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Resumo

Os flavondides sdo uma grande classe de polifendis ocorrendo de forma natural
amplamente distribuidos nas plantas, essas moléculas exibem algumas atividades
farmacologicas importantes como anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena e
antibacteriana. A interacdo entre os flavonoides Rutina (Ru) e Guaijaverina (Gua) e a
Albumina do Soro Humano (HSA) em pH 7,0 fisiolégico foi investigado usando a
técnica de espectroscopia de fluorescéncia de estado estacionario, calculo ab initio e de
modelagem molecular. A partir da supressdo de fluorescéncia da HSA pelos

flavondides, a constante de supresséo de Stern-Volmer (K, ) e sua forma modificada
(K,) foram calculadas em 298, 303 e 308 K, como também os pardmetros

termodinamicos correspondentes AH, AG e AS, para cada flavonoide. A analise do
equilibrio de ligacdo foi utilizada para determinar os valores do nimero de sitios de

ligacdo (n) e a constante de ligacdo ( Ky ) para a Rutina e a Guaijaverina em 298, 303 e

308 K. A distancia média entre o doador (HSA-Trp214) e o aceitador (Ru e Gua) foi

estimada de acordo com a teoria de transferéncia de energia ressonante fluorescente. A
otimizacdo geométrica dos flavonoides Rutina e Guaijaverina foi realizada nos seus
estados fundamentais usando o funcional DFT/B3LYP ab initio com um conjunto de
bases 6-31G(d,p) utilizado nos célculos. O calculo de modelagem molecular indica que
os flavonoides se localizam no sitio | da HSA, dentro do bolso hidrofobico do
subdominio I1A. Os resultados tedricos obtidos pela modelagem molecular corroboram

com os dados de espectroscopia de fluorescéncia.



Abstract

Flavonoids are a large class of naturally occurring polyphenols widely distributed in
plants, these molecules exhibit some important pharmacological activities like anti-
inflammatory, antioxidant, anticancer, and antibacterial. The interaction between Rutina
and Guaijaverin flavonoids and Human Serum Albumin (HSA) at physiological pH 7.0
was investigated by using the technique of fluorescence spectroscopy, ab initio and
molecular modeling calculation. From the fluorescence quenching of the HSA by

flavonoids, the Stern-Volmer quenching constant (K, ) and its modified form (K,)

were calculated at 298, 303 and 308 K, as well as the corresponding thermodynamic
parameters AH, AG and AS, for each flavonoid. Analysis of binding equilibria was

utilized to determine the number of binding sites (n) and binding constants (K, ) values

for Rutin and Guaijaverin at 298, 303 and 308 K. The average distance between

donor (HSA-Trp214) e acceptor (Ru and Gua) was estimated according to the theory of

fluorescence resonance energy transfer. The geometry optimization of Rutin and
Guaijaverin flavonoids was performed in its ground state by using ab initio
DFT/B3LYP functional with a 6-31G(d,p) basis set applied in calculations. Molecular
modeling calculation indicated that the flavonoids are located in site | of HSA, within
the hydrophobic pocket of the subdomain IIA. The theoretical results obtained by

molecular modeling are corroborated by the fluorescence spectroscopy data.
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1 Introducéo

1.1 Flavonoéides e Albumina do Soro Humano

A primeira sugestdo de uma substancia natural que seria reconhecida eventualmente
como flavondide foi atribuida a Nehemiah Grew no século XVII. Em artigos de leitura
para a Royal Society em Londres, Grew discutia as diferencas nas propriedades de
solubilidade de pigmentos de plantas, nos quais alguns eram sollveis em Gleo e outros
em agua. (BOHM, 1998).

Os flavondides sdo compostos que ocorrem naturalmente em todas as plantas.
Visualmente, eles sdo reconhecidos como os responsaveis pela explosdo de tonalidades
outonal e muitos tons de amarelo, laranja e vermelho nas flores. Os flavondides sédo
encontrados nas frutas, vegetais, nozes, sementes, ervas, caules, flores, cha e vinho
tinto. Eles tém efeitos importantes na bioquimica e fisiologia das plantas, agindo como
antioxidantes, inibidores de enzimas, precursores de substancias toxicas e pigmentos.
Em adicdo, os flavondides estdo envolvidos na fotossensibilizacdo e transferéncia de
energia, acdes de hormdnios de crescimento de planta e reguladores de crescimento,
controle de respiracdo, fotossintese, morfogénese, determinacdo de sexo e defesa contra
infeccdes (MIDDLETON et al., 2000).

O termo “flavondide” é usado geramente para descrever uma ampla colecdo de
produtos naturais que incluem um esqueleto de carbono C6 — C3 — C6, ou mais
especificamente uma funcionalidade fenil-benzopirano. Dependendo da posicdo da
ligacdo do anel aromatico a porgdo benzopirano, este grupo de produtos naturais pode
ser dividido em trés classes: os flavondides (2-fenil-benzopiranos) (1), os isoflavonéides

(3-benzopiranos) (2) e os neoflavonoides (4-benzopiranos) (3), como mostrado na



Figura 1. Esses grupos formam geralmente um precursor calcona comum e, portanto,

sdo relacionados biogeneticamente e estruturalmente (GROTEWOLD, 2006).

?ﬂ
3
Figura 1: Estrutura molecular béasica dos flavonoides (1), isoflavondides (2) e
neoflavondides (3) (GROTEWOLD, 2006).

As varias classes de flavonoides diferem quanto ao nivel de oxidacdo e saturagdo
presente no anel heterociclico C, enquanto que compostos individuais dentro de uma
classe diferem no padrdo de substituicdo dos anéis A e B, tais como: substituintes
hidroxilas (OH) e Oxidos de metal (OMe), glicosilagdes e acilacbes (GROTEWOLD,
2006; ANDERSEN et al., 2006). Dentre as vérias classes de flavondides, podem-se citar
as flavonas, flavanonas, flavonois e flavanois (flavan-3-ol, flavan-4-ol e flavan-3,4-
diol), cujas estruturas moleculares estdo representadas na Figura 2 (GROTEWOLD,

2006).



Figura 2: As classes dos flavondides diferem a partir do nivel de oxidacdo e saturacao
do anel heterociclico C (GROTEWOLD, 2006).

Em adi¢do ao seu importante papel biologico nas plantas e interacGes entre plantas e
insetos, os flavonodides tém sido cuidadosamente investigados durante as UGltimas
décadas devido a seus possiveis efeitos na saide humana via uma dieta rica em produtos
de plantas (ANDERSEN et al., 2006). Suas propriedades farmacolégicas e bioquimicas
incluem: atividade anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena, antibacteriana,
antiplaquetaria, antiviral e de protecdo contra doencas cardiovasculares (COOK et al.,
1996; MIDDLETON et al.,, 2000; HAVSTEEN, 2002; FERGUSON, 2001). Os
flavonoides também sdo responsaveis pela inibicdo de varias enzimas, tais como:

hidrolases, oxidoredutases, DNA sintetases, RNA polimerases, fosfatases, proteina



fosfoquinases e oxidases de aminoacido (HARBORNE et al., 2000; HAVSTEEN, 2002;
ROSS et al., 2002, CUSHNIE, et al., 2005).

Devido a tendéncia intrinseca dos nucleos fendlicos em desenvolverem interacdes
moleculares, ndo € surpresa que um dos grandes alvos de estudos da comunidade
cientifica seja o estudo da interacdo dos flavondides com proteinas. Dentre as proteinas
estudas, as albuminas merecem destaque em vista a suas importancias no transporte de
uma grande quantidade de substancia via plasma sanguineo. Estudos de interacdo da
Albumina do Soro Humano (Human Serum Albumin — HSA) e Bovina (Bovine Serum
Albumin — BSA) com flavonoides (DUFOUR et al., 2005; KANAKIS et AL., 2006;
LIU et al., 2010) sugerem que esse compostos também seriam transportados por essas
proteinas, para que desse modo, os flavondides possam desempenhar suas atividades.

As albuminas sdo provavelmente as mais conhecidas e mais estudadas de todas as
proteinas. Suas diversidades de funcBes tém atraido o interesse de cientistas por
geragdes (PETERS, 1996). A Albumina do Soro Humano (HSA) é a proteina mais
abundante (40 mg/ml) no plasma sanguineo. Esta proteina é composta por uma Unica
cadeia polipeptidica ndo glicosilada contendo em sua sequiéncia 585 residuos de
aminoacidos (66 kDa), a qual se divide em trés dominios (1, 1l e Il1), cada um contendo

dois subdominios (A e B), como visto na Figura 3.
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Figura 3: Desenho esquematico da estrutura secundaria dos elementos e pontes
dissulfeto da albumina humana. Os retangulos representam hélices, e as linhas finas
representam voltas. As linhas grossas indicam as pontes dissulfeto (MINGHETTI et al.,
1986).

Cada dominio contem dez hélicess a e sdo divididos por seis hélices
geometricamente antiparalelas, formando os subdominios com quatro hélices cada. A
estrutura tercidria da HSA representada na Figura 4 € estabilizada por 17 pontes de

dissulfeto, estando assinaladas na Figura 3 (GHUMAN et al., 2005).

11



Figura 4: Estrutura cristalina da HSA (cédigo de entrada no PDB 1A06) (SUGIO et
al., 1999). O dominio | estd em tons de azul (IA e IB), o dominio Il em tons de
vermelho (1A a 1IB) e o dominio Il em tons de verde (II1A e 11IB). O residuo de

triptofano Trp214 esté localizado no bolso hidrofobico do subdominio 1A da HSA.

A HSA desempenha um importante papel no transporte e disposi¢do de ligantes
enddgenos (acidos graxos ndo esterificados, bilirrubina e composto lipofilicos) e
exogenos presentes (flavonoides, varfarina e diazepam) no sangue. Devido a essa sua
surpreendente capacidade de ligacdo a uma grande variedade de moléculas, a HSA
apresenta um papel preponderante na farmacocinética e farmacodinamica de drogas
(SUDLOW et al., 1975; SUDLOW et al., 1976; GHUMAN et al., 2005). O que também

faz da HSA, uma proteina modelo para o estudo de interagcdes proteina-ligante.
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Estudos mostram que a interacdo entre a HSA e ligantes aromaticos e heterociclicos
acontece dentro de dois bolsos hidrofobicos dos subdominios 1A e I1IA, nomeados de
sitio 1 e 1l, respectivamente (SUDLOW et al., 1975; SUDLOW et al., 1976).
Experimentos de espectroscopia de fluorescéncia de estado estacionario e resolvida no
tempo, espectroscopia de absorcdo UV-Vis (Ultraviolet-Visible), dicroismo circular
(Circular Dichroism — CD), espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR) e célculos de modelagem
molecular demonstram que flavonoides, tais como: quercetina, kaempferol, luteolina,
catequina, naringina, naringenina e genisteina (ZSILA et al., 2003; DUFOUR et al.,
2005; MISHRA et al., 2005; ZHANG et al., 2008; JURASEKOVA et al., 2009; BOLLI

et al., 2010), ligam-se proximo ao Trp214 (ver Figura 4) que se localiza dentro do

bolso hidrofébico no subdominio 1A da HSA (sitio 1) e causam mudangas

conformacionais na estrutura dessa albumina, formando complexos com constantes de

ligagdo da ordem de 10* a 10°M .

Devido as numerosas atividades benéficas a saude humana que os flavondides
desempenham como mencionadas previamente € de suma importancia a descricao das
interacdes desses compostos polifendlicos com a HSA em nivel molecular, visto que
essa € a principal proteina transportadora humana e, provavelmente, a responsavel por

disponibilizar os flavonoides para suas atividades fins.

1.2 Rutina

A Rutina (Quercetina-3-O-a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-Glucopiranosideo) é
um flavonol glicosilado consistindo do flavonol Quercetina e o dissacarideo Rutinose

(a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-Glucopiranosideo), como mostrado na Figura 5. A
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Rutina (Ru) é encontrada, por exemplo, cha preto, casca da macd, trigo e aspargo

(FABJAN et al., 2003; WANG et al., 2003; PASTUKHOV et al., 2007).

Figura 5: Estrutura quimica do flavonoide Rutina, o qual consiste da unido flavonol

Quercetina e o dissacarideo Rutinose.

Como outros flavondides, a Rutina também apresenta muitas das atividades
benéficas a salde humana mencionadas previamente e sendo um flavonoide abundante
na dieta e com isso pode afetar varios processos no corpo humano, tais como: atividade

antiplaquetaria (SHEU et al., 2004; YANG et al., 2008) e antioxidante.

1.3 Guaijaverina

A Guaijaverina (Quercetina-3-O-a-L-Arabinopiranosideo) é um flavonol glicosilado
consistindo do flavonol Quercetina e do sacarideo Arabinose (a-L-Arabinopiranosideo),
como mostra a Figura 6. A Guaijaverina (Gua) é encontrada como, por exemplo, na

goiaba (Psidium guaijava L.), Velame-do-Mato (Croton campestris St. Hill.) e Lady’s
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Mantle (Alchemilla xanthochlora Rothm.) (EL KHADEM et al., 1958; FRAISSE et al.,

2000; SANTOS et al., 2005).

Figura 6: Estrutura quimica do flavondide Guaijaverina, o qual consiste da unido do

flavonol Quercetina e o sacarideo Arabinose.

A Guaijaverina assim como outros flavonoides pode apresentar algumas das
atividades mencionadas previamente que trazem beneficios a salde humana e, dessa
forma, podem afetar alguns processos no corpo humano, tais como: atividade

antibacteriana (JIMENEZ-ESCRIG et AL., 2001; PRABU et AL., 2006) e antioxidante.
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2 Objetivos

O objetivo principal desse trabalho é caracterizar a interacao entre os flavonoides
Rutina e Guaijaverina com a Albumina do Soro Humano em nivel molecular. Os
estudos consistem de uma abordagem experimental e outra teorica, a primeira utilizando
a técnica de espectroscopia de fluorescéncia no estado estacionario e a segunda,

calculos ab initio e de modelagem molecular.

3 Fundamentos Teoricos

3.1 Absorcéo Optica e Emissdo de Fluorescéncia

No processo de absorcdo Optica da radiacdo eletromagnética por atomos ou
moléculas, segundo a mecéanica quantica, a energia absorvida (E) é relacionada com a
frequéncia da radiacgdo (v ), essa relacéo é dada por:

E=hv Q)
sendo h a constante de Planck (6,63><10‘34J s), dessa forma, impdem-se a radiagédo
eletromagnética um aspecto corpuscular. Outra exigéncia da mecénica quantica diz
respeito ao aspecto ondulatorio da matéria, no qual os niveis de energia dos &tomos ou
moléculas devem assumir valores discretos. Para atomos no estado elementar, a energia
de um dado estado provém do movimento dos elétrons em torno do nicleo
positivamente carregado. Como consequéncia 0s varios estados energéticos sao
chamados de estados eletrdnicos. Além de apresentarem estados eletrénicos, as
moléculas também apresentam estados vibracionais quantizados, 0s quais estdo
associados a energia das vibracdes interatbmicas, e estados rotacionais quantizados, que
provém da rotacdo das moléculas em torno de seus centros de gravidade. As transi¢oes
entre niveis eletrbnicos ocorrem na regido do ultravioleta e visivel do espectro
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eletromagnético; as transicdes entre os niveis vibracionais dentro do mesmo nivel
eletrénico, no infravermelho préoximo e médio; e as transi¢cGes entre niveis rotacionais
proximos, nas regides do infravermelho distante e de micro-ondas (EWING, 1972;
SKOOG et al., 2002).

A absorcdo de radiacdo eletromagnética em forma de fotons por atomos ou
moléculas ocorre em tempos da ordem de 10™° segundos, a energia ganha durante o
processo de absorcdo de um foton, promove-os para seus estados eletrdnicos mais
energéticos (S; e Sy). Entretanto os atomos ou moléculas ndo permanecem em seus
estados eletronicos excitados, visto que a energia absorvida é perdida ou degradada
através de varios tipos de mecanismos (ver Figura 7), fazendo com que eles retornem

aos seus estados fundamentais (Sp) (LAKOWICZ, 1999; SKOOG et al., 2002).

Figura 7: Diagrama de Jablonsky. Esse esquema representa 0s niveis de energia
eletronicos singletes (So, S1 e Sy) e o triplete (T,), e vibracionais (0, 1 e 2) de uma
molécula. As setas dirigidas para cima indicam absorcéo de radiacdo (hv,); as setas
dirigidas para baixo, emissdo de radiacdo (hvg e hvp); setas pontilhadas, converséo

interna.
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Quando uma molécula é excitada ao seu nivel eletrénico singlete de maior energia
S1 0u Sy, isso a permite acessar niveis vibracionais e rotacionais de maiores energias.
Com a relaxacdo para niveis vibracionais e rotacionais de menor energia, dentro do
mesmo nivel eletrénico singlete S; ou S, para o qual a molécula foi excitada, parte da
energia absorvida na excitacdo da origem ao processo denominado de Relaxagao
Vibracional (ver Figura 7), com um tempo de duracio caracteristico da ordem de 10
segundos. Como o tempo de vida de um estado eletrdnico excitado é da ordem de 10®
segundos, o restante da energia absorvida no processo de excitacdo é entdo irradiado
para que a molécula volte ao seu estado fundamental, esse é o fenbmeno chamado
Fluorescéncia (ver Figura 7). O processo de relaxacao vibracional se completa antes da
emissdo de fluorescéncia. A radiacdo emitida apresenta menor energia por féton que a
radiagdo excitante e, portanto, possui um maior comprimento de onda (LAKOWICZ,
1999; SKOOG et al., 2002).

O processo de relaxacdo entre nivel eletrdnicos excitados é denominado de
Converséo Interna (LAKOWICZ, 1999; SKOOG et al., 2002).

O Cruzamento Intersistema é uma transicdo ndo radiativa entre dois niveis
vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletrbnicos com diferentes
multiplicidades. Moléculas no estado S; podem experimentar uma conversdo de spin
para o primeiro estado tripleto, T1. As transi¢des para o estado fundamental (singleto), a
partir de um estado tripleto (T;) dado origem ao fenémeno da Fosforescéncia,
envolvendo tempos de até milissegundos (ver Figura 7) (EWING, 1972; LAKOWICZ,

1999; SKOOG et al., 2002).
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3.2 Supressao de Fluorescéncia no Estado Estacionério

A fluorescéncia de supressdo se refere a qualquer processo no qual diminui a
intensidade de fluorescéncia de uma amostra. HaA uma variedade de interacOes
moleculares que pode resultar em supressdo, incluindo reacdes de estado excitado,
rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo de complexo de estado
fundamental e supressdo colisional. Os diferentes mecanismos de supressdo Sao
geralmente classificados como supressdo estatica ou dinamica (ou colisional).
Supressdo estatica e dinamica pode ser distinguida pelas suas diferentes dependéncias
com a temperatura e viscosidade ou preferencialmente pela medida do tempo de vida de
fluorescéncia (LAKOWICZ, 1999).

A supresséo de fluorescéncia pode ser analisada de acordo com a equacao de Stern-
Volmer:

70 -1+ Koy [Ql=1+ Kqro[Q] ®

sendo que, F, e F denota a intensidade de fluorescéncia de estado estacionario na

auséncia e na presenca do supressor (Q), respectivamente; K, é a constante de

q

supresséo bimolecular; 7, € o tempo de vida do fluoroforo na auséncia do supressor;
[Q] é a concentragdo do supressor e Kgy € a constante de supresséo de Stern-Volmer.

Os dados relativos a supressdao sao usualmente representados como um grafico de

Fo/F versus [Q]. A razdo disso é porque se espera que Fy/F tenha uma dependéncia

linear com a concentracdo do supressor. Dessa forma, a partir de um ajuste linear dos
dados de supressdo a inclinacdo da reta ajustada fornece o valor da constante de Stern-

Volmer e o ordenada deve assumir um valor préximo de um (LAKOWICZ, 1999).
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A supressdo dinamica ou colisional ocorre quando o fluor6foro do estado excitado €
desativado ap6s o contato com alguma molécula supressora. Nesse caso, o fluoréforo
retorna ao estado fundamental durante um eventual encontro com o supressor. As
moléculas ndo sdo alteradas quimicamente no processo de supressao colisional. Ja a
supressdo estatica ocorre quando o fluoroforo forma um complexo néo fluorescente com
0 supressor. Quando esse complexo absorve luz, ele retorna a seu estado fundamental
sem emisséo de um foton.

Uma maneira eficiente de diferenciar se 0 mecanismo de supresséao € do tipo estatico
ou colisional, consiste em variar a temperatura. Se com 0 aumento da temperatura 0s
valores de Kgy, aumentar, se trata de supressdo dinamica, mas se esses valores
diminuirem, se trata de supressdo estatica. A supressdo estatica remove uma fracdo dos
fluor6foros da observacdo. Os fluordforos que formam complexos ndo sdo
fluorescentes; nesse caso, a unica fluorescéncia observada é a dos fluoroforos néo

complexados.

¢ Equacdo de Stern-Volmer Modificada

Os dados de supressdo de fluorescéncia também podem ser analisados de acordo

com a equacéo de Stern-Volmer modificada:

AF = F, fa(%j )

Rearranjando a equacdo 2, tem-se a seguinte equacao:

Fo_ 1

1
AF KT, )

sendo AF a diferenga na intensidade de fluorescéncia de estado estacionério na

auséncia e na presenca de supressor em concentracdo [Q] f, e a fragdo de
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fluorescéncia acessivel e K, é a constante de supressdo efetiva para fluoréforos

acessiveis. A dependéncia de F,/AF como o valor reciproco da concentragdo do

supressor [Q]™ é linear com a inclinagéo igual ao valor de (f,K,)™. O valorde f,* é

fixado na ordenada. A constante K, é a divisdo da ordenada pela inclinacédo da reta

(LAKOWICZ, 1999).

3.3 Termodinamica da Interacéo de Proteina com Ligante

A forca de interacdo entre ligantes e proteinas pode incluir interacdes eletrostaticas,
multiplas pontes de hidrogénio, interacGes de van der Waals, contatos estéricos e
hidrofobicos dentro de sitio de ligacdo de anticorpos e etc (LECKBAND et al., 2000).
Com vistas a elucidar a interacdo entre proteinas e farmacos, os parametros
termodinamicos podem ser calculados a partir do gréfico de van't Hoff.

Se a variacdo de entalpia (AH) ndo variar significativamente no intervalo de
temperatura estudado, ambas as varia¢des entalpicas (AH ) e entrdpicas (AS ) poderdo
ser avaliadas pela equacdo de van't Hoff:

AH AS
_+_

InK, =-
RT R

(4)

onde R ¢ a constante universal do gases ideais (8,31J mol *K 1) e K, é analogo a

constante de supressdao efetiva para fluoroforo acessivel na temperatura (T)
correspondente. Os valores de AH e AS serdo obtidos da inclinacdo e da ordenada,
respectivamente, da relacéo de van't Hoff, enquanto que, a correspondente variacdo na
energia livre de Gibbs (AG) sera calculada a partir da seguinte relacéo:

AG = AH —TAS (5)
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3.4 Equilibrio de Ligacao

Para 0s casos nos quais 0 mecanismo de supressdo de fluorescéncia é estatico, se ha
sitios de ligacdo independentes para um conjunto de sitios equivalentes em uma
proteina. A reacdo e (Bl et al., 2004):

P+nD— D,P (6)

sendo P a proteina, D a molécula de ligante e D,P a molécula do novo complexo

cuja constante de ligacéo é Ky, a qual é dada por:

_[D,P]
"D 1" ]

(7)
sendo [D, P] a concentragdo do novo complexo, [D; ] a concentragdo de ligante livre,
n o ndmero de sitios de ligacdo, [Ps] a concentracdo de proteina livre, [R,] a
concentracdo de proteina ligada. Se a concentragdo total de proteina é [P;], entdo

[R.1=[Ps]+[R,]. Porisso

[P 1+1R1)
Kp ="’ (8)
"D [P ]

No processo de supressdo estatica, a intensidade de fluorescéncia para o sistema

fluorescente é diretamente proporcional a concentragdo de proteina livre [P;] (o

complexo formado é ndo fluorescente). Dessa forma:

[Pr] F
o= (9)

[R]  Fo

Por isso, a equacao para a supressao estatica é:
Iog{(FOT_F)} =log K, +nlog[Q] (10)
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sendo K, a constante de ligacdo para um sitio. A dependéncia do log[(F, — F)/F] no
valor do log[Q]é linear, com a inclinagdo igual ao valor de n e o valor de log[K, ]

fixado na ordenada (Bl et al., 2004; LIU et al., 2010).

3.5 Transferéncia de Energia Ressonante Fluorescente

A transferéncia de energia ressonante de fluorescéncia (Fluorescence Resonance
Energy Transfer — FRET) € um método de espectroscopia que pode monitorar as
proximidades e orientagdo angular relativa do fluoroforos. O fluoroforo doador e
aceitador podem ser completamente separados ou ligados a uma mesma molécula. De
acordo com a teoria de transferéncia de energia ndo radiativa de Forster, a transferéncia
de energia acontecera sob as seguintes condi¢des: o doador pode produzir luz
fluorescente; o espectro de emissdo de fluorescéncia do doador e o espectro de
absorbancia do aceitador tém sobreposicdo parcial; a distancia entre o doador e o
aceitador ¢ menor do que aproximadamente 8,0 nm (FORSTER, 1948; LAKOWICZ,
1999). De acordo com essa teoria, a distancia r entre o doador e o aceitador pode ser

calculada pela seguinte equacéo:

6
Ezl_iz% (11)
Fo (Rp+r°)

sendo que E denota a eficiéncia de transferéncia entre o doador e o aceitador, r a

distancia media entre doador e aceitador e R, a distancia critica quando a eficiéncia de
transferéncia é de 50%:

RS =8.79x10 K ?n™*¢ J (12)

Na equacgdo 12, K? é o fator de orientacéo relacionado & geometria do dipolo do

doador e do aceitador, n é o indice de refragdo do meio, ¢ é o rendimento quéntico de
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fluorescéncia do doador e J é a integral de sobreposicdo entre o espectro de emissdo do
doador e o espectro de absorbancia do aceitador, o qual pode sera calculado pela

seguinte equacdo:

TF(&)&(&)&“M

(13)

sendo F(1) a intensidade de fluorescéncia corrigida do doador na extensio de
comprimento de onda de A para 1+ A4 e &(4) o coeficiente de extingdo do aceitador

em A.

3.6 Teoria do Orbital Molecular Ab Initio

A teoria do orbital molecular ab initio busca prever as propriedades eletrénicas de
atomos e moléculas. E baseada nas leis fundamentais da mecénica quantica e usa uma
variedade de transformacbes matemaéticas e técnicas de aproximacao para resolver as

equacOes fundamentais.

3.6.1 Equacao de Schrodinger Independente do Tempo

Um sistema molecular pode ser descrito pela resolucdo da equacéo de Schrodinger

independente do tempo, de acordo com a seguinte expressao:

HY=-E V¥ (14)

sendo ¥ a funcdo de onda, a qual representa a funcdo das coordenadas de todas as
particulas dos sistema. A energia E e muitas outras propriedades podem, entdo, ser

obtidas pela solucdo da equacdo 14 para a funcdo de onda, sujeita a condicbes de
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contorno apropriadas. O operador Hamiltoniano (I:I ) é formado pela soma dos termos

de energia cinética e potencial, ele tem significado fisico e representa a energia total do

sistema. O operador H para um sistema de N elétrons e M nucleos em unidades

atdmicas ¢ dado por:

N M N M N N M M
A=y V=Y Vi -3 Y Ay Y e ) Y e (19
ER = Al —Ra| S35 -Tj| AdssA|Ra—Rg|

sendo que os dois primeiros termos da equacdo 15 representam os operadores das
energias cinéticas dos elétrons e nucleos, onde Viz e Vi correspondentes as derivadas
segundas em relacdo as coordenadas do i-ésimo elétron e do A-ésimo ndcleo atdémico
respectivamente e u, € a massa do nucleo. Os restantes dos termos da equagdo 15

representam o operador de energia potencial eletrostatica entre os componentes do
sistema. O terceiro termo representa o operador de atracdo coulombiana elétrons-

nucleos, o quarto designa, de repulsdo nucleos-nucleos e o quinto, de repulsdo elétrons-

elétrons. Em todos esses operadores, T, é o vetor posicdo do elétron i, R, € o vetor

posicdo do nucleo A e Z,, seu nimero atomico (LEVINE, 1991; FORESMAN et al.,

1995).

3.6.2 Aproximagdo de Born-Oppenheimer

—

Como o operador hamiltoniano depende das coordenadas eletronicas r e nucleares

R, as funcdes de ondas dependem de ambos os tipos de variaveis e tem a forma:
v =w(r,R) (16)
Inicialmente, a resolucdo da equacdo de Schrodinger do sistema é feita separando o
movimento do nucleo do movimento eletrdnico. Essa primeira aproximacao é conhecida
como aproximacao de Born-Oppenheimer e ela é razoavel visto que a massa de um
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nucleo tipico é milhares de vezes maior do que a de um elétron. Desse ponto de vista
seria como se 0 nucleo permanece fixo para os elétrons e 0s movimentos dos elétrons
poderiam ser descritos como ocorrendo em um campo de ndcleo fixo. Para isso,
assume-se gque a equacao de onda total do sistema pode ser separada em uma parte

nuclear (¥,,) que depende somente das disposi¢Oes do nucleo e uma parte eletronica

(W.) que depende do potencial gerado pelos ndcleos e da posic¢éo dos elétrons (BORN
& OPPENHEIMER, 1927).

w(r,R)=,(F, R}, (R) (17)

A aproximacdo de Born-Oppenheimer permite omitir o termo da energia cinética

dos nucleos e tomar como uma constante o termo do potencial de repulsdo nucleos-

nacleos do operador hamiltoniano. Dessa forma, obtemos o operador Hamiltoniano

eletronico (H,):

A N, MMz NN g
He =25V ‘ZZ‘~_ +ZZ‘~_ 2 (18)

Usando as equacdes 17 e 18, a equacdo de Schroédinger para descrever o0 movimento

dos elétrons no potencial eletrostatico de ndcleo fixo sera:
He ‘e (r, Ii) = Eefetivo(ﬁ) e (r, Ii) (19)
Resolvendo a equacdo 19 para a funcdo de onda eletrénica produzira a funcgédo

potencial nuclear efetivo ( Egfetivo), €5Se depende das coordenadas do nucleo e descreve
a superficie de energia potencial para o sistema (FORESMAN et al., 1995). Portanto,

Ectetivo € também usado como o potencial efetivo para a Hamiltoniana nuclear ( H n):
Hp =T, (ﬁ) + Eefetivo(ﬁ) (20)

onde T, (R) é o operador energia cinética do ncleo.
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A geometria de equilibrio de uma molécula pode ser obtida resolvendo a equacgéo 19

e descobrindo qual valor dos parametros ﬁA a energia € minima.

3.6.3 Teoria de Hartree-Fock

Para a resolucdo da equacdo 19, uma segunda aproximagdo que sera considerada
vem da interpretacdo que |‘I’|2 como a densidade de probabilidade para os elétrons

dentro de um sistema, visto que segundo a mecanica quantica a localizagdo dos elétrons
ndo é deterministica (Principio da Incerteza de Heisenberg). A teoria do orbital

molecular decompde W para uma combinagéo de orbitais moleculares (®,®,, D5,

...) (FORESMAN et al., 1995). A forma mais simples seria por meio do produto

Hartree:

W(r) =Dy (1) Py () P3(3) - Dy (Ty) (21)

Como existem restricbes sobre a funcdo de onda geral, de forma que W deve ser

normalizada, ortogonal e antissimétrica, o produto Hartree representa uma fungédo de

onda inadequada para o tratamento do sistema porque ndo satisfaz a condicdo de

antissimetria imposta a uma funcdo de onda para férmions (LEVINE, 1991;
FORESMAN et al., 1995).

A funcdo antissimétrica mais simples que € uma combinacédo de orbitais moleculares

é¢ um determinante. Para isso, deve-se levar em conta um fator negligenciado

anteriormente que é o spin eletronico. Os elétrons podem ter spin up (+ %) ou down (-

Y%). A equagdo 21 assume que cada orbital molecular ®; contém somente um elétron.

Entretanto, a maioria dos calculos sdo realizados para orbitais duplamente ocupados,

contendo dois elétrons de spin opostos. Definem-se duas func¢des de spin, como segue:
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(22)

A fungdo « é 1 para spin de elétron up, e a £ € 1 quando o elétron é spin down. A
notacdo «(i) e A(i) designara o valor de « e S para elétron i; dessa forma, (1) é o
valor de « para o elétron 1 (FORESMAN et al., 1995).

Multiplicando uma funcéo orbital molecular ®; por o e £ se inclui o spin

eletronico como parte da funcdo de onda eletronica geral ¥ . O produto do orbital
molecular e uma funcao de spin é definido como um Orbital de Spin, uma funcao de
ambas a localizacdo de elétron e seu spin. Essas funcGes de orbitais de spin séo

ortogonais em pares de spin opostos. Dessa forma sera construida uma funcdo de onda

com definigéo de % orbitais moleculares (®;) para o sistema com n elétrons e entdo

atribuindo elétrons para esses orbitais em pares de spin opostos (FORESMAN et al.,

1995):
Dy (R)all) @,(F)AL) - CD%(Fl a(l) q)%(ﬁ)ﬁ(l)
1 | 0u(R)a2) @4(R)pR) - CDy(Fz)a(Z .y, (7) A2
P(F) = —=— o 2 (23)

Assim, o método Hartree-Fock assume que a funcdo de onda exata para um sistema
de muitos corpos pode ser aproximada pelo determinante de Slater, conforme equagéo
23. Cada linha é formada representando todos os assinalamentos possiveis de elétrons i
para todas as combinacGes de orbital de spin. Trocando dois elétrons corresponde ao
intercambio de duas linhas do determinante, o qual tera o efeito de mudar o sinal do
determinante, garantindo a assimétrica da funcdo de onda. Esse determinante mistura
todos os orbitais possiveis de todos os elétrons no sistema molecular para formar a

funcdo de onda geral ¥ (LEVINE, 1991; FORESMAN et al., 1995).
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3.6.4 Conjunto de Bases

A proxima aproximagédo envolve expressar as fungdes dos orbitais moleculares ®@;

como uma combinacdo linear de um conjunto predefinido de funcGes de um Unico
elétron conhecidas como Bases de Funcgdes. Essas bases de fungdes sdo centradas no
nucleo atdmico e assim suporta alguma semelhanga com os orbitais atdmicos, por isso é
conhecido como Método de Combinacdo Linear de Orbitais Atémicos (Linear
Combination of Atomic Orbitals — LCAQO). O tratamento matematico adotado para 0s
orbitais moleculares segue a forma apresentada pela seguinte equagdo (ROOTHAAN,
1951; FORESMAN et al., 1995):

N

Di=>Cuixy (24)

u=1
sendo c,; os coeficientes de expansao do orbital molecular e y,, as funcGes de base,
que utilizam fungdes atdmicas do tipo gaussiana. Geralmente, essas func¢des gaussianas
tém a forma:

g(a,F):cx”ymz'exp(—arz) (25)

sendo r o vetor posicao (x, y,z); n, m e | ndmeros inteiros ndo negativos; « uma

constante que determina a extensdo radial da fungdo e c uma constante de

normalizacéo, tal que:

Jo?=1 (26)

Todo espago

As funcdes de base serdo obtidas pela seguinte combinacao linear:

Zyzzdypgp (27)
p
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sendo que g, representa as gaussianas primitivas como as que sdo usadas para formar
as funcOes de base reais e d,, sdo constantes fixas dentro de um dado conjunto de

funcGes de base.

No presente trabalho, foi utilizada a base 6-31G(d, p). O “6” indica que cada funcéo
de base é construida usando seis gaussianas primitivas para o0s nucleos. O “3” indica que
trés funcbes gaussianas sdo usadas para se construir as funcdes de base das camadas
internas. O “1” indica que as fungdes de base da camada de valéncia foram construidas
usando uma unica fungdo gaussiana. O “G” especifica o tipo de fungdo primitiva usada
— gaussiana. Ademais, um conjunto de fungOes-d de polarizacdo foi adicionado aos
atomos pesados e um conjunto de funcbes-p aos hidrogénios. Também, é comum

encontrar esta base denotada como 6-31G**.

3.6.5 Principio Variacional

O problema agora é como resolver o conjunto de coeficientes de expansdo dos
orbitais moleculares (c ;) para determinar a funcao de onda geral ‘¥'. Para a resolucao
desse problema, a teoria de Hartree-Fock faz uso do Principio Variacional, o qual diz
que para o estado fundamental de qualquer funcdo normalizada antissimétrica das
coordenadas eletronicas, a qual pode ser denotada por =, entdo o valor esperado para a
energia correspondente a = sempre serd maior do que a energia para a funcdo de onda
exata (LEVINE, 1991; FORESMAN et al., 1995):

E(E)>EWY) =¥ (28)

Dessa forma, a energia da funcdo de onda exata serve como um limite inferior para

as energias calculadas para qualquer funcdo antissimétrica normalizada. Com isso, 0
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problema é em encontrar o conjunto de coeficiente que minimizem a energia da funcao
de onda resultante.

O principio variacional conduz as seguintes equacdes descrevendo os coeficientes
de expansdo dos orbitais moleculares (c,;), derivadas por Roothaan e por Hall

(ROOTHAAN, 1951; HALL, 1951; FORESMAN et al., 1995):

N
S(Fuy-&S,u)ci =0 v=12..,N (29)
v=l

A equacdo 29 pode ser reescrita na forma de matriz:

FC=SCe¢ (30)

sendo que cada elemento é uma matriz, & a matriz diagonal das energias dos orbitais,

cada um de seus elementos &; € a energia de orbital de um elétron de orbital molecular
xi- F éamatriz de Fock e ela representa o efeito médio do campo de todos os elétrons

em cada orbital. A matriz S ¢é a matriz de sobreposi¢édo, que indica a sobreposicéao entre
o0s orbitais. A equacdo 30 ndo é linear e seré resolvida iterativamente pelo Método de
Campo Autoconsistente (Self-Consistent Field — SCF). Na convergéncia, a energia
estd em um minimo e 0s orbitais geram um campo o qual produz os mesmos orbitais

(FORESMAN et al., 1995).

3.6.6 Teoria do Funcional de Densidade

A ideia central da Teoria do Funcional de Densidade (Density Functional Theory —
DFT) consiste em trocar a fungio de onda ¥(F), pela densidade eletronica p(F). A
abordagem DFT, portanto, esta baseada na estratégia de modelar a correlacdo eletrénica

por meio de funcionais de p(F).
p(F)=[|9(7, B, s, ... Fy ) dF dF, dFs ... diy (31)
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O método de DFT tem sua origem moderna nos dois teoremas de Hohenberg-
Kohn. O primeiro teorema formula que a energia do estado fundamental, a funcdo de
onda eletrénica e todas as outras propriedades eletronicas sdo unicamente determinadas
pela densidade de probabilidade eletrénica p(F), uma fungio de somente trés variaveis.
O segundo teorema estabelece que a energia de uma distribuicdo eletronica pode ser
descrita como um funcional da densidade, de tal forma que E = E[p], e este funcional ¢
um minimo para o estado fundamental (HOHENBERG & KOHN, 1964; LEVINE,
1991).

Para uma densidade de probabilidade eletronica conhecida, os teoremas de
Hohenberg-Kohn afirma que € possivel em principio calcular todas as propriedades
moleculares do estado fundamental a partir de p(F). Entretanto, os teoremas de
Hohenberg-Kohn nédo dizem como calcular a energia a partir de densidade sem primeiro
encontrar a fungdo de onda. Um passo chave em direcdo a esse objetivo foi realizado
por Kohn e Sham, quando eles mostraram que a energia eletronica exata puramente do
estado fundamental de uma molécula de n elétrons com densidade de probabilidade
eletronica do estado fundamental era dada por (KOHN & SHAM, 1965; LEVINE,

1991):
o =5 2 05y ) - 2 22 e+ L1 P D g, ] (a2

sendo os (1) os orbitais de Kohn-Sham e Eyc[p] o funcional de p(F) que denota a
energia de correlagio e troca. As notagdes (1) e p(1) indicam que y; e p sdo

tomadas como funcdo das coordenadas espaciais do elétron 1. Kohn e Sham também
mostraram que a densidade exata do estado fundamental pode ser encontrada a partir

das w;, de acordo com a seguinte equag&o:
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p=3hnf @)
Os orbitais de Kohn-Sham séo encontrados resolvendo as equacgdes de um elétron
Fis @i (1) = & s vi (@) (34)
sendo IfKS 0 operador de Kohn-Sham, o qual é dada por:

~ 1 Z n .
Fks :_Evlz —Z—Q+Z;Jj(1)+vxc(1) (35)
J:

o rlD!

~ 2 .
sendo Jj(l):ﬂwj(zj ridv2 o operador de Coulomb e Vy. é o potencial de
12

correlagéo e troca que ¢ dado pela derivado do funcional Eyc[p]:

Ve = % Exclp] (36)

Ha somente um dnico problema em usar as equacdes de Kohn-Sham para

encontrar p e E, o funcional exato de correlagéo e troca Ey[p] ndo é conhecido para

moléculas. No entanto, existem vérias aproximagdes que permitem calcular
propriedades moleculares com varios niveis de precisdo. A mais simples delas é
chamada de Aproximacéo de Densidade Local (Local Density Approximation — LDA),
na qual a densidade corresponde aquela de um gas de elétrons homogéneo. No presente
trabalho, contudo, a metodologia de funcionais hibridos foi utilizada para se realizar os
calculos. Esta mistura a Aproximacao de Gradiente Generalizado (Generalized Gradient
Approximation — GGA), na qual os funcionais incorporam uma dependéncia do
gradiente, com o termo exato de troca de Hartree-Fock (LEVINE, 1991; FORESMAN

etal., 1995; MORGON et al., 2007).
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3.7 Teoria da Modelagem Molecular

O entendimento dos mecanismos de reconhecimento molecular receptor-ligante,
além de ser um dos principais desafios da biologia molecular, € um dos aspectos
centrais para 0 sucesso na descoberta e planejamento de novos farmacos dentro da area
de desenho racional de farmacos baseados em estrutura. A obtencdo de uma descricao
feita com cuidado e automatizada do processo de reconhecimento molecular receptor-
ligante, utilizando métodos computacionais, € motivada pela possibilidade de reducéo
do tempo e do alto custo para o desenvolvimento de novos medicamentos. No
desempenho racional de novos farmacos, os métodos computacionais se tornaram uma
parte importante e indispensavel de pesquisas associadas a quimica medicinal e quimica
tedrica computacional. O método de modelagem molecular receptor-ligante se tornou
um dos principais métodos na pesquisa de desenvolvimento racional de novos farmacos,
atraindo o interesse de universidade, industrias farmacéuticas e empresas de
biotecnologia em todo o mundo (MORGON et al., 2007).

O principio da modelagem molecular receptor-ligante consiste basicamente na
predicdo do modo de ligacdo de uma pequena molécula ligante (inibidor) na regido de
ligacdo (sitio ativo) de um alvo molecular, e na quantificacdo da afinidade entre o
receptor e ligante. Os receptores moleculares podem se tratar como, por exemplo, de
uma proteina e enzima, acido nucleicos. A consideracdo das flexibilidades das
moléculas do receptor e do ligante confere ao problema de modelagem molecular um
alto nivel de complexidade devido aos inumeros graus de liberdade, dessa forma,
exigindo afinados algoritmos de docking. Além do mais, o reconhecimento molecular se
trata de processo dindmico de grande complexidade que envolve muitas interagOes
intermoleculares entre o receptor, o ligante e o solvente (MORRIS et al., 1998;

MORGON et al., 2007).
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Ha varios programas de modelagem molecular disponiveis para a pesquisa
cientifica, tais como: GOLD, DOCK, AutoDock, FlexX, LUDI, ChemScore e outros. O
AutoDock foi o programa de modelagem molecular usado nesse trabalho, visto que esse
¢ 0 mais utilizado pela comunidade cientifica para as pesquisas de reconhecimento
molecular e tambeém proporciona resultados confiaveis e de boa concordancia com o0s
dados experimentais (SOUZA et al., 2006).

O AutoDock é método de modelagem molecular flexivel. Para esse método o ligante
comeca aleatoriamente na parte externa da proteina, explorando translacées, orientacdes
e conformacdes, até que um site ideal seja encontrado. Esse tipo de método geralmente
é lento se comparados com o método do programa DOCK, mas ele permite que a
flexibilidade dentro do ligante seja modelada e possa utilizar mecanismo molecular
mais detalhado para calcular a energia do ligante no contexto do sitio ativo (MORRIS et
al., 1998; MORGON et al., 2007).

O AutoDock 4.2 usa um campo de forga de energia livre semi-empirico para avaliar
conformac0es durante as simulagdes de docking. Esse campo de forca foi parametrizado
usando um grande numero de complexos proteina-inibidor para quais ambas as
constantes de estrutura e inibicdo sdo conhecidas (MORRIS et al., 1998; HUEY et al.,
2007; MORRIS et al., 2010).

A abordagem tomada no AutoDock 4.2 é mostrada na figura 8. A energia livre de
ligacdo é estimada para ser igual a diferenca entre a energia do ligante e da proteina em
um estado ndo ligado separadamente e a energia do complexo proteina-ligante. Isso €
dividido em duas etapas para avaliacdo: inicialmente, avalia-se a energia intramolecular
do estado ndo ligado para a conformacdo ligada para cada uma das moléculas

separadamente, em seguida, avalia-se a energia intermolecular de trazer as duas
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moléculas juntas para a formacao do complexo ligado (HUEY et al., 2007; MORRIS et

al., 2010).

Figura 8: O campo de forca avalia a ligacdo em dois passos. A ligante e a proteina
iniciam em uma conformacdo ndo ligada. No primeiro passo, as energias
intramoleculares sdo estimadas para a transicdo desses estados ndo ligados para a
conformacao do ligante e proteina no estado ligado. No segundo passo, avalia a energias

intermoleculares de combinar o ligante e a proteina em sua conformacao ligada.

O campo de forca inclui seis pares de avaliacdo (V ) e uma estimativa da entropia

conformacional perdida na ligagéo (AS.,.¢ ) (MORRIS et al., 1998; HUEY et al., 2007,
MORRIS et al., 2010):

AG = &Ilgado naollgado)"‘ Ilgado Vnaohgado)"' Ilgado Vnaollgad0+ASconf)(37)

sendo que L se refere ao ligante e P se refere a proteina em um célculo de docking
proteina-ligante. Cada um dos termos de pares energéticos inclui avaliacdo para

dispersdo/repulséo, ligacao de hidrogénio, eletrostatica e dessolvata¢do:

36



(38)

+we,ecz%r'—q)‘r SO,Z(sv +S v)exp[ iy }

202

As constantes de ponderacdo W s&o aquelas as quais séo otimizadas para calibrar a
energia livre empirica baseada em um conjunto de complexos caracterizados
experimentalmente. O primeiro termo é um potencial 6/12 tipico para interacdo
dispersdo/repulsdo. Os parametros A e B sdo tomados do campo de forca Amber. O
segundo termo se refere a ligacdo de hidrogénio direcional baseado em um potencial
10/12. Os parametros C e D sdo configurados para garantir uma minima energia de 5
kcal/mol em 1,9 A para O —H e N —H, e de 1 kcal/mol em 2,5 A para S —H. A funcéo
E(t) fornece a direcionalidade baseada no angulo t da geometria de uma ligacdo de
hidrogénio ideal. O terceiro termo é um potencial de Coulomb blindado para a
eletrostatica. O dltimo termo é o potencial de dessolvatacdo baseado no volume de
atomo (V) que cerca um dado atomo e abriga-o do solvente, ponderado por um
parametro de solvatacdo (S) e o termo exponencial com fator de ponderacdo de
distancia o = 3,5 A (MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007; HUEY et al., 2007;
MORRIS et al., 2010).

O termo para a perda de entropia conformacional na ligagdo (AS.,¢ ) € diretamente
proporcional ao numero de ligagdes rotativas na molécula ( Ny ,s):
AScont =Weont Niors (39)

O ndmero de ligagBes rotativas incluem todos os graus de liberdade de torcéo,
incluindo rotacdes de atomos de hidrogénio polares e grupos hidroxilas e outros (HUEY

et al., 2007).
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O campo de forca de energia livre semi-empirico utilizado pelo programa AutoDock
4.2 faz uso de um tipo de pré-célculo realizado pelo programa AutoGrid 4.2 para
reducdo do custo computacional. O AutoGrid constroi mapas de grades para cada tipo
de atomo presente na molécula de ligante a ser usada no docking. Os mapas de grades
consistem de uma matriz tridimensional de pontos espacados regularmente, centrada
(geralmente) no sitio ativo da proteina ou macromolécula em estudo. Cada ponto dentro
dos mapas de grades registra a energia interacdo de um atomo de prova com a proteina
(MORGON et al., 2007; MORRIS et al., 2010).

A complexidade do problema de docking requer métodos computacionais com
potencial para investigar efetivamente um grande ndmero de solugdes possiveis, tendo
como objetivo que a solugdo “o6tima” seja encontrada. Os métodos de busca utilizados
nos algoritmos de docking ligante-flexivel podem ser classificados basicamente em trés
categorias: métodos de busca sisteméticos, métodos de busca deterministica e métodos
de busca estocastica. Nos algoritmos de busca sistematica, cada grau de liberdade possui
um conjunto de valores, de maneira que todos os graus de liberdade da molécula sdo
explorados combinatoriamente durante a busca. Os métodos de busca deterministica séo
caracterizados pelo fato de, dado o mesmo estado inicial de entrada, produzirem sempre
a mesma saida. Nos métodos de busca estocasticas a busca envolve movimentos
aleatdrios, ocasionando diferentes saidas para 0 mesmo estado inicial de entrada (uma
vez que “sementes’ distintas sdo utilizadas no gerador de nUmeros pseudo-aleatérios). A
maioria desses métodos ndo possui garantia de convergéncia, requerendo mdaltiplas
execucBes. Monte Carlo, Simulated Anneling e Algoritmos Evolucionérios s&o
exemplos de métodos de busca estocasticas que tém sido utilizados para o problema de

docking receptor-ligante (MORGON et al., 2007).
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O programa de modelagem molecular AutoDock 4.2 utiliza os algoritmos de busca
estocasticas: Busca Local (Local Search — LS), Simulated Anneling (SA), Algoritmo
Genético (Genetic Algorithm — GA) e Algoritmo Genético Lamarckiano (Lamarckian
Genetic Algorithm — LGA). No presente trabalho, o algoritmo de busca utilizado foi o
LGA, o qual se trata de um Algoritmo Evolucionario que sdo uma classe de métodos
estocasticos de otimizagdo global, inspirados no processo bioldgico de evolucéo de
populagdes naturais (MORGON et al., 2007.)

No caso da modelagem molecular, o arranjo particular de um ligante e uma proteina
pode ser definida por um conjunto de valores descrevendo a translagédo, orientacdo e
conformacgdo do ligante com relagdo a proteina, essas sdo as varidveis de estado do
ligante, no GA, cada variavel de estado corresponde a um “gene’. Um conjunto de trés
tipos de genes constitui um cromossomo, isto é um “individuo’. Trés genes
representam os graus de liberdade translacionais, quatro genes representam os graus de
liberdade rotacionais, e N genes representam os graus de liberdade conformacionais da
molécula ligante, sendo que N representa o numero de angulos diedrais da molécula
ligante. Para cada cromossomo uma unica estrutura tridimensional do ligante esta
associada (MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007).

O GA trabalha com uma populagédo de individuos, onde cada individuo representa
uma possivel solugdo para o problema a ser resolvido. A cada geracdo, novos individuos
s80 gerados através da troca dos “genes’ entre dois individuos “pais’ (recombinacdo) e
de mudangcas aeatérias nos valores dos “genes’ (mutacdo). Esse processo é repetido de
maneira que a populacdo evolua para melhores solu¢bes que minimizem as energias
envolvidas na interacdo receptor-ligante. A hibridizacdo do GA com o algoritmo LS
forma o LGA. A cada geracdo, uma porcentagem predefinida da populacdo €

aleatoriamente escolhida para aplicacdo da LS. O individuo resultante da LS substitui o

39



individuo original, em uma alusdo a desacreditada teoria de Lamarck sobre a
hereditariedade de caracteristicas adquiridas durante o tempo de vida de um individuo.
Na otimizacdo do hibrido GA-LS, o resultado da LS é sempre usado para atualizar o
critério de minimizacéo das energias envolvidas na interacdo receptor-ligante associado
a um individuo no algoritmo de selecdo de GA (MORRIS et al., 1998; MORGON et al.,

2007).

4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

A Albumina do Soro Humano de fracdo V, etanol absoluto, fosfato de sddio
monobasico e dibasico (ambos de pureza > 99%) e cloreto de sodio (pureza > 99%)
foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e usados como fornecidos. Os
flavondides rutina e guaijaverina foram fornecidos pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas do
IQ-UNESP, Araraquara. Agua ultrapura Mili-Q foi usada para preparar todas as

solucgdes aquosas utilizadas nos experimentos.

4.2 Preparo das Solugdes Estoques de Flavondides e a HSA

A HSA foi dissolvida na solucéo de tampdo fosfato de 50 mM em pH 7,0, contendo
150 mM de cloreto de sédio (NaCl). A solugédo estoque de HSA foi filtrada com um
filtro de Millipore de 0,22 um. A solugdes estoque da Rutina e Guaijaverina foram

preparadas em 25% de agua Mili-Q e 75% de etanol absoluto (EtOH).
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4.3 Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo UV-Vis foi utilizada para a determinacdo das
concentracdes das solucdes estoques dos flavonoides e da HSA. Para a Rutina foi
utilizado o coeficiente de extincdo molar de 19.900 M™cm™ em 363 nm (KREWSON et
al., 1948) e para a Guaijaverina, 28.200 Mcm™ em 260 nm (EL KHADEM et al.,
1958). A concentracao estimada da solugédo estoques da Rutina e da Guaijaverina foram
1,8 e 1,7 mM, respectivamente. Para a HSA foi utilizado o coeficiente de extingdo de
36.500 M cm™ em 280 nm (PAINTER et al., 1998), a concentracdo de sua solucéo
estoque foi estimada em 0,45 mM. O espectro de absor¢do UV-Vis foram coletado em
temperatura ambiente em um espectrometro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) equipado
com uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. Os espectros de absor¢ao UV-
Vis foram registrados na extensdo de 200 a 500 nm com tempo de integracdo de 0,333

segundos, fazendo-se a subtragéo da linha de base do tampé&o da solugéo analisada.

4.4 Espectroscopia de Fluorescéncia de Estado Estacionario

As medidas de fluorescéncia de estado estaciondrio foram obtidas no
espectrofluorimetro ISS PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com um banho térmico
Nestlab RTE-221 (Thermo Electron Corporation, USA) e com um agitador magnetico.
As larguras de banda de excitagdo e emisséo utilizadas foram de 8,0 nm. Uma cubeta de
quartzo de caminho Optico de 1,0 cm foi utilizada para os experimentos. O
espectrofluorimetro de estado estacionario foi usado nos experimentos de supressao de
fluorescéncia da HSA pelos flavondides Rutina e Guaijaverina.

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia que investigou a interacdo dos
flavondides a HSA, o comprimento de onda de excitacdo foi de 295 nm, pois esse excita

unicamente os residuos de triptofano da proteina, que no caso da HSA é somente o
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Trp214. Os espectros de emisséo de fluorescéncia foram coletados na extensdo de 305

a 500 nm e esses foram corrigidos subtraindo o espectro de fluorescéncia do tampao e
para efeitos de filtragem interna de acordo com a expressdo (LAKOWICZ, 1999;

LEESE et al., 1978):

w

l:corr = l:obs:l-0 2 (40)

sendo F, € Fops as intensidades de fluorescéncia corrigidas e observadas,

respectivamente. A, e A, sdo as absorbancias dos comprimentos de onda de excitagao

e emissdo dos supressores, respectivamente.

A supressdo de fluorescéncia a partir da titulacdo fluorimétrica foi feita
mantendo constante a concentracdo da HSA em 4,0 uM, adicionando-se pequenas
aliquotas de uma solucéo de flavondides sob agitacdo e temperatura constantes. Para a
0s experimento de supressdo com a Rutina, sua concentracao foi de 0 a 4,0 uM com um
incremento de 0,4 uM. Para os experimentos de supressdo com a Guaijaverina, sua
concentracdo variou de 0 a 8,0 uM com um incremento de 0,4 uM. Ambos os
experimento de supressdo foram realizados nas temperaturas de 298 (25), 303 (30) e

308 K (35°C).

4.5 Célculos Ab Initio

As estruturas moleculares dos flavondides foram investigadas por meio de métodos
ab initio. Os céalculos foram realizados com o0 pacote de quimica quéantica
computacional Gaussian 98 (FRISCH et al., 1998), usando formalismo da Teoria do
Funcional de Densidade (DFT) dentro do nivel B3LYP (Trés pardmetros Becke com
Lee-Yang-Parr) com o conjunto de bases 6-31G(d,p). As geometrias otimizadas da

Rutina e da Guaijaverina forma determinadas no vacuo, sem qualquer restricdo de
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simetria. O potencial eletrostatico molecular (Molecular Electrostatic Potential — MEP)
e a diferenca de energia entre o orbital molecular mais alto ocupado (Highest Occupied
Molecular Orbital — HOMO) e o orbital molecular mais baixo desocupado (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital — LUMO) foram calculados para auxiliar no estudo da
interacdo dos flavondides com a HSA. O utilitario NewZMat do programa Gaussian foi
utilizado para obter os arquivos de PDB dos flavonoides estudados, esses arquivos

foram usados como dados de input para o calculo de modelagem molecular.

4.6 Célculos de Modelagem Molecular

A estrutura cristalina da HSA (cddigo de entrada do PDB 1A06) foi obtida do
Protein Data Bank (PDB) (SUGIO et al., 1999). As estruturas tridimensionais dos
flavondides utilizados no célculo de modelagem molecular foram obtidas a partir dos
dados de output do programa Gaussian 98. O software AutoDockTools (SANNER et
al., 1999) do programa MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para preparar a HSA e 0s
flavonoides adicionando atomos de hidrogénio polar, cargas parciais e tipos atbmicos.
A origem rigida dos ligantes (flavonoides) foi automaticamente selecionada e o0s
possiveis giros e torcdes de todas as ligagdes foram ativados. Os mapas de redes foram
gerados pelo programa AutoGrid 4.2 (MORRIS et al., 1998) com um espagamento de
0,375 A e dimenséo de 60 x 60 x 60 pontos. O programa AutoDock 4.2 (MORRIS et
al., 1998) foi utilizado para investigar o sitio de interacdo entre os flavondides e a HSA
aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) para a minimizacdo usando
parametros padrdo. As posicdes iniciais aleatorias na entrada da superficie da proteina
(HSA) e orientacOes aleatorias foram usadas para os ligantes. Para a simulacdo de
docking dos flavonoides, 30 conférmeros diferentes foram gerados. O software PMV

(SANNER et al., 1999) do programa MGL Tools 1.5.4 foi utilizado para visualizar as
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configuracBes obtidas nos calculos de modelagem molecular e localizar as interacfes

entre os flavonoides e a HSA.

5 Resultados e Discussdes

5.1 Supressédo de Fluorescéncia da HSA pelos Flavondides

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia da HSA pelos flavonodides, a
concentracdo da HSA foi mantida constante em 4,0 uM e os flavonoides foram titulados
a solugdo aquosa de HSA (tampé&o fosfato de 50 mM contendo 150 mM de NaCl, em
pH 7,0) sob agitacdo e temperatura constante. A concentracdo da Rutina variou de 0 a
4,0 uM, enquanto que para a Guaijaverina variou de 0 a 8,0 uM, ambas com um
incremento de 0,4 uM em cada titulagdo. Ambos 0s experimentos de supressdo de
fluorescéncia foram realizados em 298, 303 e 308 K.

A solugéo de HSA foi excitada em 295 nm, visto que esse comprimento de onda
excita unicamente residuos de triptofano da proteina (LAKOWICZ, 1999), em

particular, a HSA possui um Udnico residuo de triptofano, Trp214. A emissdo de

fluorescéncia da HSA na presenca e na auséncia dos flavondides foi registrada de 305 a
500 nm. O efeito dos flavonoide sob a intensidade de fluorescéncia da HSA em 298 K é

mostrada na Figura 9.
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Figura 9: Espectro de emissdo da HSA na presenca de varias concentragcdes de Rutina
(a) e Guaijaverina (b) (T =298 K, A,=295nm). [HSA]=4.0x10"°molL™";

[Ru]/(L0°molL*), A-J: de 0 a 4,0; [Gual/(L0°molL*), A-T: de 0 to 8,0, ambos com

incremento de 0,4. As curvas pontilhadas mostram o espectro de emisséo do tampao.

A Figura 9 mostra a intensidade de fluorescéncia da HSA sendo suprimida com
0 aumento da concentracdo dos flavonoides em 298 K, indicando que o microambiente
na HSA envolvido na interacdo com os flavonoides deve conter o residuo de Trp214,
que se encontra no bolso hidrofébico do subdominio IIA. A Figura 10 mostra que,
dentro da variacdo de concentracdo de flavonoides estudada, os resultados de supressdo
de fluorescéncia em 298, 303 e 308 K estdo de acordo com a equacédo de Stern-Volmer

(Equacéo 1).
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Figura 10: Graficos de Stern-VVolmer para a supressdao de fluorescéncia da HSA pela
Rutina (a) e Guaijaverina (b) em 298, 303 e 308 K.

O resultado na Tabela 1 mostra os valores para as constantes de supressdo de Stern-

Volmer Kg, em 298, 303 e 308 K, as quais séo obtidas a partir do ajuste linear aos
dados experimentais. A Tabela 1 demonstra que os valores de Kg, séo inversamente

correlacionados com o aumento da temperatura, indicando que o0 mecanismo de
supressdo da HSA pelos flavonoides é iniciado pela formacdo do complexo HSA-
flavondides, ou seja, sugerindo a ocorréncia do mecanismo de supressao estatico

(LAKOWICZ, 1999).

Tabela 1: Constantes de supressédo de Stern-Volmer (K, ) e constate de supressdo
bimolecular (K ) do complexo HSA-flavonoides em 298, 303 e 308 K.

Rutina Guaijaverina
pH  T(K) “sv “a R® s “a R®
(x10°M ™) (x10"*M 's™) (x10°M ™) (x10%°M *s?)
298 3,7 3,7 0,998 4,0 4,0 0,999
7,0 303 2,1 2.1 0,997 34 34 0,998
308 1,7 1,7 0,998 2,9 2,9 0,998

* R é o coeficiente de correlacao.
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Os valores K, apresentados na Tabela 1 foram calculados utilizando a relagdo
Kq =Ksy /7o advinda da Equagdo 1, utilizando-se 7, =10"°s (LAKOWICZ et al,
1973). A Tabela 1 também mostra que os valores de K, para a reacdo de ligacdo HSA-

flavonoides sdo maiores do que 2.0x10°M s™, que na literatura corresponde a uma
taxa constante da supressdo colisional de difusdo méaxima de supressores com
biopolimeros (WARE, 1962). Consequentemente, 0 mecanismo de supressdo de
fluorescéncia da HSA pelos flavonoides deve seguir um processo de supressao estatico.

Os dados de supressdo de fluorescéncia da HSA também foram analisados pela
forma modificada da equacéo de Stern-Volmer (Equacdo 3). A Figura 11 mostra os
graficos de Stern-Volmer modificados para a supressdo de fluorescéncia da HSA pelos

flavonéides em 298, 303 e 308 K.

Figura 11: Gréficos de Stern-Volmer modificados para a supressdo de fluorescéncia da
HSA pela Rutina (a) e Guaijaverina (b) em 298, 303 e 308 K.

Os resultados para supressdao de fluorescéncia da HSA analisados pela forma
modificada da equacdo de Stern-Volmer estdo apresentados na Tabela 2. Os valores de

K, para a Rutina e a Guaijaverina foram calculados a partir da equacgéo 3, ajustando-se
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uma reta aos dados experimentais em 298, 303 e 308 K. A Tabela 2 mostra que 0s

valores de K, obtidos diminuem com o aumento da temperatura o0 que esta em
concordancia com a interdependéncia entre Kg, e a temperatura como mencionado

previamente, indicando que o mecanismo de supressdo de fluorescéncia é estatico
(LAKOWICZ, 1999). Pode-se observar que o efeito da temperatura na constante de
ligagdo entre a HSA e os flavonoides é pouco significativo. Dessa forma, os flavonoides
podem ser acondicionados e carreados pela HSA no corpo humano, como sugerido para
outros ligantes com a Albumina do Soro Humano e Bovino (LIU et al., 2000; HU et al.,

2004; HU et al., 2005).

Tabela 2: Constantes de supresséo efetiva para fluordforo acessivel (K,) do complexo
HSA-flavondides em 298, 303 e 308 K.

Rutina Guaijaverina
Ka Ka
pH Ka 5 1 R® 5 1 R®
(x10°M ™) (x10°M ™)
298 4,0 0,994 2,0 0,997
7,0 303 3,6 0,999 18 0,995
308 3,3 0,993 16 0,991

® R é o coeficiente de correlagio.

A partir dos dados apresentados na Tabela 2 pode-se observar que os valores de K,

para a Rutina séo ligeiramente maiores do que os valores para a Guaijaverina em cada
temperatura separadamente, resultando numa maior eficiéncia da supressao de

fluorescéncia ao fluoréforo acessivel Trp214 da HSA. Entretanto, com o aumento da
temperatura a diminuigdo relativa dos valores de K, para a Rutina é aproximadamente

de 0,4, enquanto que para a Guaijaverina é por volta de 0,2, indicando assim uma maior
estabilidade do complexo HSA-Gua do que do complexo HSA-Ru sob influéncia da

temperatura.
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5.2 Analise Termodinémica da Interagdo entre os Flavondides e a HSA

Os parametros termodinamicos para o complexo HSA-flavondides foram
determinados a partir da equacéo de van't Hoff utilizando as constantes de supressdo

efetiva K,. A Figura 12 mostra os gréficos de van't Hoff para ainteragdo da HSA com

a Rutina e a Guaijaverina em 298, 303 e 308 K.

Figura 12: Gréficos de van't Hoff para o complexo HSA-flavonoides para as
temperaturas de 298, 303 e 308 K.

O gjuste linear obtido a partir do gréfico de van't Hoff de InK, versus /T de

acordo com a Equacdo 4, estd em boa concordancia com os dados experimentais, isto
mostra que a suposicdo de que AH € quase constante esta justificada (ver Figura 12).

Os valores de variacdo de entalpia (AH ) e entropia (AS) foram determinados a partir
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das inclinagbes e das interseccbes com o eixo das ordenadas, respectivamente. As
energias livres de Gibbs (AG) foram obtidas utilizando a Equacéo 5.
A Tabela 3 mostra os parametros termodindmicos para os complexos formados entre

a HSA e os flavondides em 298, 303 e 308 K.

Tabela 3: Parametros termodindmicos do complexo HSA-flavonoides em 298, 303 e
308 K.

Rutina Guaijaverina
AH AG AS AH AG AS
pH T(K) -1 -1 1l -1 -1 -1 -l -1
(kdmol™)  (kdJmol™) (Jmol~K™) (kJmol™)  (kdJmol™) (Jmol~K™)
298 -32,0 -30,3
7,0 303 -15,7 -32,3 54,7 -16,9 -305 449
308 -32,5 —-30,7

Os valores negativos das variacdes de energias livres de Gibbs (AG) apresentados
na Tabela 3 suportam a afirmacéo de que tanto a reacdo de ligacdo da HSA a Rutina
quanto a Guaijaverina sao espontaneas. A partir dos valores de AG negativos é possivel
observar que o complexo HSA-Ru tém sua formacdo mais favorecida do que o
complexo HSA-Gua para cada temperatura.

Baseando-se nos sinais e magnitudes dos parametros termodinamicos mostrados na
Tabela 3 é possivel discutir o tipo individual de contribuicdo das interacdes que podem
ocorrer na formacdo dos complexos HSA-flavondides. A comparacdo entre as
magnitudes de variacdo de entalpia e entropia definira se a contribui¢do hidrofébica ou
eletrostatica desempenhara um papel importante na estabilizacdo dos complexos. De
acordo com a literatura, valores positivos de AS e AH implicam tipicamente em
interacdes hidrofobicas, enquanto que valores negativos implicam em forgas de van der

Waals e ligagdes de hidrogénio. Com base em estudos de estrutura da agua, uma

50



variacdo de entropia positiva € geralmente considerada como evidéncia de interacdo
hidrofobica. Em adicdo, interacdo eletrostatica especifica entre espécies de ions e,
solucdo aquosa é caracterizada por um valor de AS positivo enquanto que o valor de
AH é ligeiramente positivo ou negativo (ROSS et al., 1981; LU et al., 2009). Para os
complexos HSA-Ru e HSA-Gua, a Tabela 3 mostra que AS >0 e AH <0 para ambos
os flavonoides, indicando que as interagdes hidrofobicas, forcas de van der Waals e
ligacbes de hidrogénio devem desempenhar um papel importante na estabilizacdo dos
complexos formados. Os valores dos sinais da variagéo de entalpia e entropia sugerem
que, inicialmente, a interacdo é dirigida pelas interacGes hidrofébicas, condicionando os
flavonoides ao sitio |1 do bolso hidrofébico do subdominio 1A da HSA e, por fim, o
complexos HSA-Ru e HSA-Gua sdo estabilizados pelas forcas de van der Waals e
pontes de hidrogénio.

Na formacéo do complexo HSA-Ru, os parametros termodinamicos apresentados na

Tabela 3 mostram que a contribuicéo entrépica (—TAS) e entéalpica (AH) no balango

da energia livre de Gibbs sdo muito proximas. Enquanto que para o complexo HSA-Gua

0 balango entépico-entrdpico é mais favoravel a entalpia.

5.3 Anélise de Equilibrio de Ligacéo

Utilizando os dados de supressao de fluorescéncia da HSA pelos flavondides, o
método de analise de equilibrio de ligacdo foi realizado e, com isso, tornou-se possivel

determinar as constantes de ligagdo (K, ) e os sitios de ligacdo (n) para a interacéo

HSA-flavondides. A figura 13 mostra os graficos de equilibrio de ligacdo para a

supressdo de fluorescéncia da HSA pelos flavonoides em 298, 303 e 308 K.
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Figura 13: Graficos log-log do efeito da supressdo da Rutina (a) e da Guaijaverina (b)
na fluorescéncia da HSA em 298, 303 e 308 K.

Para os dados experimentais dos complexos HSA-flavonoides, os valores de K, e

n séo determinados a partir da intersec¢do com o eixo das ordenadas e da inclinacdo da
reta ajustada em 298, 303 e 308 K, de acordo com a Equagdo 10. Os resultados da

andlise de equilibrio de ligagdo sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Constantes de ligacdo (K,) e sitios de ligagdo (n) do complexo HSA-
flavondides em 298, 303 e 308 K.

Rutina Guaijaverina
PH T(K) o "R % R
(x10°M ™) (x10°M ™)
298 6,9 11 0,999 16 11 0,999
7,0 303 09 09 0998 1,2 11 0,998
308 0,5 09 0997 0,9 11 0,997

® R ¢ o coeficiente de correlagao.

E possivel observar a partir dos dados da Tabela 4 que nimero de sitios de ligagéo
entre a HSA e os flavondides é aproximadamente igual a 1,0, indicando que h& somente
uma molécula de flavonoide para o sitio | da HSA. Todos os coeficientes de correlagdo

(R) para a Rutina e Guaijaverina sao maiores do que 0,99, sugerindo que a interacao
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entre HSA e os flavondides é consistente com o modelo sitio-ligagdo apresentado na

Equacdo 6. A Tabela 4 mostra que os valores de K, diminuem em relagdo ao aumento
da temperatura, 0 que esta de acordo com a tendéncia de Kg, e K, mencionada

previamente.

5.4 Medidas das Distancias entre a HSA-Trp214 e os Flavonoides

A partir da teoria de FRET foi possivel estimar as provaveis distancias entre a HSA-
Trp214 e os flavonoides. A Figura 14 mostra a sobreposicéo espectral entre o espectro
de emiss@o de fluorescéncia da HSA com os espectros de absorbancia da Rutina e
Guaijaverina em 298 K, sendo uma das exigéncias da teoria de FRET. Com vistas a
obtencdo da distancia entre o doador (HSA-Trp214) e o aceitador (Ru e Gua), 0s
espectros de emissdo de fluorescéncia de estado estacionario e de absorbéncia,
respectivamente, foram determinados utilizando uma concentragdo de 4,0 uM para

ambos.
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Figura 14: Sobreposigéo espectral da emissdo de Fluorescéncia da HSA (—A) com

espectro de absorbancia da Rutina (a, ----- B) e o espectro de absorbancia da

Guaijaverina (b, -----B) ([HSA] —[Ru]=[Gua]=4.0x107® moIL‘l).
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Para esses estudos de FRET foram usados os seguintes valores: K? =2/3, n=1,36,
e ¢=0,074 (HU et al., 2004). De acordo com as Equacdes de 11 a 13 foram calculados
os valores da integral de sobreposicéo (J ), a energia de transferéncia (E ), a distancia
critica (Ry) e a distancia média (r ), os quais estdo apresentados na Tabela 5. A integral

de sobreposicdo espectral foi calculada utilizando a ferramenta de integracdo do

programa Origin 4.0 (Microcal Software INC., EUA).

Tabela 5: Dados referentes aos célculos de FRET em 298 K: integral de sobreposigéo
(J), energia de transferéncia ( E ), distancia critica (Ry) e distancia média (r).

Flavonoide J (cm3L mol‘l) E Ry (nm) r (nm)
Rutina 21x10°14 0,6 25 2,4
Guaijaverina 3,0x107 0,6 2,7 2,5

De acordo com dados da Tabela 5, a distancia média entre o doador (HSA-Trp214)

e 0 aceitador (Ru e Gua) estd dentro da escala de 2,0 a 8,0 nm (WEISS, 1999),
indicando que pode ocorrer uma provavel transferéncia de energia entre o residuo de

Trp214 da HSA e os flavonoides.

5.5 Célculos Ab Initio

Os célculos ab initio forma realizados utilizando a série de programas Gaussian 98
(FRISCH et al., 1998). A estrutura otimizada foi calculada para as moléculas de
flavonoides na fase gasosa isolada (no vacuo) usando o funcional B3LYP com o
conjunto base 6-31G(d,p), sem qualquer restricdo de simetria.

O valor da diferenca de energia entre os orbitais moleculares HOMO e LUMO é

uma propriedade molecular e esta relacionada a uma aproximacdo da primeira energia
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de excitacdo eletronica (ZHAN et al., 2003; KAVITHA et al., 2010). As diferencas de

energias HOMO-LUMO (AE,, = E yuo — Enowo) da Rutina e da Guaijaverina sao

aproximadamente de 3,960 e 3,812 eV, correspondente aos comprimentos de onda de

313 e 326 nm, respectivamente. Os comprimentos de ondas caracterizam a transigéo
HOMO—LUMO, os quais se encontram na extensdao do espectro de absorbancia
experimentais de ambos os flavondides, como pode ser visto nos espectros B da Figura
14. Portanto, os resultados dos célculos ab initio da Rutina e da Guaijaverina (na fase
gasosa) sdo corroborados com o perfil das bandas de absorcdo obtida
experimentalmente para cada flavondide. Tal abordagem indica que a geometria
otimizada é razoavelmente aceita para o proximo passo da descricdo da interacdo entre a

HSA e os flavonodides.
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Figura 15: Potencial eletrostatico molecular da Rutina (a) e da Guaijaverina (b), regides

eletropositivas (azul) e eletronegativas (amarelo).

A Figura 15 mostra o potencial eletrostatico molecular (MEP) para os flavonoides.

O MEP consiste basicamente da energia potencial de uma carga teste de préton em uma
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localizagdo particular préximo a uma molécula. De acordo com a Figura 15, pode-se
observar que tanto o MEP da Rutina quanto da Guaijaverina revela uma majoritaria
distribuicdo de carga positiva ao redor do flavonol Quercetina, enquanto que uma
majoritaria distribuicdo de carga negativa € encontrada ao redor da Rutinose (Ru) e da
Arabinose (Gua). As regides transparentes ou de menor coloracdo amarelada ou azulada
representam porcgdes neutras (ndo polares), essas porgdes se encontram principalmente
na mesma regido compreendida entre os dois anéis benzenos do flavonol Quercetina.

As regides de distribuicdes de cargas positivas (flavonol Quercetina) e negativas
(Rutinose e Arabinose) reveladas pelos potenciais eletrostaticos moleculares de ambos
os flavonoides, sugerem que as interacOes eletrostaticas podem desempenhar um papel
importante na complementaridade de distribuicdo de cargas na formagdo dos complexos
HSA-flavondides. Enquanto que na regido cuja distribuicdo a carga € neutra (entre 0s

anéis benzenos) podem estar envolvida em intera¢des hidrofdbicas.

5.6 Célculos de Modelagem Molecular

Para os calculos de modelagem molecular forma utilizados a estrutura cristalina da
HSA obtida do Protein Data Bank com o codigo de PDB 1A06 (SUGIO et al., 1999) e
as geometrias otimizadas dos flavondides determinadas a partir dos calculos ab initio.
Frente aos resultados experimentais a grade dos mapas de ligacdo da HSA com a Rutina
e a Guaijaverina utilizando a ferramenta de modelagem molecular foi restrita ao
microambiente onde se localiza o Trp214. As figuras 16 (Ru) e 17 (Gua) mostram 0s
resultados para as melhores energias de ligacdo teéricas calculadas pelas simulacfes de
modelagem molecular, para 30 diferentes conférmeros gerados. As melhores energias

de ligacdo da interacdo da HSA com a Rutina e a Guaijaverina foram —318 e

—29,3 kdmol™, respectivamente, o que estd em bom acordo com os resultados
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experimentais apresentados na analise dos parametros termodinamicos (Ru: —32,0 e

Gua: —30,3 kJmol™* em 298 K), secdo 4.2 de Resultados e Discussdes, indicando que
também o complexo HSA-Ru tem sua formacgdo mais favorecida do que o complexo
HSA-Gua.

As constantes de ligacdo teoricas podem ser calculadas a partir das energias de
ligagdo tedrica obtidas dos calculos de modelagem molecular de acordo com a seguinte
equacéo:

AG,

sendo K a constante de ligacdo tedrica, R a constante dos gases universal

(8,31J mol‘lK‘l), T atemperatura e AG, a energia de ligagdo tedrica. Os valores de
K obtidos para a Rutina e a Guaijaverina foram 38x10° e 14x10°M L,
respectivamente, o que esta em boa concordancia com os valores de K, (Ru: 4,0x10°

e Gua: 2,0x10°M ! em 298 K) determinados experimentalmente para a interacdo
HSA-flavonoides.

Tanto a Figura 16.a (Ru) quanto a Figiura 17.a (Gua) mostram que os flavonoides
estdo situados no sitio | da HSA, dentro do bolso hidrofébico do subdonminio 1IA, o
qual é formado por um conjunto de seis hélices. Os calculos de modelagem molecular
indicam que os flavondides se localizam préximos do residuo de triptofano Trp214, o
que esta de bom acordo com os resultados obtidos experimentalmente para a supressao

de fluorescéncia da HSA pelos flavonoides, secdo 4.1 de Resultados e Discussao.
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Figura 16: (a) Localizacdo da molécula de Rutina préxima ao uUnico residuo de
triptofano da HSA (Trp214) no subdominio 1A (sitio I). (b) Detalhes estruturais da
interacdo entre a HSA e a Rutina obtidos pelo método de modelagem molecular. A
Rutina é representada utilizando o modelo de cilindros (C, cinza; O, vermelho; N, azul;
H, branco), os residuos de aminoacidos sdo denotados como modelo de wireframe e as

pontes de hidrogénio representadas linhas pontilhadas verdes.
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A Figura 16.b mostra os detalhes do bolso hidrofébico de interacdo da Rutina e a
HSA. Um primeiro conjunto de residuos de cadeia lateral hidrofébica (Leul98,
Trp214, Val455) contribuem para a interagdo com o flavonol Quercetina, o qual
apresenta uma regido neutra entre 0s anéis benzenos, como pode ser observado na
Figura 15.a. Esta propriedade do flavonol Quercetina corresponde corretamente ao
microambiente dos residuos hidrofébicos que ajudam a estabilizar a interacdo HSA-Ru.
Em particular os residuos de cadeia lateral apolar Alal91 e Ala291 ndo participam
exclusivamente de interacBes hidrofébicas, mas também das interacdes eletrostaticas,
visto que o oxigénio da cadeia principal do residuo Alal91 participa da formacdo de
uma ligacdo de hidrogénio com a Rutina (H7) e o residuo Ala291 se encontra nas
proximidades da Rutinose. Um segundo conjunto de residuos de cadeia lateral polar
(Tyrl50, Lys195, Ser192, Lys199, Arg218, Arg222, Glu292, Lys436) é
responsavel por estabilizar as regides de distribuicbes de cargas eletropositivas e
eletronegativas da Rutina e pela formacdo de pontes de hidrogénio, as quais estéo
caracterizadas na Tabela 6. O ligante (Ru) como um todo ajusta sua arquitetura
molecular com o sitio | da HSA com a vantagem da glicosilacdo, que propriamente tem

potencial eletrostatico molecular negativo (ver Figura 15.a).
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Figura 17: (a) Localizacdo da molécula de Guaijaverina préxima ao Unico residuo de
triptofano da HSA (Trp214) no subdominio 1A (sitio I). (b) Detalhes estruturais da
interacdo entre a HSA e a Guaijaverina obtidos pelo método de modelagem molecular.
A Guaijaverina € representada utilizando o modelo de cilindros (C, cinza; O, vermelho;
N, azul; H, branco), os residuos de aminoacidos sdo denotados como modelo de

wireframe e as pontes de hidrogénio representadas linhas pontilhadas verdes.
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A Figura 17.b mostra os detalhes do bolso hidrofébico de interacdo da Guaijaverina
e a HSA. Um primeiro conjunto de residuos de cadeia lateral hidrofébica (Trp214,
Leu238, Ala291) contribuem para a interagdo com o flavonol Quercetina, o qual
apresenta uma regido neutra entre 0s anéis benzenos, como pode ser observado na
Figura 15.b. Esta propriedade do flavonol Quercetina corresponde corretamente ao
microambiente dos residuos hidrofobicos que ajudam a estabilizar a interagdo HSA-
Gua. Um segundo conjunto de residuos de cadeia lateral polar (Tyrl50, Ser192,
Lys195, GIn196, Lys199, Arg218, Arg222, Arg257, Glu292) é responsavel por
estabilizar as regides de distribuicbes de cargas eletropositivas e eletronegativas da
Guaijaverina e pela formacdo de pontes de hidrogénio, as quais estdo caracterizadas na
Tabela 6. O ligante (Gua) como um todo ajusta sua arquitetura molecular com o sitio |
da HSA com a vantagem da glicosilacdo Arabinose, que propriamente tem potencial

eletrostatico molecular negativo (ver Figura 15.b).

Tabela 06: Residuos de aminoacidos da HSA e atomos dos flavonoides envolvidos nas
ligacOes de hidrogénio obtidas dos calculos de modelagem molecular.

Rutina Guaijaverina
Residuosde  Atomos Distancia Residuos de Atomosda  Distancia
Aminoécidos  da Rutina (A) Aminoécidos  Guaijaverina (A)
Ala191 H7 2,158 ,
Lys195 43 1989 Lys195 03 1,879
Lys195 03’ 1,969
Lys195 & 1,921
Lys199 06"’ 1814 ys 02
Lys199 o2 2142
Arg257 1877
Arg218 02" 2,050 92 05 8
o 1,924
Glu292 H3 Glu292 H3 1,926

A andlise dos detalhes estruturais dos residuos de aminoacidos envolvidos na

interacdo HSA-flavono6ides mostra que os resultados da modelagem molecular para a
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Rutina e Guaijaverina indicam que a interacdo tem uma contribuicdo hidrofébica, com
formacdo de ligacdes de hidrogénio e complementaridade das distribuicbes de cargas
positivas e negativas proporcionada pelas interacdes eletrostaticas, o que estd em boa
concordancia com a analise dos parametros termodinamicos apresentados na secao 4.2

de Resultados e Discussoes.

6 Conclusao

A interacdo entre os flavondides (Ru e Gua) e a HSA foi investigada usando
espectroscopia de fluorescéncia no estado estacionario em combinagdo com célculos ab
initio e de modelagem molecular. Foi observado usando a supresséo de fluorescéncia
que 0 mecanismo mais provavel para a interacdo dos flavondides com a HSA é o
processo estatico. Esse resultado indica que os flavonodides se ligam ao sitio | da HSA e

a interacdo ocorre proximo ao residuo Trp214, o qual esta localizado dentro do bolso

hidrofébico do subdominio 1lA. Os dados de fluorescéncia mostram que a Rutina
suprime a emissdo do Trp214 com maior eficiéncia do que a Guaijaverina e que 0
complexo HSA-Gua é mais estavel termicamente do que o complexo HSA-Ru. Os
valores da energia livre de Gibbs indicam que a interacao é espontanea (AG <0), com a
formacdo do complexo HSA-Ru sendo mais favoravel do que do complexo HSA-Gua.
Os sinais dos parametros termodindmicos entalpicos (AH <0) e entrépicos (AS >0)
para ambos os flavondides, indicam que as interacdes hidrofobicas, forgas de van der
Waals e ligagdes de hidrogénio devem desempenhar um papel importante no
direcionamento e na estabilizacdo dos complexos formados. Na formacdo dos
complexos, os dados experimentais indicam que um unico flavondide se liga ao sitio |

da HSA. As provaveis distancias médias entre o doador (HSA-Trp214) e o aceitador
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Rutina e Guaijaverina calculadas pela teoria de FRET foram de 2,4 e 25nm,

respectivamente. Os estudos de modelagem molecular indicam que a Rutina e a

Guaijaverina se ligam na proximidade do residuo Trp214 e esse resultado esta em

acordo com os dados de espectroscopia de fluorescéncia. Os valores de energias e de
constantes de ligaches experimentais e tedricos apresentam boa concordancia. A
configuracdo do microambiente de ligacdo sugerida pelo calculo de modelagem
molecular correlaciona com as distribuicbes de cargas da Rutina e da Guaijaverina
demonstradas pelo MEP que se ajusta a analise dos parametros termodinadmicos.

O presente estudo traz significativa contribui¢do para o entendimento do mecanismo
de transporte dos flavondides desempenhado pela principal proteina do soro humano, a
HSA. O trabalho caracteriza em nivel molecular a interacdo da Rutina e da Guaijaverina
com a HSA, fornecendo uma ampla descri¢cdo de como a HSA carrearia os flavondides
através do fluxo sanguineo e, com isso, esses compostos fenolicos seriam

disponibilizados para suas atividades fins.
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