stern-Volmer: a) BSA (2,5 umol L'1) e b) HSA (2,5 umol L'1) na presencga de DV

(0-2 uM) em tampao fosfato 0,05 mol L7, pH 7,0, com excitagdo em 295 nm e emissaio de 310 a 450

nm, a 20°C.
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A partir da regresséo linear da equagéo de Stern-Volmer (Eq. 1) foram obtidos os

valores das constantes de supressdo de Stern-Volmer e a constante de supressao

bimolecular (kq) (Tabela 2). Utilizando 7, (10® s) que é o tempo de vida da proteina em

estado excitado (SHAHABADI, et. al., 2015) (Eq. 7). (ZHU, et. al., 2018; SOARES, 2005).

Como descrito no capitulo precedente,

constantes de velocidade para processos

bimolecular controlado por difusdo tem valor maximo de cerca de 2,0x10" L mol's™

(SHAHABADI, et. al., 2015). Como o valor calculado para kq para ambas as proteinas foram

muito acima do limite aceito para ocorréncia de processos de difusdo, conclui-se que a

supressao na fluorescéncia foi causada pela complexagao entre proteina e supressor, ou

seja, ocorreu um mecanismo de supressao estatico (quenching estatico).

Tabela 2 - Constantes de Stern—Volmer (ks,) e constante bimolecular de

quenching (kq) para interagdo entre DV e proteinas, em tampé&o fosfato 0,05 mol

L”, pH 7,0, a 20°C

Proteina kev (10° mol L) K,(10® L mol™ s™)
BSA 3,1 (x0.1) 3,1 (+0.1)
HSA 3,6 (+0.1) 3,6 (x0.1)
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Uma vez definido que o processo de fluorescéncia era provocado pela complexa-
cao entre a proteina e o DV, puderam-se utilizar os dados de supressao para o célculo da
constante de ligacdo. Utilizando os dados de supressédo de fluorescénciada e a equacao

matematica derivada da expressdo de constante de equilibrio entre as proteinas e o ligante

(Eq. 8):

F_q (p[(Kd+nP+L)—\/(Kd+P+L)2—4nPL]
Fo 2nP

(8)

Nesta equacéo, F, € a fluorescéncia na auséncia de ligante; F é a fluorescéncia na
presenca de ligante; g é a amplitude de alteragédo da raz&o de fluorescéncia; P é a concen-
tracdo de proteina; L é a concentracdo de ligante; Kd é a constante de dissociacdo; e n € o
namero de sitios de ligacdo (GRACIANI; XIMENES, 2013). Aqui, assumimos a formacao de

um complexo 1:1, n foi definido como 1, Eq. 9:

F (p[(Kd+P+L)—\/(Kd+P+L)2—4PL]

L=1- (©)

Fo 2P

Foi construido o gréfico F/F, em funcdo da concentragdo de DV, como representa-
do na Figura 53 para os sistemas BSA:DV e HSA: DV. Os valores da constante de dissocia-
¢do (Kd) foram obtidos utilizando uma regressao néo linear da Eq. 9. Os valores de K, foram
calculado como 1/Kd, e foram obtidos os valores de 3,5x10° mol'L para BSA:DV e
7,6x10° mol™L para HSA:DV. Como pode ser observado, o valor de Ka para DV:HSA foi
superior ao obtido para DV:BSA. No entanto, nos dois casos, as constantes obtidas para o
DV, indicam uma forte ligacdo do ligante a proteina. Alguns estudos revelam um maior valor
de constante de ligacédo entre ligantes e HSA comparado a BSA (NUSRAT, et. al., 2016), no

entanto isso ndo é uma regra, esses valores podem variar tanto para BSA como HSA.



Figura 52 - Grafico obtido pela regressao nao linear da equagéo 9 para o célculo da constante de
ligagdo: a) BSA (2,5 umol L'1) e b) HSA (2,5 umol L'1) na presenca de DV (0-2,5 uM) em tampéo
fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0, com excitagcdo em 295 nm e emisséio de 310 a 450 nm, a 20°C.
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6.3 Determinacao dos parametros termodinamicos de ligacao

As forcas de interagdes entre uma pequena molécula organica e uma
macromolécula ocorrem principalmente por: interacdes hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio,
forcas de Van der Waals e interac¢des eletrostaticas (CHENG, 2012). Portanto, as forgas de
ligacdo entre o DV e as proteinas foram estudadas com base nos célculos dos parametros
termodindmicos AG°, AH° e AS° (RAZA, et.al, 2017; HUANG, et.al, 2016). Para isso, as
constantes de ligacdes foram obtidas em diferentes temperaturas, e, assumindo que AH néo
varia na faixa de temperatura estudada, os parametros termodinamicos foram obtidos
utilizando a equagado de Van't Hoff (RAZA, et.al, 2017; SURYAWANSHI, et. al., 2016) (Eq

10).

n (2) =4[] (10

K1 RIy 1

Nesta equacdo, R é constante universal dos gases (8,324 J.K*.Mol™*) (OLSSON, et.

al., 2008) e K, e K, as constantes de equilibrio obtidas nas temperaturas T, e T,, respecti-
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vamente. A equacdo de energia livre de Gibbs (Eq. 11) fornece o AG® da rea¢do nas duas
temperaturas estudadas. De posse de AH® e AG®, pdde-se obter a variagdo de entropia da
interacdo AS° por meio da equacédo 12. Os valores de K,, em diferentes temperaturas, foram
obtidos pela supresséo de fluorescéncia e aplicacdo da equacgéo 9 (Fig. 53).

Os parametros termodinamicos para o sitema BSA-DV e HSA-DV estao listados na

Tabela 3.

AG® = -RT InKeq (11)

AG® = AH® — TAS® (12)

Figura 53 - Grafico obtido pela regresséo nao linear da equacao 9, em diferentes temperaturas, para o
célculo da constante de ligagdo: a) BSA (2,5 umol L'1) e b) HSA (2,5 umol L'1) na presencga de DV (0-2
uM) em tampéo fosfato 0,05 mol LT, pH 7,0, com excitagcdo em 295 nm e emissaio de 310 a 450 nm,
a 20°C e 40°C.
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Tabela 3 - Constante de ligacdo e parametros termodindmicos dos sistemas DV-HSA e DV-BSA em

diferentes temperaturas.

Proteina | T(K) | K,(10° mol'L) | AH° (KJ mol™) | AG° (KJ mol”) | AS° (J mol'K™)

293 3,5 31,1

BSA 313 "8 -24,9 315 20,9
293 7,6 -32,9

HSA 313 3% -29,8 352 10,8
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Valores negativos de AG° indicam a ocorréncia de um processo espontadneo nos
dois casos (SURYAWANSHI, et. al., 2016). Os valores de AH° e AS° para a interacédo de
ligacdo entre DV e BSA foram de -24,9 kJ mol™ e 20,9 J mol*K™, respectivamente, e os va-
lores de AH® e AS® para a interag&o de ligagdo entre DV e HSA foram de -29,8 kJ mol™ e
10,8 J mol*K™, respectivamente. Os valores negativos de AG® para as diferentes temperatu-
ras, acompanhados de valores positivos de AS° e negativos de AH®, demonstram claramen-
te a formagao dos complexos BSA-DV e HSA-DV, indicativo de espontaneidade das intera-
¢des entre proteina e ligante. Também é possivel caracterizar como exotérmica a reagao
entre DV e proteina a partir do sinal negativo dos valores de AH°.

Segundo ROSS e SUBRAMANIAN (1981), as diferentes interagcbes que podem
ocorrer no processo de associagcao de proteinas podem ser caracterizadas pelos sinais e
magnitudes dos parametros termodinamicos (AH° e AS®), isto é, se AH>0 e AS>0 a forca
principal € a interagédo hidrofobica. Se AH<0 e AS<0, as forgas de Van der Waals e ligacdes

de hidrogénio desempenham papeéis importantes na interagao.

Valores positivos de AS° evidenciam frequentemente a ocorréncia de interagcdes
hidrofébicas, pois as moléculas de agua que estado dispostas de maneira ordenada em torno
do ligante e da proteina e adquirem uma configuragdo mais aleatéria apés a entrada do
ligante no sitio de ligagédo (LI, et. al., 2011). Os valores negativos de AH° indicam que ha
ligagbes de hidrogénio entre proteina e ligante (HE, et. al., 2016). Portanto, ndo € possivel
explicar os parametros termodindmicos com base em um Unico modelo de forca
intermolecular. Estes resultados indicam que ligagbes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas desempenham o papel principal no processo de ligacdo dos complexos de DV-
BSA e DV-HSA (TIAN, et. al., 2005; LI, et. al., 2011). Resultado semelhante foi obtido por He
e colaboradores (2016), onde o farmaco em estudo, prometazina, ligou-se a HSA por

ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas.
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6.4 Transferéncia de Energia

Os fendmenos de transferéncia de energia tém amplas aplicacdes nos estudos de
interacdo em moléculas. De acordo com a teoria da transferéncia de energia ndo radiativa
de Foster (FRET), a transferéncia de energia entre duas moléculas (doador, aceitador) ocor-
rera sempre que o espectro de emissao do doador se sobrepor ao espectro de absorcao de
molécula aceitadora e a distancia entre doador e aceitador for menor que 8 nm. Portanto, a
FRET depende da distancia entre a molécula dadora e aceitadora, bem como a orientacéo
dos dipolos de transicdo doador e aceitador (SIDDIQI, et. al., 2017).

Para aplicar esse tipo de estudo na complexacdo entre ligantes e proteinas, uma
maneira util e sensivel baseia-se no estudo da fluorescéncia intrinseca da proteina como
doador no processo de FRET e o ligante como aceitador. Para HSA, a fluorescéncia do Trp
214 é o mais freqlientemente examinada entre os trés fluor6foros aromaticos intrinsecos em
moléculas de HSA. Este residuo esta localizado no subdominio IIA da HSA (um dos dois
principais locais de ligagdo de HSA) na posicdo 214 ao longo da cadeia (SHAFAEI, et. al.,
2017). A ditancia critica entre doador e aceitador quando a eficiéncia de transferéncia de

energia para o aceitador € de 50 % (Ro) foi calculada ultilizando a equacao de Féster:

R,=0,211(K*nQ,J)"* (6)

Onde K é o fator de orientagao espcial, n € o indice de refracdo, Qp é rendimento
quantico do doador na auséncia do aceitador e J é a area da sobreposicdo do espectro de
emissado do doador com o espectro de absor¢cao do aceitador, e pode ser avaliado integran-

do a area espectral de sobreposicao (Eq. 13) (LAKOWICZ, 2010).

J= [ ea@)A* £, () dA (13)
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Onde J é a area da sobreposicdo do espectro de emissao do doador com o espec-
tro de absorg¢ao do aceitador, ¢, € espectro de absorcéo do aceitador expresso em absortivi-
dade molar, f, € o espectro de emissdo do doador normalizado na area.

A eficiéncia de transferéncia de energia (E) e a distancia (R) entre proteina (doador)

e DV (aceitador) foram calculadas utilizando a equacao 5:

E-1-= - ©)

Onde F é a fluorescéncia doador-aceitador, F, € a fluorescéncia do doador, r é a
distancia de ligacao entre doador e aceitador, R, é a distancia critica quando a eficiéncia de
transferéncia de energia para o aceitador é de 50 %. A Figura 54 apresenta a sobreposicéo
do espectro de absor¢édo do DV com o espectro de emissdo para ambas as proteinas, BSA

e HSA.

Figura 54 - Grafico da sobreposicdo do espectro de emissdo (proteina) e absor¢do (DV) para os
sistemas: a) BSA (5 umol L) e DV (5 pumol L™"); b) HSA (5 pmol L™) e DV (5 umol L™"); em tap&o

fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 20°C, com excitagdo em 295 nm e emissao de 310 a 450nm.
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Observa-se a sobreposicdo espectral, condicdo necessaria para ocorréncia de
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FRET, portanto, a partir destes dados, com os espectros de absor¢ao do DV e emissao de
fluorescéncia da proteina (ambos normalizados), calculamos a integral de sobreposicao, a
area (J) (Eq. 13, Fig. 54). Para o calculo da distancia de Foster utilizamos a Equacéo 5 e
assumindo K?= 2/3, n= 1,33 e Qp= 0,13. A eficiéncia de transferéncia de energia foi

calculada utilizando a Equacéo 6, os valores obtidos estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de Area (J), Distancia de Foster (R,), Eficiéncia de Transferéncia
de Energia (E) e Distancia entre DV e Proteina (r) dos sistemas DV-BSA e DV-BSA.

Sistema J(M*em™nm?) Ro (A°) E r (A°)
HSA-DV 36.928.694.970.054 21,17 0,59 20,0
BSA-DV 37.525.785.225.838 21,24 0,53 20,1

Os valores de r e Ry estdo abaixo de 2,1 nm, dentro do intervalo permitido para que
ocorra a transferéncia de energia entre DV e o triptofano da proteina (0,5 Ry <r < 1,5 Ry)
(SIDDIQI, et. al., 2017). Os dados sugerem que a transferéncia de energia das proteinas,
BSA e HSA, para o DV tem alta probabilidade de ocorrer. De acordo com o previsto pela
teoria de transferéncia de energia ndo radiativa de Forster, esses resultados indicam que
ocorreu um mecanismo de supressao estatico e houve a formagcdo de um complexo entre

DV e as proteinas BSA e HSA.

6.5 Efeito da Elipticidade Induzida em Divanilato

A monitoragdo do sinal de ICD é uma técnica muito util e livre de interferéncia para
o estudo da interacao ligante proteina. Trata-se de uma evidéncia direta da complexacéo e
pode contribuir significativamente para a elucidagdo do processo de ligacdo. A técnica de
ICD foi utilizada neste trabalho para avaliar a ocorréncia de ligacéo entre DV e proteina e
estimar o grau de associagdo entre ambos, ou seja, calcular a constante de ligacao

(VENTURINI, et. al., 2017). A Figuras 55 apresenta os espectros de CD para o DV e BSA e
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DV e HSA. Como pode ser observado, a ligagdo DV e BSA resultou no aparecimento de um
significativo sinal de dicroismo circular com uma banda intensa positiva préxima a 312 nm.
Ja a complexacao entre HSA e DV resultou no aparecimento de duas bandas de ICD, uma
mais intensa a 292 nm e uma banda negativa a 320 nm. Neste caso, chama a atencédo ainda
a inversao do sinal de ICD quando comparado a ligacdo nas duas proteinas. Isso sugere
diferentes conformacdes do DV e consequentemente diferentes interagcdes nos sitios de

ligacao das proteinas.

Figura 55 — a) Elipticidade induzida em DV (30 umol L'l) por: a) BSA (30 umol L'l); b) HSA (30 umol
L™"): em tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C.
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O proximo passo foi avaliar a afinidade de ligagé@o entre DV e proteina, utilizando al-
teracdes dependentes da concentragdo no sinal de ICD como um parametro analitico para
avaliar a constante de ligacdo entre DV e proteina. Para os célculos, a intensidade do sinal
ICD (6 mdeg) foi tomada como proporcional a concentragdao do complexo ligante-proteina

(LP), Equacdes 14 e 15.

L+P <> PL (14)

6 (mdeg) = K[PL] (15)
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A constante de ligagdo (K,) foi obtida pelo tratamento néo-linear da Equacéao 16.
Onde, K € uma constante de proporcionalidade, P e L s&o as concentracdes adicionadas de

proteina e DV, respectivamente (ZSILA; HAZA; SAWYER, 2005).

e(mdeg):g[P+L+Ki-\/(P+L+Ki)2—4PL] (16)

a a

Os resultados representados na Figura 56a e 57a representam a evolugao do sinal
ICD em funcdo de quantidades crescente de DV para as proteinas BSA e HSA,
respectivamente. Da mesma forma as Figura 56b e 57b representam o tratamento
matematico da Equacado 16, onde para o calculo das constantes foram considerados as
alteracdes do sinal de ICD no comprimento de onda de 312 nm para BSA e 292 nm para
HSA. A partir dos valores obtidos e seguido pelo tratamento matematico foram obtidos os

valores de K, gsa) (1,4 x 10° mol™ L) e K usa) (4,5 x 10* mol ™ L).

Como pode ser observado, esses valores sd0 menores em comparagdo com as
constantes obtidas por supressdo de fluorescéncia K, @sa (3,5x10 ° M'1) e Ki (Hsa)
(7,6x10 °> M"). Uma explicagéo para este valor mais baixo tem seu fundamento na origem do
sinal ICD do DV. Considera-se que o sinal de ICD observado é o resultado apenas de um
excesso enantiomérico de uma conformacao especifica preferencial do DV fixada nos locais
de ligagao da proteina. Em outras palavras, que existe mais de uma conformagéo para se
ligar, mas uma tem maior preferéncia. O método por supressao de fluorescéncia independe
da forma conformacional que DV se liga a proteina, e os calculos levam em conta o total de
moléculas ligadas. Como o sinal de ICD de um conformador poderia ser parcialmente
ocultado pelo par enantiomérico, esse fato poderia explicar a menor constante de ligagao

obtida usando esta técnica.
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Figura 56 — a) Elipticidade induzida em DV (0-30 umol L"l) por BSA (10 umol L'l), em tampao fosfato
0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C. b) Comportamento nao linear dos sinais de ICD de BSA na presenca de

diversas concentra¢c6es de DV (0-30 umol L'l). Sinal observado em 312 nm.
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Figura 57 — a) Elipticidade induzida em DV (0-30 umol L™) por HSA (10 umol L™), em tampéo fosfato
0,05 mol L, pH 7,0 a 25°C. b) Comportamento n&o linear dos sinais de ICD de HSA na presenca de
diversas concentracbes de DV (0-30 umol L™). Sinal observado em 292 nm.
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6.6 Identificacdo dos Sitios de Ligacdo por Deslocamento de Ligantes de sitio |
ell

Através dos ensaios de supressdo de fluorescéncia e ICD confirmou-se que o DV
se liga de forma eficiente tanto a BSA como a HSA. Na sequencia realizou-se estudos para
elucidar o sitio de ligacdo do DV nas proteinas por meio de deslocamento de ligantes de
sitio | e sitio 1l conhecidos das proteinas: dansilglicina (DG), ligante de sitio 1l e varfarina (V),
ligante de sitio |. A Figura 58 apresenta os resultados para os ensaios de deslocamento da
sonda fluorescéncte (DG) e mostram as caracteristicas tipicas deste tipo de ensaio, ou seja,
h& um aumento da intensidade de fluorescéncia e um deslocamento para o azul quando a
sonda se liga a proteina (VENTURINI, et. al., 2017; DE; KAUR; DATTA, 2013). Como espe-
rado, a adicdo de ibuprofeno (sitio Il) provocou maior deslocamento da DG comparado a
fenilbutazona (sitio 1), Fig. 58c e 58d. Com a adi¢éo de DV ocorreu a diminui¢cdo da intensi-
dade de fluorescéncia, indicando um deslocamento da sonda DG e mostrando a capacidade
do DV de interagir com o sitio Il das proteinas BSA e HSA. No entanto, ao se comparar a
gueda da intensidade de fluorescéncia da interacdo de DV:BSA e DV:HSA (Figura 58c e
58d) é notdrio uma maior diminuicdo da intensidade de fluorescéncia quando DV interage
com HSA. DV deslocou mais facilmente DG do sitio Il de ligacdo da HSA. Esses resultados
mostram uma maior capacidade do DV em interagir com o sitio Il da proteina HSA em com-
paracdo com a proteina BSA, ou seja, uma maior afinidade de DV em se ligar ao sitio Il de

HSA.
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Figura 58 - Ensaio de deslocamento de sondas fluorescénctes: a) Espectro de emissao da BSA (5
pmol L'1) na presenca de DG (5 umol L'1) e DV (0-30 umol L'1) em tampéao fosfato 0,05 mol L™ pH 7,0
a 25°C com excitagdo em 340 nm. b) Espectro de emissdo da HSA (5 umol L'1) na presenca de DG (5
umol L™) e DV (0-15 pmol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a 25°C com excitagido em 340
nm. ¢) Comparagao da queda do maximo de fluorescéncia da BSA provocada pela adicado de ligantes
de sitio 1, sitio Il e DV. d) Comparagao da queda do maximo de fluorescéncia da HSA provocada pela
adigao de ligantes de sitio I, sitio Il e DV.
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O uso dos farmacos varfarina e fenilbutazona (sitio 1) e ibuprofeno (sitio Il) como
marcadores de sitio evidenciam com eficiéncia o local de ligacdo do composto em estudo.
Ao deslocar esses marcadores de seu sitio de ligacdo ha um decrescimo da intensidade de
fluorescéncia, confirmando a preferéncia da droga pelo local de ligacdo do marcador utiliza-
do (ZHANG, et. al., 2009; DE; KAUR; DATTA, 2013). A Figura 59 apresenta os resultados
obtidos para um ligante de sitio I. A varfarina emite um pequeno sinal de fluorescéncia na
regido estudada (330 a 450 nm), no entanto, quando em contato com a proteina, ha um au-

mento significativo da intensidade do sinal de fluorescéncia e um ligeiro deslocamento do

114



sinal para um menor comprimento de onda (ZHANG, et. al., 2009). Como esperado, a adi-
cdo de fenilbutazona (sitio I) provocou maior deslocamento da varfarina comparado ao
ibuprofeno (sitio Il), Fig. 59 ¢ e 59d. Com a adic&do de DV ocorreu uma supressao progressi-
va do sinal de fluorescéncia em funcéo da concentracdo do DV, indicando assim que o DV
também poderia ocupar o sitio | das proteinas. As Figuras 59¢ e 59d confirmam que a queda
da intensidade de fluorescéncia provocada pelo DV foi similar a causada por um ligante de

sitio 1, a fenilbutazona, reforcando a proposta de que o DV pode ocupar o sitio | da proteina.

Figura 59 - Ensaio de deslocamento de ligantes de sitio I: a) Espectro de emissédo da BSA (5 umol L
') na presenca de varfarina (5 pmol L) e DV (0-10 umol L) em tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 a
25°C com excitagdo em 310 nm. b) Espectro de emissdo da HSA (5 umol L'1) na presenca de
varfarina (5 umol L) e DV (0-10 pmol L") em tampao fosfato 0,05 mol L, pH 7,0 a 25°C com
excitagdo em 310 nm. ¢) Comparagao da queda do maximo de fluorescéncia da BSA provocada pela
adicao de ligantes de sitio I, sitio Il e DV. d) Comparagao da queda do maximo de fluorescéncia da

HSA provocada pela adigao de ligantes de sitio |, Sitio Il e DV.
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O DV, como um forte ligante de BSA e HSA, foi capaz de deslocar sondas de sitio |
e Il. A partir desses resultados pode-se concluir que o DV pode ligar-se em ambos os sitios
de ligacao das proteinas. Diferente do ensaio anterior, deslocamento da sonda fluorescente

DG, aqui ndo houve diferencga entre as proteinas BSA e HSA.

6.7 Efeito dos Ligantes de Sitio I, Il e lll na Elipticidade Induzida em Divanilato

Como demonstrado nos ensaios de deslocamento de marcadores de sitio | e I, o
DV foi capaz de se ligar em ambos os sitios. Assim, levando em conta que 0 mesmo é tam-
bém suscetivel a quiralidade induzida, o nosso préximo passo foi inverter o experimento e
estudar se ligantes amplamente aceitos de sitio I, Il e Ill da albumina poderiam provocar o
deslocamento do DV, isto &, provocar a perda do sinal de ICD. Nestes estudos, o espectro
de ICD do DV foi utilizado para monitorar a sua remoc¢ao a partir dos locais de ligacao da
proteina. Vale a pena ressaltar que os ligantes utilizados nesse estudo, varfarina (sitio |),
ibuprofeno (sitio 1) e digitoxina (sitio Ill), ndo possuem banda de ICD na regido estudada e,
portanto, nao interferem no sinal do DV. Assim, qualquer alteracdo observada sera resultado
de alteragdo na conformacgao do DV na proteina ou remog¢ao do mesmo dos sitios de liga-
¢des. A Figura 60 apresenta os efeitos no espectro de ICD do DV ligado a BSA e HSA, res-
pectivamente. A adigédo de concentragdes crescentes de varfarina, um ligante de sitio | da
albumina, ndo provocou uma alteracéao significativa no espectro de ICD do DV quando com-
plexado com BSA, mesmo sendo a concentracdo de varfarina sendo duas vezes superior
gue a de DV. Esses resultados podem ser interpretados de duas maneiras. A primeira delas
seria que o sitio preferencial de ligacéo € o Il e, portanto, a adi¢cdo de varfarina ndo afetaria
0 mesmo. A outra interpretacdo seria que, mesmo se ligando em sitio I, sua maior afinidade
comparado a varfarina ndo permite que esta Ultima o desloque do sitio. E necessario admitir
esta segunda opc¢ao, pois 0 experimento anterior (deslocamento de warfarina) indicou que o

DV podia se ligar no sitio I.
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J& o espectro de ICD do DV quando complexado com HSA resultou em uma dimi-
nuicdo do sinal de ICD apds a adicdo de varfarina, no entanto, o sinal de ICD néo foi total-
mente perdido, embora a concentracdo do competidor tenha sido duas vezes mais elevada
em comparacao com a do DV. Neste caso, fica mais claro a ligacdo do DV no sitio | da HSA

e estdo de acordo com o resultado de deslocamento da varfarina.

Figura 60 - Efeito da adic&o de varfarina (0-60 umol L'l) no espectro de ICD do complexo: a) DV:BSA
(30 umol L™). b) DV:HSA (30 pmol LY.
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A Figura 61 apresenta os efeitos no espectro de ICD do DV ligado a BSA e HSA,
respectivamente, apos a adigdo de concentragdes crescentes de ibuprofeno, um ligante de
sitio II. Como pode ser observado, apos a adicdo de ibuprofeno houve uma diminuicdo no
sinal de ICD do DV quando complexado com BSA. Este resultado esta de acordo com o
achado no experimento de deslocamento da dansilglicina e reforca a capacidade do DV se
ligar também ao sitio Il da BSA. J& para a HSA, a adi¢éo de ibuprofeno causou um efeito de
certa forma inesperado, pois causou um acréscimo no sinal de ICD. Este tipo de alteracao
em sinais de ICD tem sido explicado como um efeito alostérico causado na proteina pela
adicdo do ligante (VASCONCELOS; XIMENES, 2015; VENTURINI, et. al., 2017). Neste ca-

so especifico, ao entrar no sitio Il, o ibuprofeno altera levemente a conformacgéo da proteina.
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Como consequéncia, o DV presente no sitio | também sofre pequena alteracdo em sua con-

formacédo causando a alteracdo (intensificacéo e leve deslocamento) observada.

Figura 61 — Efeito da adi¢&@o de ibuprofeno (0-60 pmol L™) no espectro de ICD do complexo: a)
DV:BSA (30 umol L™). b) DV:HSA (30 umol L™).
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A Figura 62 apresenta os efeitos no espectro de ICD do DV ligado a BSA e HSA,

respectivamente, apds a adicdo de concentragdes crescentes de digitoxina, um ligante de

sitio Il da albumina (CHENG, 2012). Os resultados mostram que o ligante digitoxina nao foi

capaz de deslocar o DV do sitio de ligagao tanto da BSA como da HSA. Como pode ser ob-

servado, novamente o espectro de ICD do DV na HSA néo sofreu qualquer alteracao, o que

sugere que o sitio lll ndo é ocupado por este ligante. Para a BSA, é possivel verificar nova-

mente uma leve intensificacao e deslocamento do sinal, 0 que sugere o efeito alostérico.
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Figura 62 — Efeito da adicdo de digitoxina (0-60 umol L'l) no espectro de ICD do complexo: a)
DV:BSA (30 umol L™). b) DV:HSA (30 pmol L™).
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Diante dos resultados de deslocamento de marcadores de sitios por fluorescéncia e
ICD pode-se concluir que DV liga-se tanto ao sitio | como ao sitio Il das proteinas BSA e
HSA, e no sitio Ill ndo ocorre a ligagdo desse farmaco. No entanto, esses resultados n&o
séo suficientes para confirmar a preferéncia do DV por um sitio de ligacdo especifico, os

resultados indicam uma leve preferéncia pelo sitio | tanto para HSA como BSA.

6.8 Efeito da Temperatura na Elipticidade Induzida em Divanilato

O préximo passo foi estudar o efeito da temperatura na elipticidade induzida no DV
e verificar se este sinal poderia ser util na deteccao de fibras amiloidais. Portanto, utilizamos
a técnica de ICD para monitorar a dissociacdo do complexo quando aquecido. Para isso, as
proteinas, BSA e HSA, foram aquecidas por duas horas a 70°C sobre agitagdo constante. As
Figuras 63a e 63b apresentam os espectros de Th-T na presencga das proteinas no seu es-
tado nativo e aquecida a 70°C. Como pode ser observado, houve um aumento significativo
na intensidade de fluorescéncia para a proteina tratada, indicado a formagao de agregados
proteicos com caracteristicas amiloidais (FREIRE, et. al. 2015; AMDURSKY, et. al., 2012).
Assim, avaliou-se o comportamento do sinal de ICD do DV na presenga da proteina tratada.

As Figuras 63c e 63d apresentam os espectros de ICD do DV em contato com BSA e HSA.
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Como pode ser observado, ndao houve o aparecimento do sinal de ICD do DV, indicando

uma alteragao estrutural no microambiente da proteina. Se por um lado este resultado refor-

¢a a proposta de que o sinal de ICD se da pela interagao das proteinas e o DV, por outro

lado inviabiliza 0 uso do mesmo como um indicativo analitico de formacédo de agregados

amiloidas, como apresentado no capitulo precedente para o VC.

Figura 63 - Efeito da temperatura no espectro de emissao: a) BSA (30 umol L'1) e b) HSA (30 umol L
1) na presenca de Th-T (30 umol L'1) com excitagdo em 435 nm, em tampéao fosfato 0,05 mol L7, pH
7,0 a 20°C e 70°C. Efeito da temperatura no espectro de ICD do DV nas concentragées de (0-30 umol
L"), na presenca de: ¢) BSA (30 umol L") e d) HSA (30 pumol L") em tampao fosfato 0,05 mol L™, pH

7,0a 20°C e 70°C.
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6.9 Estudos de Docking Molecular
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O docking molecular € uma técnica computacional que pode simular a orientagao

preferencial que uma droga se liga a proteina, bem como a sua estabilizagdo. O
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conhecimento da orientagdo permite a caracterizagdo quantitativa da forca de ligagcéo e
apontar para a natureza quimica dos sitios de ligagdo e as forgas intermoleculares que
estdo envolvidas na complexacao entre os ligantes (DU, et. al.,, 2016). Uma vez que os
resultados dos ensaios experimentais competitivos indicaram que o DV pode ligar-se tanto
ao sitio | quanto ao sitio Il, as simulagcdes de docking foram realizadas para cada uma
dessas regides independentemente, para elucidar as caracteristicas da interagdo. Para cada
sitio foi estabelecido uma caixa que o engloba. A estrutura da proteina é mantida fixa e o
ligante flexivel, podendo se acomodar na estrutura da proteina. Foram realizadas 100
execugdes independentes do docking - 100 experimentos. Ao final das execucgdes, as
posicdoes DV-proteina foram avaliadas de acordo com a similaridade geométrica (RMSD < 2
A) e de energia, e foram agrupadas em cluster, sendo o cluster 1 aquele que apresenta
conformagdo mais favoravel, ou seja, aquele de menor energia. Foram analisadas as
interacdes do cluster de menor energia e do cluster mais populoso para o Sitio | e Sitio Il
considerando duas estruturas da BSA (PDB ID: 3V03 e 40R0) e duas estruturas da HSA
(PDB ID: 1A06 e 1E7A). A cadeia A de cada estrutura foi selecionada como a estrutura do

receptor para os dockings, Figura 64.
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Figura 64 - Estruturas terciarias sobrepostas da BSA e HSA. As estruturas da BSA foram retiradas do
Protein Data Bank sob os codigos 3V03 (em vermelho) e 40R0 (em verde), enquanto que as
estruturas da HSA estéo sob os codigos 1AO6 (em azul) e 1E7A (em amarelo).

Os resultados mostraram que os clusters mais populosos nao foram
necessariamente aqueles de conformagbes de menor energia, portanto, para os estudos,
foram considerados os clusters mais populosos e 0s de mais baixa energia. Considerando a
hipotese de que o composto estaria ligado internamente aos sitios, as poses consideradas
foram analisadas quanto a esse parametro, sendo que as que satisfizeram esse critério
estdo marcadas de cinza na Tabela 5, que mostra as respectivas energias de ligagéo, a
quantidade de clusters e os numeros de poses obtidas para cada sitio analisado de cada

proteina.
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Tabela 5 - Resultados do Docking para o cluster de menor e maior energia: numero de

clusters, energias de Ligagdo em kcal/mol, populacao (%) e localizagao.

Energia de

NUmero de - = Populacao Localizagao
clusters ligagao
(kcal/mol) (%)
CH1 -7,24 2 Interno
3Vvo03 14
§ CI3 -5,84 29 Superficie
- Ci1 -7,48 1 Superficie
2 40R0 7
» Cl2 -6,96 40 Interno
1A06 8 Cl1 -8,33 60 Interno
%
o
C1 -7,01 10 Interno
1E7A 18
CI8 -6,05 29 Superficie
Cl1 -6,45 6 Interno
§ 3Vvo03 14
Ci3 -5,59 62 Superficie
2 40R0 8 Cli1 -6,90 72 Interno
\5
(o] -6,18 7 Superficie
1A06 9
Cl2 -6,03 34 Superficie
<
% 1E7A 9 Ci1 -6,82 42 Interno

As poses encontradas para sitio I: BSA (3V03) cluster de menor energia, BSA

(40RO0) cluster mais populoso, HSA (1AQO6) cluster de menor energia e mais populoso, HSA

(1E7A) cluster de menor energia, e para o sitio Il: BSA (3V03) cluster de menor energia,

BSA (40RO0) cluster de menor energia e mais populoso, HSA (1AO06) nenhum, HSA (1E7A)
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cluster mais populoso, mostram que o DV esta localizado na parte interna do sitio de
ligagdo. As Figuras 65 e 66 apresentam as poses obtidas para cada cluster (mais populoso

e de menor energia) para HSA, sitio | e sitio Il, respectivamente.

Figura 65 - Poses encontradas do divanilato na HSA no sitio I. a) PDB 1AO6 - cluster de menor
energia e também o mais populoso (ClI1); b) PDB 1E7A - cluster de menor energia (Cl1); e c) PDB
1E7A - cluster mais populoso (CI8).
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Figura 66 - Poses encontradas do divanilato na HSA no sitio Il. a) PDB 1AO6 - cluster de menor
energia (Cl1); b) PDB 1A06 - cluster mais populoso (CI2); e c) PDB 1E7A - cluster de menor energia
e também o mais populoso (CI1).

a) b)

c)

C

Esses resultados mostram pouca diferengca entre as energias de ligagdo para
ambos os sitios de ligagado, no entanto, comparando os clusters em que o DV esta ligado
internamente ao sitio de ligagéo |, nota-se uma menor energia de ligacao tanto para BSA
quanto para HSA, comparado ao sitio Il, indicando uma preferéncia por esse local de ligagcao
(Tabela 5). Esses resultados estdo de acordo com o obtido experimentalmente pelo
experimento de deslocamento da varfarina, ligante de sitio I, onde indicou uma melhor
preferéncia do DV pelo sitio | de ambas as proteinas. Contudo, os resultados obtidos
experimentalmente e por estudo de docking nao sao suficientes para confirmar a preferéncia
do DV por um sitio especifico de ligacdo tanto para BSA como para HSA. Apenas que ele
pode se ligar a ambos os sitios de ligacao.

Os estudos de docking molecular permitem identificar as forgas responsaveis pela

estabilizagdo do ligante no microambiente dos sitios de ligagdo da proteina, assim como os
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respectivos residuos de aminoacidos encarregados por tais interacbes (BERTOZO, et. al.,

2019). As interagdes foram calculadas pelo programa Binana. As Tabelas 6, 7, 8 e 9

apresentam os resultados obtidos sobre os tipos de interagdes e os residuos que participam

desta interacao entre DV e proteina para o sitio | e Il.

Tabela 6 - Numero de interagdes no Sitio I.

Sitio |
BSA HSA
3V03 Ci1 | 3V03CI3 | 4OR0OCI1 | 40R0CI2 | 1AO6 CI1 | 1E7TACI1 | 1E7TACI8
HB 3 4 2 3 4 5 4
HC 40 35 31 32 44 33 33
PIT --- --- --- --- --- 2
CPI 1 1 --- --- --- --- 1
HB: Ligacao de hidrogénio | HC: Contatos Hidrofébicos | PIT: -1 T-shaped | CPI: Cation-1r
Tabela 7 - Numero de interacdes no Sitio Il.
Sitio Il
BSA HSA
3vV03 Ci1 3v03 CI3 40R0 CI1 1A06 Ci1 1A06 CI2 1E7ACI1
HB 3 5 7 3 3 2
HC 29 33 19 47 38 25
PIT --- --- --- --- --- 1
CPI 1 1 1 --- --- 1

HB: Ligacao de hidrogénio | HC: Contatos Hidrofébicos | PIT: - T-shaped | CPI: Cation-1r
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Tabela 8 - Interacbes especificas entre o Divanilato e os residuos do sitio | da albumina.

Sitio |
BSA HSA
Residuo 3vo3 3vo3 40R0 | 40RO Residuo 1A06 1E7A 1E7A
CH1 CI3 Cci1 Ci2 CH1 Cci1 CI8

TYR(149) HC HC TYR(150) HC HC
ARG(194) HC/CPI HC -—- LYS(195) --- --- HB/HC/
LEU(197) HC LEU(198) hHEC’:I
ARG(198) HC -—- LYS(199) HB/HC | HB/HC | HB/HC
SER(201) HB -—- TRP(214) HC HC HC/PIT
ALA(209) HC ARG(218) HC HB/HC
TRP(213) HB/HC HC LEU(219) HC
ARG(217) HC HC HC HB/HC GLN(221) --- --- HC
LEU(218) HC HC ARG(222) HB HB/HC HB
PHE(222) HC PHE(223) HC
LEU(237) HC HC LEU(234) HC HC
HIS(241) HC/CPI --- LEU(238) HC HC
ARG(256) | HB/HC HB HIS(242) HC
LEU(259) HC HC ARG(257) | HB/HC | HB/HC
ALA(260) HC HC LEU(260) HC HC
ILE(263) HC HC ALA(261) HC
SER(286) HC HC ILE(264) HC HC
ILE(289) HC HC SER(287) HC HC
ALA(290) HC HC ILE(290) HC
GLU(291) HC ALA(291) HC HC
ALA(341) HC VAL(343) HC
VAL(342) HB/HC | HC PRO(447) HC
LEU(346) HC CYS(448) HC
CYS(447) HC ASP(451) HC
ASP(450) HB/HC | HB/HC --- TYR(452) --- --- HC
TYR(451) HC

SER(453) HC

LEU(480) HC

HB: Ligacao de hidrogénio | HC: Contatos Hidrofébicos | PIT: -1 T-shaped | CPI: Cation-1r
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Tabela 9 - Interacdes especificas entre o Divanilato e os residuos do sitio Il da albumina.

Sitio I
BSA HSA

Residuo 3v03 3Vv03 40R0 Residuo 1A06 | 1A06 1E7A
ci cI3 ci ci CI2 ci
LEU(386) HC HC LEU(259) HC
ILE(387) HC HC LEU(387) HC
GLN(389) HC HC GLN(390) HC

ASN(390) HB/HC HC HB ASN(391) HB/HC
GLN(393) HB LEU(394) HC
ALA(405) HC PHE(403) HC
VAL(408) HC ASN(405) HB/HC
ARG(409) HC/CPI |HB/HC/C [HB/HCI/CPI | ALA(406) HC HC
TYR(410) HB - HB VAL(409) HC HC

ARG(412) HB/HC ARG(410) HC HB/HC | HB/HC/CPI

LYS(413) HB/HC HB HB TYR(411) HC/PIT
LEU(429) HC LYS(413) HB/HC
LEU(452) HC HC LYS(414) HC
LEU(456) HC LEU(430) HC
ARG(484) HC HC LEU(453) HC
SER(488) HC HC HC LEU(457) HC
THR(491) HC ARG(485) HC
GLU(492) HC
VAL(493) HC
LEU(529) HC
LEU(544) HC
LYS(545) HB/HC
MET(548) HC

HB: Ligacao de hidrogénio | HC: Contatos Hidrofdbicos | PIT: -1 T-shaped | CPI: Cation-1r
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As Figuras 67 e 68 apresentam as interag6es para o sitio | e Il da HSA (cluster mais

populoso).

Figura 67 - Interagdes encontradas no docking da HSA (PDB 1A06) com o divanilato no sitio |,
cluster de menor energia e também o mais populoso (CI1). a) Ligagdo de Hidrogénio; b) Contatos
Hidrofébicos.
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O cluster 1 da HSA (PDB 1AQ®B, sitio |) apresentou quatro ligagdes de hidrogénio,
formadas com os residuos Lys 199, Arg 222 e Arg 257 (Fig. 67a). Uma entre o oxigénio (O
26) do ligante e o hidrogénio (1HH2) do Arg 222 com distancia de 2.0 A, duas entre o
oxigénio (O 9) do ligante e os hidrogénios (HE e 2HH2) da Arg 257 com distancias de 2.2 e
2.3 A, respectivamente. Por fim, uma entre o oxigénio (O 27) do ligante e o hidrogénio (HZ1)
da Lys 199 com distancia de 2.1 A e 44 contatos hidrofébicos com diversos residuos (Fig.

67b).
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Figura 68 - Interagbes encontradas no docking da HSA (PDB 1E7A) com o divanilato no sitio |,
cluster mais populoso (CI8). a) Ligagado de Hidrogénio; b) Contatos Hidrofébicos; c¢) Cation-Pi; d) -1
T-shaped.
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O Cluster 18 da HSA (PDB 1ET7A, sitio |), apresentou quatro ligagdes de hidrogénio,

c) d)

formadas com os residuos Lys 195, Lys 199, Arg 218 e Arg 222 (Fig. 68a). Duas entre o
oxigénio (O 1) do ligante e os hidrogénios (HZ1 e 1HH2) da Lys 199 e Arg 222, com
distancias de 2.2 e 2.8 A, respectivamente. Uma entre o oxigénio (O 9) do ligante e o
hidrigénio (HE) da Arg 218 com distancia de 2.2 A. Por fim, uma entre o oxigénio (O 17) do
ligante e o hidrogénio (HZ3) da Lys 195 com distancia de 2.3 A . Apresentou também, 35
contatos hidrofébicos com diversos residuos (Fig. 68b).Uma interagéo do tipo Cation-Pi com
a Lys 199 (com o anel numerado de 3 a 8 na Figura 68c) e duas interagdes do tipo Pi
stacking (forma T) entre os anéis do Trp 214 e um anel (com o anel numerado de 3 a 8 na

Figura 68d) do ligante.

130



Figura 69 - Interagbes encontradas no docking da HSA (PDB 1AO6) com o divanilato no sitio II,
cluster mais populoso (CI2). a) Ligagao de Hidrogénio; b) Contatos Hidrofdbicos.
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O Cluster 2 da HSA (PDB 1AOQ6, sitio Il), apresentou trés ligacdes de hidrogénio,
formadas com os residuos Arg 410 e Lys 413 (Fig. 69a). Uma entre o oxigénio (O 1) do
ligante e o hidrogénio (HZ2) da Lys 413 com distancia de 2.2 A, uma entre o oxigénio (O 17)
do ligante e o hidrogénio (HZ3) da Lys 413 com distancias de 2.2 A. Por fim, uma entre o
oxigénio (O 22) do ligante e o hidrogénio (1HH1) da Arg 410 com distancia de 2.2 A e 38

contatos hidrofébicos com diversos residuos (Fig. 69b)
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Figura 70 - Interagdes encontradas no docking da HSA (PDB 1E7A) com o divanilato no sitio Il,
cluster de menor energia e também o mais populoso (ClI1). a) Ligagdo de Hidrogénio; b) Contatos
Hidrofobicos; c) Cation-Pi; d) - T-shaped.
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O cluster 1 da HSA (PDB 1E7A, sitio Il) apresentou duas ligagbes de hidrogénio,
formadas com os residuos Asn 391 e Arg 410 (Fig. 70a). Uma entre o oxigénio (O 9) do
ligante e o hidrogénio (HE) da Arg 410 com distancia de 2.8 A, e uma entre o oxigénio (O
27) do ligante e o hidrogénio (2HD2) da Asn 391com distancia de 1.9 A. 55 contatos
hidrofébicos com diversos residuos (Fig. 70b). Uma interagéo do tipo Cation-Pi com a Arg
410 (com o anel numerado de 3 a 8 na Figura 70c) e uma interagdo do tipo Pi stacking

(forma T) com a Tyr 411 (com o anel numerado de 11 a 16 na Figura 70d).
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Os resultados de docking apontam uma predominancia de interagdes hidrofébicas
(HC) seguida de pontes de hidrogénio (HB) como sendo as forcas principais de estabiliza-
cdo tanto no sitio | como no sitio Il da HSA e BSA. Esses resultados estdo de acordo com os
obtidos experimentalmente pelos calculos dos parametros termodinamicos de ligacao, onde

indicou que as ligacBes predominantes sao interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénios.
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7 CONCLUSAO

e O VC liga-se fortemente a BSA;

e A constante de ligagédo calculada para o VC é da mesma ordem de magnitude quando
comparado a farmacos conhecidos como ligantes de sitio I, Il e lll da BSA,;

e VVC é capaz de se ligar em mais de um local de ligacao, sitios I, Il e lll, comprovados nos
ensaios de deslocamento de sondas fluorescentes e sinal de ICD;

e Os ensaios de espalhamento de luz, fluorescéncia sincronizada e CD confirmaram que
ndo ocorreu alteracao estrutural da BSA apds sua complexac¢do com VC;

e Foi possivel propor a utilizagdo do sinal de ICD do VC para monitoragdo da formagéo de
agregados amildides da BSA,;

e A monitoracdo do sinal de ICD do VC em fung¢ao do aumento de temperatura revelou uma
tipica curva de alteracéo de fase da proteina, a qual podera ser utilizada para sondar altera-
¢cOes na proteina provocada pelo meio.

e O DV se liga de forma eficiente a BSA e HSA, sendo ainda mais eficiente com esta ultima;
e O DV é capaz de se ligar nos sitios | e Il das proteinas, como comprovados nos ensaios
de deslocamento de sondas fluorescentes e sinal de ICD;

e Os resultados experimentais e de docking ndo indicaram um diferenca significativa pela
preferéncia do DV por um sitio especifico de ligacdo. No entanto, mostraram uma preferén-
cia do DV pelo sitio | de HSA e BSA.

e A monitoragao do sinal de ICD do DV em funcdo da temperatura revelou a alteracdo na
estrutura da proteina quando submetida a um aumento de temperatura que levou a perda da
capacidade de ligagdo ao DV, como demostrado pela perda total do sinal de ICD do DV;

e Os estudos dos parametros termodinamicos e docking molecular revelaram que as forcas
de interacfes predominantes entre DV e as proteinas séo interacdes hidrofébicas e pontes

de hidrogénio.
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