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Resumo 

 

Os flavonóides são uma grande classe de polifenóis ocorrendo de forma natural 

amplamente distribuídos nas plantas, essas moléculas exibem algumas atividades 

farmacológicas importantes como anti-inflamatória, antioxidante, anticancerígena e 

antibacteriana. A interação entre os flavonóides Rutina (Ru) e Guaijaverina (Gua) e a 

Albumina do Soro Humano (HSA) em pH 7,0 fisiológico foi investigado usando a 

técnica de espectroscopia de fluorescência de estado estacionário, cálculo ab initio e de 

modelagem molecular. A partir da supressão de fluorescência da HSA pelos 

flavonóides, a constante de supressão de Stern-Volmer ( SVK ) e sua forma modificada 

( aK ) foram calculadas em 298, 303 e 308 K, como também os parâmetros 

termodinâmicos correspondentes H , G  e S , para cada flavonóide. A análise do 

equilíbrio de ligação foi utilizada para determinar os valores do número de sítios de 

ligação ( n ) e a constante de ligação ( bK ) para a Rutina e a Guaijaverina em 298, 303 e 

308 K. A distância média entre o doador (HSA- 214Trp ) e o aceitador (Ru e Gua) foi 

estimada de acordo com a teoria de transferência de energia ressonante fluorescente. A 

otimização geométrica dos flavonóides 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 cálculos. O cálculo de modelagem molecular indica que 

os flavonóides se localizam no sítio I da HSA, dentro do bolso hidrofóbico do 

subdomínio IIA. Os resultados teóricos obtidos pela modelagem molecular corroboram 

com os dados de espectroscopia de fluorescência. 
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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 ( SVK ) and its modified form ( aK ) 

were calculated at 298 , 303  and K308 , as well as the corresponding thermodynamic 

parameters H , G  and S , for each flavonoid. Analysis of binding equilibria was 

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

for Rutin and Guaijaverin at 298 , 303  and K308 . The average distance between 

donor (HSA- 214Trp ) 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 I 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 Introdução 

1.1 Flavonóides e Albumina do Soro Humano 

A primeira sugestão de uma substância natural que seria reconhecida eventualmente 

como flavonóide foi atribuída a Nehemiah Grew no século XVII. Em artigos de leitura 

para a Royal Society em Londres, Grew discutia as diferenças nas propriedades de 

solubilidade de pigmentos de plantas, nos quais alguns eram solúveis em óleo e outros 

em água. (BOHM, 1998). 

Os flavonóides são compostos que ocorrem naturalmente em todas as plantas. 

Visualmente, eles são reconhecidos como os responsáveis pela explosão de tonalidades 

outonal e muitos tons de amarelo, laranja e vermelho nas flores. Os flavonóides são 

encontrados nas frutas, vegetais, nozes, sementes, ervas, caules, flores, chá e vinho 

tinto. Eles têm efeitos importantes na bioquímica e fisiologia das plantas, agindo como 

antioxidantes, inibidores de enzimas, precursores de substâncias tóxicas e pigmentos. 

Em adição, os flavonóides estão envolvidos na fotossensibilização e transferência de 

energia, ações de hormônios de crescimento de planta e reguladores de crescimento, 

controle de respiração, fotossíntese, morfogênese, determinação de sexo e defesa contra 

infecções (MIDDLETON et al., 2000). 

O termo “flavonóide” é usado geralmente para descrever uma ampla coleção de 

produtos naturais que incluem um esqueleto de carbono C6 – C3 – C6, ou mais 

especificamente uma funcionalidade fenil-benzopirano. Dependendo da posição da 

ligação do anel aromático à porção benzopirano, este grupo de produtos naturais pode 

ser dividido em três classes: os flavonóides (2-fenil-benzopiranos) (1), os isoflavonóides 

(3-benzopiranos) (2) e os neoflavonóides (4-benzopiranos) (3), como mostrado na 
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Figura 1. Esses grupos formam geralmente um precursor calcona comum e, portanto, 

são relacionados biogeneticamente e estruturalmente (GROTEWOLD, 2006). 

 

 

Figura 1: Estrutura molecular básica dos flavonóides (1), isoflavonóides (2) e 

neoflavonóides (3) (GROTEWOLD, 2006). 

 

As várias classes de flavonóides diferem quanto ao nível de oxidação e saturação 

presente no anel heterocíclico C, enquanto que compostos individuais dentro de uma 

classe diferem no padrão de substituição dos anéis A e B, tais como: substituintes 

hidroxilas (OH) e óxidos de metal (OMe), glicosilações e acilações (GROTEWOLD, 

2006; ANDERSEN et al., 2006). Dentre as várias classes de flavonóides, podem-se citar 

as flavonas, flavanonas, flavonóis e flavanóis (flavan-3-ol, flavan-4-ol e flavan-3,4-

diol), cujas estruturas moleculares estão representadas na Figura 2 (GROTEWOLD, 

2006). 
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Figura 2: As classes dos flavonóides diferem a partir do nível de oxidação e saturação 

do anel heterocíclico C (GROTEWOLD, 2006). 

 

Em adição ao seu importante papel biológico nas plantas e interações entre plantas e 

insetos, os flavonóides têm sido cuidadosamente investigados durante as últimas 

décadas devido a seus possíveis efeitos na saúde humana via uma dieta rica em produtos 

de plantas (ANDERSEN et al., 2006). Suas propriedades farmacológicas e bioquímicas 

incluem: atividade anti-inflamatória, antioxidante, anticancerígena, antibacteriana, 

antiplaquetária, antiviral e de proteção contra doenças cardiovasculares (COOK et al., 

1996; MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; FERGUSON, 2001). Os 

flavonóides também são responsáveis pela inibição de varias enzimas, tais como: 

hidrolases, oxidoredutases, DNA sintetases, RNA polimerases, fosfatases, proteína 
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fosfoquinases e oxidases de aminoácido (HARBORNE et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; 

ROSS et al., 2002, CUSHNIE, et al., 2005). 

Devido à tendência intrínseca dos núcleos fenólicos em desenvolverem interações 

moleculares, não é surpresa que um dos grandes alvos de estudos da comunidade 

científica seja o estudo da interação dos flavonóides com proteínas. Dentre as proteínas 

estudas, as albuminas merecem destaque em vista a suas importâncias no transporte de 

uma grande quantidade de substância via plasma sanguíneo. Estudos de interação da 

Albumina do Soro Humano (Human Serum Albumin – HSA) e Bovina (Bovine Serum 

Albumin – BSA) com flavonóides (DUFOUR et al., 2005; KANAKIS et AL., 2006; 

LIU et al., 2010) sugerem que esse compostos também seriam transportados por essas 

proteínas, para que desse modo, os flavonóides possam desempenhar suas atividades.   

As albuminas são provavelmente as mais conhecidas e mais estudadas de todas as 

proteínas. Suas diversidades de funções têm atraído o interesse de cientistas por 

gerações (PETERS, 1996). A Albumina do Soro Humano (HSA) é a proteína mais 

abundante (40 mg/ml) no plasma sanguíneo. Esta proteína é composta por uma única 

cadeia polipeptídica não glicosilada contendo em sua seqüência 585 resíduos de 

aminoácidos (66 kDa), a qual se divide em três domínios (I, II e III), cada um contendo 

dois subdomínios (A e B), como visto na Figura 3.  
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Figura 3: Desenho esquemático da estrutura secundária dos elementos e pontes 

dissulfeto da albumina humana. Os retângulos representam hélices, e as linhas finas 

representam voltas. As linhas grossas indicam as pontes dissulfeto (MINGHETTI et al., 

1986). 

 

Cada domínio contém dez hélices α e são divididos por seis hélices 

geometricamente antiparalelas, formando os subdomínios com quatro hélices cada. A 

estrutura terciária da HSA representada na Figura 4 é estabilizada por 17 pontes de 

dissulfeto, estando assinaladas na Figura 3 (GHUMAN et al., 2005). 
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Figura 4: Estrutura cristalina da HSA (código de entrada no PDB 1AO6) (SUGIO et 

al., 1999). O domínio I está em tons de azul (IA e IB), o domínio II em tons de 

vermelho (IIA a IIB) e o domínio III em tons de verde (IIIA e IIIB). O resíduo de 

triptofano 214Trp  está localizado no bolso hidrofóbico do subdomínio IIA da HSA. 

  

A HSA desempenha um importante papel no transporte e disposição de ligantes 

endógenos (ácidos graxos não esterificados, bilirrubina e composto lipofílicos) e 

exógenos presentes (flavonóides, varfarina e diazepam) no sangue. Devido a essa sua 

surpreendente capacidade de ligação a uma grande variedade de moléculas, a HSA 

apresenta um papel preponderante na farmacocinética e farmacodinâmica de drogas 

(SUDLOW et al., 1975; SUDLOW et al., 1976; GHUMAN et al., 2005). O que também 

faz da HSA, uma proteína modelo para o estudo de interações proteína-ligante. 
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Estudos mostram que a interação entre a HSA e ligantes aromáticos e heterocíclicos 

acontece dentro de dois bolsos hidrofóbicos dos subdomínios IIA e IIIA, nomeados de 

sítio I e II, respectivamente (SUDLOW et al., 1975; SUDLOW et al., 1976). 

Experimentos de espectroscopia de fluorescência de estado estacionário e resolvida no 

tempo, espectroscopia de absorção UV-Vis (Ultraviolet-Visible), dicroísmo circular 

(Circular Dichroism – CD), espectroscopia de infravermelho com transformada de 

Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy – FTIR) e cálculos de modelagem 

molecular demonstram que flavonóides, 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 próximo ao 214Trp  (ver Figura 4) que se localiza dentro do 

bolso hidrofóbico no subdomínio IIA da HSA (sítio I) e causam mudanças 

conformacionais na estrutura dessa albumina, formando complexos com constantes de 

ligação da ordem de 410  a 1510 M . 

Devido às numerosas atividades benéficas a saúde humana que os flavonóides 

desempenham como mencionadas previamente é de suma importância a descrição das 

interações desses compostos polifenólicos com a HSA em nível molecular, visto que 

essa é a principal proteína transportadora humana e, provavelmente, a responsável por 

disponibilizar os flavonóides para suas atividades fins. 

 

1.2 Rutina 

A Rutina (Quercetina-3-O-α-L-Rhamnopiranosil-(1→6)-β-D-Glucopiranosídeo) é 

um flavonol glicosilado consistindo do flavonol Quercetina e o dissacarídeo Rutinose 

(α-L-Rhamnopiranosil-(1→6)-β-D-Glucopiranosídeo), como mostrado na Figura 5. A 



 

14 
 

 

Rutina (Ru) é encontrada, por exemplo, chá preto, casca da maçã, trigo e aspargo 

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

 

 

Figura 5: Estrutura química do flavonóide Rutina, o qual consiste da união flavonol 

Quercetina e o dissacarídeo Rutinose. 

 

Como outros flavonóides, a Rutina também apresenta muitas das atividades 

benéficas à saúde humana mencionadas previamente e sendo um flavonóide abundante 

na dieta e com isso pode afetar vários processos no corpo humano, tais como: atividade 

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

 

1.3 Guaijaverina 

A Guaijaverina (Quercetina-3-O-α-L-Arabinopiranosídeo) é um flavonol glicosilado 

consistindo do flavonol Quercetina e do sacarídeo Arabinose (α-L-Arabinopiranosídeo), 

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 química do flavonóide Guaijaverina, o qual consiste da união do 

flavonol Quercetina e o sacarídeo Arabinose. 

 

A Guaijaverina assim como outros flavonóides pode apresentar algumas das 

atividades mencionadas previamente que trazem benefícios à saúde humana e, dessa 

forma, podem afetar alguns processos no corpo humano, tais como: atividade 

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

O objetivo principal desse trabalho é caracterizar a interação entre os flavonóides 

Rutina e Guaijaverina com a Albumina do Soro Humano em nível molecular. Os 

estudos consistem de uma abordagem experimental e outra teórica, a primeira utilizando 

a técnica de espectroscopia de fluorescência no estado estacionário e a segunda, 

cálculos ab initio e de modelagem molecular. 

 

3 Fundamentos Teóricos 

3.1 Absorção Óptica e Emissão de Fluorescência 

No processo de absorção óptica da radiação eletromagnética por átomos ou 

moléculas, segundo a mecânica quântica, a energia absorvida ( E ) é relacionada com a 

frequência da radiação ( ), essa relação é dada por: 

     hE                                                             (1) 

sendo h  a constante de Planck ( sJ341063,6 ), dessa forma, impõem-se a radiação 

eletromagnética um aspecto corpuscular. Outra exigência da mecânica quântica diz 

respeito ao aspecto ondulatório da matéria, no qual os níveis de energia dos átomos ou 

moléculas devem assumir valores discretos. Para átomos no estado elementar, a energia 

de um dado estado provém do movimento dos elétrons em torno do núcleo 

positivamente carregado. Como consequência os vários estados energéticos são 

chamados de estados eletrônicos. Além de apresentarem estados eletrônicos, as 

moléculas também apresentam estados vibracionais quantizados, os quais estão 

associados à energia das vibrações interatômicas, e estados rotacionais quantizados, que 

provêm da rotação das moléculas em torno de seus centros de gravidade. As transições 

entre níveis eletrônicos ocorrem na região do ultravioleta e visível do espectro 
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eletromagnético; as transições entre os níveis vibracionais dentro do mesmo nível 

eletrônico, no infravermelho próximo e médio; e as transições entre níveis rotacionais 

próximos, nas regiões do infravermelho distante e de micro-ondas (EWING, 1972; 

SKOOG et al., 2002).  

A absorção de radiação eletromagnética em forma de fótons por átomos ou 

moléculas ocorre em tempos da ordem de 10-15 segundos, a energia ganha durante o 

processo de absorção de um fóton, promove-os para seus estados eletrônicos mais 

energéticos (S1 e S2). Entretanto os átomos ou moléculas não permanecem em seus 

estados eletrônicos excitados, visto que a energia absorvida é perdida ou degradada 

através de vários tipos de mecanismos (ver Figura 7), fazendo com que eles retornem 

aos seus estados fundamentais (S0) (LAKOWICZ, 1999; SKOOG et al., 2002). 

 

 

Figura 7: Diagrama de Jablonsky. Esse esquema representa os níveis de energia 

eletrônicos singletes (S0, S1 e S2) e o triplete (T1), e vibracionais (0, 1 e 2) de uma 

molécula. As setas dirigidas para cima indicam absorção de radiação ( Ah ); as setas 

dirigidas para baixo, emissão de radiação ( Fh  e Ph ); setas pontilhadas, conversão 

interna.  
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Quando uma molécula é excitada ao seu nível eletrônico singlete de maior energia 

S1 ou S2, isso a permite acessar níveis vibracionais e rotacionais de maiores energias. 

Com a relaxação para níveis vibracionais e rotacionais de menor energia, dentro do 

mesmo nível eletrônico singlete S1 ou S2 para o qual a molécula foi excitada, parte da 

energia absorvida na excitação dá origem ao processo denominado de Relaxação 

Vibracional (ver Figura 7), com um tempo de duração característico da ordem de 10-12 

segundos. Como o tempo de vida de um estado eletrônico excitado é da ordem de 10-8 

segundos, o restante da energia absorvida no processo de excitação é então irradiado 

para que a molécula volte ao seu estado fundamental, esse é o fenômeno chamado 

Fluorescência (ver Figura 7). O processo de relaxação vibracional se completa antes da 

emissão de fluorescência. A radiação emitida apresenta menor energia por fóton que a 

radiação excitante e, portanto, possui um maior comprimento de onda (LAKOWICZ, 

1999; SKOOG et al., 2002).  

O processo de relaxação entre nível eletrônicos excitados é denominado de 

Conversão Interna (LAKOWICZ, 1999; SKOOG et al., 2002). 

O Cruzamento Intersistema é uma transição não radiativa entre dois níveis 

vibracionais isoenergéticos pertencentes a estados eletrônicos com diferentes 

multiplicidades. Moléculas no estado S1 podem experimentar uma conversão de spin 

para o primeiro estado tripleto, T1. As transições para o estado fundamental (singleto), a 

partir de um estado tripleto (T1) dão origem ao fenômeno da Fosforescência, 

envolvendo tempos de até milissegundos (ver Figura 7) (EWING, 1972; LAKOWICZ, 

1999; SKOOG et al., 2002). 
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3.2 Supressão de Fluorescência no Estado Estacionário  

A fluorescência de supressão se refere a qualquer processo no qual diminui a 

intensidade de fluorescência de uma amostra. Há uma variedade de interações 

moleculares que pode resultar em supressão, incluindo reações de estado excitado, 

rearranjos moleculares, transferência de energia, formação de complexo de estado 

fundamental e supressão colisional. Os diferentes mecanismos de supressão são 

geralmente classificados como supressão estática ou dinâmica (ou colisional). 

Supressão estática e dinâmica pode ser distinguida pelas suas diferentes dependências 

com a temperatura e viscosidade ou preferencialmente pela medida do tempo de vida de 

fluorescência (LAKOWICZ, 1999). 

A supressão de fluorescência pode ser analisada de acordo com a equação de Stern-

Volmer: 

                                  QKQK
F
F

qSV 0
0 11                                         (1) 

sendo que,  0F  e F  denota a intensidade de fluorescência de estado estacionário na 

ausência e na presença do supressor ( Q ), respectivamente;  qK  é a constante de 

supressão bimolecular; 0  é o tempo de vida do fluoróforo na ausência do supressor; 

][Q  é a concentração do supressor e SVK  é a constante de supressão de Stern-Volmer. 

Os dados relativos à supressão são usualmente representados como um gráfico de 

FF0  versus ][Q . A razão disso é porque se espera que FF0  tenha uma dependência 

linear com a concentração do supressor. Dessa forma, a partir de um ajuste linear dos 

dados de supressão a inclinação da reta ajustada fornece o valor da constante de Stern-

Volmer e o ordenada deve assumir um valor próximo de um (LAKOWICZ, 1999).  
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A supressão dinâmica ou colisional ocorre quando o fluoróforo do estado excitado é 

desativado após o contato com alguma molécula supressora. Nesse caso, o fluoróforo 

retorna ao estado fundamental durante um eventual encontro com o supressor. As 

moléculas não são alteradas quimicamente no processo de supressão colisional. Já a 

supressão estática ocorre quando o fluoróforo forma um complexo não fluorescente com 

o supressor. Quando esse complexo absorve luz, ele retorna a seu estado fundamental 

sem emissão de um fóton.  

Uma maneira eficiente de diferenciar se o mecanismo de supressão é do tipo estático 

ou colisional, consiste em variar a temperatura. Se com o aumento da temperatura os 

valores de SVK  aumentar, se trata de supressão dinâmica, mas se esses valores 

diminuírem, se trata de supressão estática. A supressão estática remove uma fração dos 

fluoróforos da observação. Os fluoróforos que formam complexos não são 

fluorescentes; nesse caso, a única fluorescência observada é a dos fluoróforos não 

complexados. 

 

♦ Equação de Stern-Volmer Modificada 

Os dados de supressão de fluorescência também podem ser analisados de acordo 

com a equação de Stern-Volmer modificada: 

       
QK

QK
fFF

a

a
a 10                                            (2) 

Rearranjando a equação 2, tem-se a seguinte equação: 

                     
aaa fQKfF

F 110                                               (3) 

sendo F  a diferença na intensidade de fluorescência de estado estacionário na 

ausência e na presença de supressor em concentração Q , af  é a fração de 
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fluorescência acessível e aK  é a constante de supressão efetiva para fluoróforos 

acessíveis. A dependência de FF0  como o valor recíproco da concentração do 

supressor 1Q  é linear com a inclinação igual ao valor de 1
aa Kf . O valor de 1

af  é 

fixado na ordenada. A constante aK  é a divisão da ordenada pela inclinação da reta 

(LAKOWICZ, 1999). 

 

3.3 Termodinâmica da Interação de Proteína com Ligante 

A força de interação entre ligantes e proteínas pode incluir interações eletrostáticas, 

múltiplas pontes de hidrogênio, interações de van der Waals, contatos estéricos e 

hidrofóbicos dentro de sítio de ligação de anticorpos e etc (LECKBAND et al., 2000). 

Com vistas a elucidar a interação entre proteínas e fármacos, os parâmetros 

termodinâmicos podem ser calculados a partir do gráfico de van’t Hoff. 

Se a variação de entalpia ( H ) não variar significativamente no intervalo de 

temperatura estudado, ambas as variações entálpicas ( H ) e entrópicas ( S ) poderão 

ser avaliadas pela equação de van’t Hoff: 

                                               
R
S

RT
HKaln                                                    (4) 

onde R  é a constante universal do gases ideais ( 1131,8 KmolJ ) e aK  é análogo a 

constante de supressão efetiva para fluoróforo acessível na temperatura (T ) 

correspondente. Os valores de H  e S  serão obtidos da inclinação e da ordenada, 

respectivamente, da relação de van’t Hoff, enquanto que, a correspondente variação na 

energia livre de Gibbs ( G ) será calculada a partir da seguinte relação: 

                                                         STHG                                                     (5) 
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3.4 Equilíbrio de Ligação 

Para os casos nos quais o mecanismo de supressão de fluorescência é estático, se há 

sítios de ligação independentes para um conjunto de sítios equivalentes em uma 

proteína. A reação é (BI et al., 2004): 

PDDnP n                                                   (6) 

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

cuja constante de ligação é bK , a qual é dada por: 

           
][][

][

f
n

f

n
b

PD
PD

K                                                  (7) 

sendo ][ PDn  a concentração do novo complexo, ][ fD  a concentração de ligante livre, 

n  o número de sítios de ligação, ][ fP  a concentração de proteína livre, ][ bP  a 

concentração de proteína ligada. Se a concentração total de proteína é ][ tP , então 

][][][ bft PPP . Por isso 

             
][][

][][

f
n

f

bf
b

PD

PP
K                                                    (8) 

No processo de supressão estática, a intensidade de fluorescência para o sistema 

fluorescente é diretamente proporcional à concentração de proteína livre ][ fP  (o 

complexo formado é não fluorescente). Dessa forma: 

     
0][

][
F
F

P
P

t

f                                                       (9) 

Por isso, a equação para a supressão estática é: 

                                             QnK
F

FF
b logloglog 0                                   (10) 
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sendo bK  a constante de ligação para um sítio. A dependência do FFF0log  no 

valor do Qlog é linear, com a inclinação igual ao valor de n  e o valor de bKlog  

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

 

3.5 Transferência de Energia Ressonante Fluorescente  

A transferência de energia ressonante de fluorescência (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer – FRET) é um método de espectroscopia que pode monitorar as 

proximidades e orientação angular relativa do fluoróforos. O fluoróforo doador e 

aceitador podem ser completamente separados ou ligados a uma mesma molécula. De 

acordo com a teoria de transferência de energia não radiativa de Förster, a transferência 

de energia acontecerá sob as seguintes condições: o doador pode produzir luz 

fluorescente; o espectro de emissão de fluorescência do doador e o espectro de 

absorbância do aceitador têm sobreposição parcial; a distância entre o doador e o 

aceitador é menor do que aproximadamente 8,0 nm (FÖRSTER, 1948; LAKOWICZ, 

1999). De acordo com essa teoria, a distância r  entre o doador e o aceitador pode ser 

calculada pela seguinte equação:  

                                                      
)(

1 66
0

6
0

0 rR
R

F
FE                                           (11) 

sendo que E  denota a eficiência de transferência entre o doador e o aceitador, r  a 

distância média entre doador e aceitador e 0R  a distância crítica quando a eficiência de 

transferência é de 50%: 

                                                  JnKR 42256
0 1079.8                                        (12) 

Na equação 12, 2K  é o fator de orientação relacionado à geometria do dipolo do 

doador e do aceitador, n  é o índice de refração do meio,  é o rendimento quântico de 
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fluorescência do doador e J  é a integral de sobreposição entre o espectro de emissão do 

doador e o espectro de absorbância do aceitador, o qual pode será calculado pela 

seguinte equação: 

                                                     

0

0

4

dF

dF

J                                                (13) 

sendo F  a intensidade de fluorescência corrigida do doador na extensão de 

comprimento de onda de  para  e  o coeficiente de extinção do aceitador 

em . 

 

3.6 Teoria do Orbital Molecular Ab Initio 

A teoria do orbital molecular ab initio busca prever as propriedades eletrônicas de 

átomos e moléculas. É baseada nas leis fundamentais da mecânica quântica e usa uma 

variedade de transformações matemáticas e técnicas de aproximação para resolver as 

equações fundamentais. 

 

3.6.1 Equação de Schrödinger Independente do Tempo 

Um sistema molecular pode ser descrito pela resolução da equação de Schrödinger 

independente do tempo, de acordo com a seguinte expressão: 

  EĤ                                                       (14) 

sendo  a função de onda, a qual representa a função das coordenadas de todas as 

partículas dos sistema. A energia E  e muitas outras propriedades podem, então, ser 

obtidas pela solução da equação 14 para a função de onda, sujeita a condições de 
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contorno apropriadas. O operador Hamiltoniano ( Ĥ ) é formado pela soma dos termos 

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

sistema. O operador Ĥ  para um sistema de N  elétrons e M  núcleos em unidades 

atômicas é dado por: 

     
N

i

M

A

M

AB BA

M

A

N

i

N

ij jiAi

A
A

M

A A
i

N

i RRrrRr
ZH

1 11 1

2

1

2

1

11
2

1
2
1ˆ  (15) 

 sendo que os dois primeiros termos da equação 15 representam os operadores das 

energias cinéticas dos elétrons e núcleos, onde 2
i  e 2

A  correspondentes as derivadas 

segundas em relação as coordenadas do i-ésimo elétron e do A-ésimo núcleo atômico 

respectivamente e A  é a massa do núcleo. Os restantes dos termos da equação 15 

representam o operador de energia potencial eletrostática entre os componentes do 

sistema. O terceiro termo representa o operador de atração coulombiana elétrons-

núcleos, o quarto designa, de repulsão núcleos-núcleos e o quinto, de repulsão elétrons-

elétrons. Em todos esses operadores, ir  é o vetor posição do elétron i , AR  é o vetor 

posição do núcleo A e AZ , seu número atômico (LEVINE, 1991; FORESMAN et al., 

1995).  

 

3.6.2 Aproximação de Born-Oppenheimer 

Como o operador hamiltoniano depende das coordenadas eletrônicas r  e nucleares 

R , as funções de ondas dependem de ambos os tipos de variáveis e tem a forma: 

   Rr ,                                                     (16) 

Inicialmente, a resolução da equação de Schrödinger do sistema é feita separando o 

movimento do núcleo do movimento eletrônico. Essa primeira aproximação é conhecida 

como aproximação de Born-Oppenheimer e ela é razoável visto que a massa de um 
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núcleo típico é milhares de vezes maior do que a de um elétron. Desse ponto de vista 

seria como se o núcleo permanece fixo para os elétrons e os movimentos dos elétrons 

poderiam ser descritos como ocorrendo em um campo de núcleo fixo. Para isso, 

assume-se que a equação de onda total do sistema pode ser separada em uma parte 

nuclear ( n ) que depende somente das disposições do núcleo e uma parte eletrônica 

( e ) que depende do potencial gerado pelos núcleos e da posição dos elétrons (BORN 

& OPPENHEIMER, 1927).  

       RRrRr ne ,,                                         (17) 

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

dos núcleos e tomar como uma constante o termo do potencial de repulsão núcleos-

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

eletrônico ( eĤ ): 

           
N

i

M

A

N

i

N

ij jiAi

A
i

N

i
e rrRr

ZH
1 1 1

2

1

1
2
1ˆ                       (18) 

Usando as equações 17 e 18, a equação de Schrödinger para descrever o movimento 

dos elétrons no potencial eletrostático de núcleo fixo será: 

         ),()(),(ˆ RrRERrH eefetivoee                                  (19) 

Resolvendo a equação 19 para a função de onda eletrônica produzirá a função 

potencial nuclear efetivo ( efetivoE ), esse depende das coordenadas do núcleo e descreve 

a superfície de energia potencial para o sistema (FORESMAN et al., 1995). Portanto, 

efetivoE  é também usado como o potencial efetivo para a Hamiltoniana nuclear ( nĤ ): 

      )()(ˆˆ RERTH efetivonn                                         (20) 

onde )(ˆ RTn  é o operador energia cinética do núcleo. 
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A geometria de equilíbrio de uma molécula pode ser obtida resolvendo a equação 19 

e descobrindo qual valor dos parâmetros AR  a energia é mínima.  

 

3.6.3 Teoria de Hartree-Fock 

Para a resolução da equação 19, uma segunda aproximação que será considerada 

vem da interpretação que 2  como a densidade de probabilidade para os elétrons 

dentro de um sistema, visto que segundo a mecânica quântica a localização dos elétrons 

não é determinística (Princípio da Incerteza de Heisenberg). A teoria do orbital 

molecular decompõe  para uma combinação de orbitais moleculares ( 1 , 2 , 3 , 

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

Hartree: 

                                         )()()()()( 332211 nn rrrrr                            (21)              

Como existem restrições sobre a função de onda geral, de forma que  deve ser 

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

onda inadequada para o tratamento do sistema porque não satisfaz a condição de 

antissimetria imposta a uma função de onda para férmions (LEVINE, 1991; 

FORESMAN et al., 1995). 

A função antissimétrica mais simples que é uma combinação de orbitais moleculares 

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

anteriormente que é o spin eletrônico. Os elétrons podem ter spin up (+ ½) ou down (- 

½). A equação 21 assume que cada orbital molecular i  contém somente um elétron. 

Entretanto, a maioria dos cálculos são realizados para orbitais duplamente ocupados, 

contendo dois elétrons de spin opostos. Definem-se duas funções de spin, como segue: 
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10
01

                                              (22) 

A função  é 1 para spin de elétron up, e a  é 1 quando o elétron é spin down. A 

notação i  e i  designará o valor de  e  para elétron i ; dessa forma, 1  é o 

valor de  para o elétron 1 (FORESMAN et al., 1995). 

Multiplicando uma função orbital molecular i  por  e  se inclui o spin 

eletrônico como parte da função de onda eletrônica geral . O produto do orbital 

molecular e uma função de spin é definido como um Orbital de Spin, uma função de 

ambas a localização de elétron e seu spin. Essas funções de orbitais de spin são 

ortogonais em pares de spin opostos. Dessa forma será construída uma função de onda 

com definição de 2
n  orbitais moleculares ( i ) para o sistema com n  elétrons e então 

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

1995): 

nrnrnrnr

rrrr

rrrr

n
r

nnnnnn

nn

nn

22
11

2
2

2
2

2121

1
2

1
2

1111

2222

1111

!
1)(     (23) 

Assim, o método Hartree-Fock assume que a função de onda exata para um sistema 

de muitos corpos pode ser aproximada pelo determinante de Slater, conforme equação 

23. Cada linha é formada representando todos os assinalamentos possíveis de elétrons i  

para todas as combinações de orbital de spin. Trocando dois elétrons corresponde ao 

intercambio de duas linhas do determinante, o qual terá o efeito de mudar o sinal do 

determinante, garantindo a assimétrica da função de onda. Esse determinante mistura 

todos os orbitais possíveis de todos os elétrons no sistema molecular para formar a 

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

A próxima aproximação envolve expressar as funções dos orbitais moleculares i  

como uma combinação linear de um conjunto predefinido de funções de um único 

elétron conhecidas como Bases de Funções. Essas bases de funções são centradas no 

núcleo atômico e assim suporta alguma semelhança com os orbitais atômicos, por isso é 

conhecido como Método de Combinação Linear de Orbitais Atômicos (Linear 

Combination of Atomic Orbitals – LCAO). O tratamento matemático adotado para os 

orbitais moleculares segue a forma apresentada pela seguinte equação (ROOTHAAN, 

1951; FORESMAN et al., 1995): 

                
N

ii c
1

                                                 (24) 

sendo ic  os coeficientes de expansão do orbital molecular e  as funções de base, 

que utilizam funções atômicas do tipo gaussiana. Geralmente, essas funções gaussianas 

têm a forma: 

       2exp, rzycxrg lmn                                      (25) 

sendo r  o vetor posição zyx ,, ; n , m  e l  números inteiros não negativos;  uma 

constante que determina a extensão radial da função e c  uma constante de 

normalização, tal que: 

         
espaçoTodo

g 12                                                     (26) 

  As funções de base serão obtidas pela seguinte combinação linear: 

                 
p

pp gd                                                  (27) 
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sendo que pg  representa as gaussianas primitivas como as que são usadas para formar 

as funções de base reais e pd  são constantes fixas dentro de um dado conjunto de 

funções de base. 

No presente trabalho, foi utilizada a base 6-31G(d, p). O “6” indica que cada função 

de base é construída usando seis gaussianas primitivas para os núcleos. O “3” indica que 

três funções gaussianas são usadas para se construir as funções de base das camadas 

internas. O “1” indica que as funções de base da camada de valência foram construídas 

usando uma única função gaussiana. O “G” especifica o tipo de função primitiva usada 

– gaussiana. Ademais, um conjunto de funções-d de polarização foi adicionado aos 

átomos pesados e um conjunto de funções-p aos hidrogênios. Também, é comum 

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

 

3.6.5 Princípio Variacional 

 O problema agora é como resolver o conjunto de coeficientes de expansão dos 

orbitais moleculares ( ic ) para determinar a função de onda geral . Para a resolução 

desse problema, a teoria de Hartree-Fock faz uso do Princípio Variacional, o qual diz 

que para o estado fundamental de qualquer função normalizada antissimétrica das 

coordenadas eletrônicas, a qual pode ser denotada por , então o valor esperado para a 

energia correspondente a  sempre será maior do que a energia para a função de onda 

exata (LEVINE, 1991; FORESMAN et al., 1995): 

      ;EE                                             (28) 

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

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

de onda resultante. 

O princípio variacional conduz as seguintes equações descrevendo os coeficientes 

de expansão dos orbitais moleculares ( ic ), derivadas por Roothaan e por Hall 

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

  NcSF
N

ii ...,,2,10
1

                                (29) 

A equação 29 pode ser reescrita na forma de matriz: 

CSCF                                                       (30) 

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

cada um de seus elementos i  é a energia de orbital de um elétron de orbital molecular 

i . F  é a matriz de Fock e ela representa o efeito médio do campo de todos os elétrons 

em cada orbital. A matriz S  é a matriz de sobreposição, que indica a sobreposição entre 

os orbitais. A equação 30 não é linear e será resolvida iterativamente pelo Método de 

Campo Autoconsistente (Self-Consistent Field – SCF). Na convergência, a energia 

está em um mínimo e os 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 função de onda r , pela densidade eletrônica r . A 

abordagem DFT, portanto, está baseada na estratégia de modelar a correlação eletrônica 

por meio de funcionais de r . 

                 NN rdrdrdrdrrrrr ......,,,, 321
2

321                         (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 função de 

onda eletrônica e todas as outras propriedades eletrônicas são unicamente determinadas 

pela densidade de probabilidade eletrônica r , uma função de somente três variáveis. 

O segundo teorema estabelece que a energia de uma distribuição eletrônica pode ser 

descrita como um funcional da densidade, de tal forma que EE , e este funcional é 

um mínimo para o estado fundamental (HOHENBERG & KOHN, 1964; LEVINE, 

1991). 

 Para uma densidade de probabilidade eletrônica conhecida, os teoremas de 

Hohenberg-Kohn afirma que é possível em princípio calcular todas as propriedades 

moleculares do estado fundamental a partir de r . Entretanto, os teoremas de 

Hohenberg-Kohn não dizem como calcular a energia a partir de densidade sem primeiro 

encontrar a função de onda. Um passo chave em direção a esse objetivo foi realizado 

por Kohn e Sham, quando eles mostraram que a energia eletrônica exata puramente do 

estado fundamental de uma molécula de n  elétrons com densidade de probabilidade 

eletrônica do estado fundamental era dada por (KOHN & SHAM, 1965; LEVINE, 

1991): 

    XC

n

i
ii Edvdv

r
dv

r
Z

E 21
12

1
11

2
10

21
2
11

11
2
1   (32) 

sendo os 1i  os orbitais de Kohn-Sham e XCE  o funcional de r  que denota a 

energia de correlação e troca. As notações 1i  e 1  indicam que i  e  são 

tomadas como função das coordenadas espaciais do elétron 1. Kohn e Sham também 

mostraram que a densidade exata do estado fundamental pode ser encontrada a partir 

das i , de acordo com a seguinte equação: 
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n

i
i

1

2                                                     (33) 

 Os orbitais de Kohn-Sham são encontrados resolvendo as equações de um elétron 

               111ˆ
, iKSiiKSF                                          (34) 

sendo KSF̂  o operador de Kohn-Sham, o qual é dada por: 

      11ˆ
2
1ˆ
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2
1 XC

n
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jKS VJ

r
Z

F                             (35) 

sendo 2
12

2 121ˆ dv
r

J jj  o operador de Coulomb e XCV  é o potencial de 

correlação e troca que é dado pela derivado do funcional XCE : 

                        XCXC EV                                                  (36) 

 Há somente um único problema em usar as equações de Kohn-Sham para 

encontrar  e E , o funcional exato de correlação e troca XCE  não é conhecido para 

moléculas. No entanto, existem várias aproximações que permitem calcular 

propriedades moleculares com vários níveis de precisão. A mais simples delas é 

chamada de Aproximação de Densidade Local (Local Density Approximation – LDA), 

na qual a densidade corresponde àquela de um gás de elétrons homogêneo. No presente 

trabalho, contudo, a metodologia de funcionais híbridos foi utilizada para se realizar os 

cálculos. Esta mistura a Aproximação de Gradiente Generalizado (Generalized Gradient 

Approximation – GGA), na qual os funcionais incorporam uma dependência do 

gradiente, com o termo exato de troca de Hartree-Fock (LEVINE, 1991; FORESMAN 

et al., 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, é um dos aspectos 

centrais para o sucesso na descoberta e planejamento de novos fármacos dentro da área 

de desenho racional de fármacos baseados em estrutura. A obtenção de uma descrição 

feita com cuidado e automatizada do processo de reconhecimento molecular receptor-

ligante, utilizando métodos computacionais, é motivada pela possibilidade de redução 

do tempo e do alto custo para o desenvolvimento de novos medicamentos. No 

desempenho racional de novos fármacos, os métodos computacionais se tornaram uma 

parte importante e indispensável de pesquisas associadas a química medicinal e química 

teórica computacional. O método de modelagem molecular receptor-ligante se tornou 

um dos principais métodos na pesquisa de desenvolvimento racional de novos fármacos, 

atraindo o interesse de universidade, indústrias farmacêuticas e empresas de 

biotecnologia em todo o mundo (MORGON et al., 2007). 

O princípio da modelagem molecular receptor-ligante consiste basicamente na 

predição do modo de ligação de uma pequena molécula ligante (inibidor) na região de 

ligação (sítio ativo) de um alvo molecular, e na quantificação da afinidade entre o 

receptor e ligante. Os receptores moleculares podem se tratar como, por exemplo, de 

uma proteína e enzima, ácido nucleicos. A consideração das flexibilidades das 

moléculas do receptor e do ligante confere ao problema de modelagem molecular um 

alto nível de complexidade devido aos inúmeros graus de liberdade, dessa forma, 

exigindo afinados algoritmos de docking. Além do mais, o reconhecimento molecular se 

trata de processo dinâmico de grande complexidade que envolve muitas interações 

intermoleculares entre o receptor, o ligante e o solvente (MORRIS et al., 1998; 

MORGON et al., 2007). 
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Há vários programas de modelagem molecular disponíveis para a pesquisa 

científica, tais como: GOLD, DOCK, AutoDock, FlexX, LUDI, ChemScore e outros. O 

AutoDock foi o programa de modelagem molecular usado nesse trabalho, visto que esse 

é o mais utilizado pela comunidade científica para as pesquisas de reconhecimento 

molecular e também proporciona resultados confiáveis e de boa concordância com os 

dados experimentais (SOUZA et al., 2006). 

O AutoDock é método de modelagem molecular flexível. Para esse método o ligante 

começa aleatoriamente na parte externa da proteína, explorando translações, orientações 

e conformações, 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 sítio ativo (MORRIS et 

al., 1998; MORGON et al., 2007). 

O AutoDock 4.2 usa um campo de força de energia livre semi-empírico para avaliar 

conformações durante as simulações de docking. Esse campo de força foi parametrizado 

usando um grande número de complexos proteína-inibidor para quais ambas as 

constantes de estrutura e inibição são 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 

ligação é estimada para ser igual à diferença entre a energia do ligante e da proteína em 

um estado não ligado separadamente e a energia do complexo proteína-ligante. Isso é 

dividido em duas etapas para avaliação: inicialmente, avalia-se a energia intramolecular 

do estado não ligado para a conformação 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 formação do complexo ligado (HUEY et al., 2007; MORRIS et 

al., 2010). 

 

 

Figura 8: O campo de força avalia a ligação em dois passos. A ligante e a proteína 

iniciam em uma conformação não ligada. No primeiro passo, as energias 

intramoleculares são estimadas para a transição desses estados não ligados para a 

conformação do ligante e proteína no estado ligado. No segundo passo, avalia a energias 

intermoleculares de combinar o ligante e a proteína em sua conformação ligada. 

 

O campo de força inclui seis pares de avaliação (V ) e uma estimativa da entropia 

conformacional perdida na ligação ( confS ) (MORRIS et al., 1998; HUEY et al., 2007; 

MORRIS et al., 2010): 

conf
LP
ligadonão

LP
ligado

PP
ligadonão

PP
ligado

LL
ligadonão

LL
ligado SVVVVVVG  (37) 

sendo que L  se refere ao ligante e P  se refere a proteína em um cálculo de docking 

proteína-ligante. Cada um dos termos de pares energéticos inclui avaliação para 

dispersão/repulsão, ligação de hidrogênio, eletrostática e dessolvatação: 
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As constantes de ponderação W  são aquelas as quais são otimizadas para calibrar a 

energia livre empírica baseada em um conjunto de complexos caracterizados 

experimentalmente. O primeiro termo é um potencial 6/12 típico para interação 

dispersão/repulsão. Os parâmetros A e B são tomados do campo de força Amber. O 

segundo termo se refere à ligação de hidrogênio direcional baseado em um potencial 

10/12. Os parâmetros C e D são configurados para garantir uma mínima energia de 5 

kcal/mol em  1,9  para O – H e N – H, e de 1 kcal/mol em 2,5  para S – H. A função 

tE  fornece a direcionalidade baseada no ângulo t  da geometria de uma ligação de 

hidrogênio ideal. O terceiro termo é um potencial de Coulomb blindado para a 

eletrostática. O último termo é o potencial de dessolvatação baseado no volume de 

átomo (V ) que cerca um dado átomo e abriga-o do solvente, ponderado por um 

parâmetro de solvatação ( S ) e o termo exponencial com fator de ponderação de 

distância  = 3,5 (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 ligação ( confS ) é diretamente 

proporcional ao número de ligações rotativas na molécula ( torsN ): 

         torsconfconf NWS                                              (39) 

O número de ligações rotativas incluem todos os graus de liberdade de torção, 

incluindo rotações de átomos de hidrogênio polares e grupos hidroxilas e outros (HUEY 

et al., 2007). 
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O campo de força de energia livre semi-empírico utilizado pelo programa AutoDock 

4.2 faz uso de um tipo de pré-cálculo realizado pelo programa AutoGrid 4.2 para 

redução do custo computacional. O AutoGrid constrói mapas de grades para cada tipo 

de átomo presente na molécula de ligante a ser usada no docking. Os mapas de grades 

consistem de uma matriz tridimensional de pontos espaçados regularmente, centrada 

(geralmente) no sítio ativo da proteína ou macromolécula em estudo. Cada ponto dentro 

dos mapas de grades registra a energia interação de um átomo de prova com a proteína 

(MORGON et al., 2007; MORRIS et al., 2010). 

A complexidade do problema de docking requer métodos computacionais com 

potencial para investigar efetivamente um grande número de soluções possíveis, tendo 

como objetivo que a solução “ótima” seja encontrada. Os métodos de busca utilizados 

nos algoritmos de docking ligante-flexível podem ser classificados basicamente em três 

categorias: métodos de busca sistemáticos, métodos de busca determinística e métodos 

de busca estocástica. Nos algoritmos de busca sistemática, cada grau de liberdade possui 

um conjunto de valores, de maneira que todos os graus de liberdade da molécula são 

explorados combinatoriamente durante a busca. Os métodos de busca determinística são 

caracterizados pelo fato de, dado o mesmo estado inicial de entrada, produzirem sempre 

a mesma saída. Nos métodos de busca estocásticas a busca envolve movimentos 

aleatórios, ocasionando diferentes saídas para o mesmo estado inicial de entrada (uma 

vez que “sementes” distintas são utilizadas no gerador de números pseudo-aleatórios). A 

maioria desses métodos não possui garantia de convergência, requerendo múltiplas 

execuções. Monte Carlo, Simulated Anneling e Algoritmos Evolucionários são 

exemplos de métodos de busca estocásticas que têm 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 

estocásticas: 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 Evolucionário que são uma classe de métodos 

estocásticos de otimização global, inspirados no processo biológico de evolução de 

populações naturais (MORGON et al., 2007.)  

No caso da modelagem molecular, o arranjo particular de um ligante e uma proteína 

pode ser definida por um conjunto de valores descrevendo a translação, orientação e 

conformação do ligante com relação à proteína, essas são as variáveis de estado do 

ligante, no GA, cada variável de estado corresponde a um “gene”. Um conjunto de três 

tipos de genes constitui um cromossomo, isto é, um “indivíduo”. Três 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 número de ângulos diedrais da molécula 

ligante. Para cada cromossomo uma única estrutura tridimensional do ligante está 

associada (MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 2007).  

O GA trabalha com uma população de indivíduos, onde cada indivíduo representa 

uma possível solução para o problema a ser resolvido. A cada geração, novos indivíduos 

são gerados através da troca dos “genes” entre dois indivíduos “pais” (recombinação) e 

de mudanças aleatórias nos valores dos “genes” (mutação). Esse processo é repetido de 

maneira que a população evolua para melhores soluções que minimizem as energias 

envolvidas na interação receptor-ligante. A hibridização do GA com o algoritmo LS 

forma o LGA. A cada geração, uma porcentagem predefinida da população é 

aleatoriamente escolhida para aplicação da LS. O indivíduo resultante da LS substitui o 
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indivíduo original, em uma alusão à desacreditada teoria de Lamarck sobre a 

hereditariedade de características adquiridas durante o tempo de vida de um indivíduo. 

Na otimização do híbrido GA-LS, o resultado da LS é sempre usado para atualizar o 

critério de minimização das energias envolvidas na interação receptor-ligante associado 

a um indivíduo no algoritmo de seleção de GA (MORRIS et al., 1998; MORGON et al., 

2007). 

 

4 Materiais e Métodos 

4.1 Materiais 

A Albumina do Soro Humano de fração V, etanol absoluto, fosfato de sódio 

monobásico e dibásico (ambos de pureza  99%) e cloreto de sódio (pureza  99%) 

foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e usados como fornecidos. Os 

flavonóides rutina e guaijaverina foram fornecidos pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas do 

IQ-UNESP, Araraquara. Água ultrapura Mili-Q foi usada para preparar todas as 

soluções aquosas utilizadas nos experimentos. 

 

4.2 Preparo das Soluções Estoques de Flavonóides e a HSA 

A HSA foi dissolvida na solução de tampão fosfato de 50 mM em pH 7,0, contendo 

150 mM de cloreto de sódio (NaCl). A solução estoque de HSA foi filtrada com um 

filtro de Millipore de 0,22 μm. A soluções estoque da Rutina e Guaijaverina foram 

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

A espectroscopia de absorção UV-Vis foi utilizada para a determinação das 

concentrações das soluções estoques dos flavonóides e da HSA. Para a Rutina foi 

utilizado o coeficiente de extinção molar de 19.900 M-1cm-1 em 363 nm (KREWSON et 

al., 1948) e para a Guaijaverina, 28.200 M-1cm-1 em 260 nm (EL KHADEM et al., 

1958). A concentração estimada da solução estoques da Rutina e da Guaijaverina foram 

1,8 e 1,7 mM, respectivamente. Para a HSA foi utilizado o coeficiente de extinção de 

36.500 M-1 cm-1 em 280 nm (PAINTER et al., 1998), a concentração de sua solução 

estoque foi estimada em 0,45 mM. O espectro de absorção UV-Vis foram coletado em 

temperatura ambiente em um espectrômetro Cary-3E (Varian, Palo Alto, CA) equipado 

com uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho óptico. Os espectros de absorção UV-

Vis foram registrados na extensão de 200 a 500 nm com tempo de integração de 0,333 

segundos, fazendo-se a subtração da linha de base do tampão da solução analisada. 

 

4.4 Espectroscopia de Fluorescência de Estado Estacionário 

As medidas de fluorescência de estado estacionário foram obtidas no 

espectrofluorímetro ISS PC1 (Champaign, IL, USA) equipado com um banho térmico 

Nestlab RTE-221 (Thermo Electron Corporation, USA) e com um agitador magnético. 

As larguras de banda de excitação e emissão utilizadas foram de 8,0 nm. Uma cubeta de 

quartzo de caminho óptico de 1,0 cm foi utilizada para os experimentos. O 

espectrofluorímetro de estado estacionário foi usado nos experimentos de supressão de 

fluorescência da HSA pelos flavonóides Rutina e Guaijaverina. 

Nos experimentos de supressão de fluorescência que investigou a interação dos 

flavonóides à HSA, o comprimento de onda de excitação foi de 295 nm, pois esse excita 

unicamente os resíduos de triptofano da proteína, que no caso da HSA é somente o 



 

42 
 

 

214Trp . Os espectros de emissão de fluorescência foram coletados na extensão de 305 

a 500 nm e esses foram corrigidos subtraindo o espectro de fluorescência do tampão e 

para efeitos de filtragem interna de acordo com a expressão (LAKOWICZ, 1999; 

LEESE et al., 1978): 

        2
21

10
AA

obscorr FF                                             (40) 

sendo corrF  e obsF  as intensidades de fluorescência corrigidas e observadas, 

respectivamente. 1A  e 2A  são as absorbâncias dos comprimentos de onda de excitação 

e emissão dos supressores, respectivamente.  

 A supressão de fluorescência a partir da titulação fluorimétrica foi feita 

mantendo constante a concentração da HSA em 4,0 μM, adicionando-se pequenas 

alíquotas de uma solução de flavonóides sob agitação e temperatura constantes. Para a 

os experimento de supressão com a Rutina, sua concentração foi de 0 a 4,0 μM com um 

incremento de 0,4 μM. Para os experimentos de supressão com a Guaijaverina, sua 

concentração variou de 0 a 8,0 μM com um incremento de 0,4 μM. Ambos os 

experimento de supressão foram realizados nas temperaturas de 298 (25), 303 (30) e 

308 K (35°C).  

 

4.5 Cálculos Ab Initio 

As estruturas moleculares dos flavonóides foram investigadas por meio de métodos 

ab initio. Os cálculos foram realizados com o pacote de química quântica 

computacional Gaussian 98 (FRISCH et al., 1998), usando formalismo da Teoria do 

Funcional de Densidade (DFT) dentro do nível B3LYP (Três parâmetros 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 vácuo, sem qualquer restrição de 
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simetria. O potencial eletrostático molecular (Molecular Electrostatic Potential – MEP) 

e a diferença 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 

interação dos flavonóides com a HSA. O utilitário NewZMat do programa Gaussian foi 

utilizado para obter os arquivos de PDB dos flavonóides estudados, esses arquivos 

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

 

4.6 Cálculos de Modelagem Molecular 

A estrutura cristalina da HSA (código de entrada do PDB 1AO6) foi obtida do 

Protein Data Bank (PDB) (SUGIO et al., 1999). As estruturas tridimensionais dos 

flavonóides utilizados no cálculo 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 os 

flavonóides adicionando átomos de hidrogênio polar, cargas parciais e tipos atômicos.  

A origem rígida dos ligantes (flavonóides) foi automaticamente selecionada e os 

possíveis giros e torções de todas as ligações foram ativados. Os mapas de redes foram 

gerados pelo programa AutoGrid 4.2 (MORRIS et al., 1998) com um espaçamento de 

0,375  e dimensão de 60  60  60 pontos. O programa AutoDock 4.2 (MORRIS et 

al., 1998) foi utilizado para investigar o sítio de interação entre os flavonóides e a HSA 

aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) para a minimização usando 

parâmetros padrão. As posições iniciais aleatórias na entrada da superfície da proteína 

(HSA) e orientações aleatórias foram usadas para os ligantes. Para a simulação de 

docking dos flavonóides, 30 confôrmeros 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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configurações obtidas nos cálculos de modelagem molecular e localizar as interações 

entre os flavonóides e a HSA. 

 

5 Resultados e Discussões 

5.1 Supressão de Fluorescência da HSA pelos Flavonóides 

Nos experimentos de supressão de fluorescência da HSA pelos flavonóides, a 

concentração da HSA foi mantida constante em 4,0 μM e os flavonóides foram titulados 

à solução aquosa de HSA (tampão fosfato de 50 mM contendo 150 mM de NaCl, em 

pH 7,0) sob agitação e temperatura constante. A concentração da Rutina variou de 0 a 

4,0 μM, enquanto que para a Guaijaverina variou de 0 a 8,0 μM, ambas com um 

incremento de 0,4 μM em cada titulação. Ambos os experimentos de supressão de 

fluorescência foram realizados em 298, 303 e 308 K. 

A solução de HSA foi excitada em 295 nm, visto que esse comprimento de onda 

excita unicamente resíduos de triptofano da proteína (LAKOWICZ, 1999), em 

particular, a HSA possui um único resíduo de triptofano, 214Trp . A emissão de 

fluorescência da HSA na presença e na ausência dos flavonóides foi registrada de 305 a 

500 nm. O efeito dos flavonóide sob a intensidade de fluorescência da HSA em 298 K é 

mostrada na Figura 9. 
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Figura 9: Espectro de emissão da HSA na presença de varias concentrações de Rutina 

(a) e Guaijaverina (b) ( KT 298 , nmex 295 ). 16100.4 molLHSA ; 

1610 molLRu , A-J: de 0 a 4,0; 1610 molLGua , A-T: de 0 to 8,0, ambos com 

incremento de 0,4. As curvas pontilhadas mostram o espectro de emissão do tampão. 

 

A Figura 9 mostra a intensidade de fluorescência da HSA sendo suprimida com 

o aumento da concentração dos flavonóides em 298 K, indicando que o microambiente 

na HSA envolvido na interação com os flavonóides deve conter o resíduo de 214Trp , 

que se encontra no bolso hidrofóbico do subdomínio IIA. A Figura 10 mostra que, 

dentro da variação de concentração de flavonóides estudada, os resultados de supressão 

de fluorescência em 298, 303 e 308 K estão de acordo com a equação de Stern-Volmer 

(Equação 1). 

 



 

46 
 

 

 

Figura 10: Gráficos de Stern-Volmer para a supressão de fluorescência 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 supressão de Stern-

Volmer SVK  em 298, 303 e 308 K, as quais são obtidas a partir do ajuste linear aos 

dados experimentais. A Tabela 1 demonstra que os valores de SVK  são inversamente 

correlacionados com o aumento da temperatura, indicando que o mecanismo de 

supressão da HSA pelos flavonóides é iniciado pela formação do complexo HSA-

flavonóides, ou seja, sugerindo a ocorrência do mecanismo de supressão estático 

(LAKOWICZ, 1999). 

 

Tabela 1: Constantes de supressão de Stern-Volmer ( SVK ) e constate de supressão 
bimolecular ( qK ) do complexo HSA-flavonóides em 298, 303 e 308 K. 

  Rutina  Guaijaverina 

pH  )(KT   SVK  
)10( 15 M  

qK  

)10( 1113 sM  
R a  SVK  

)10( 15 M  
qK  

)10( 1113 sM  
R a 

0,7  
298   7,3  7,3  998,0   0,4  0,4  999,0  
303   1,2  1,2  997,0   4,3  4,3  998,0  
308   7,1  7,1  998,0   9,2  9,2  998,0  

a R  é o coeficiente de correlação. 
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Os valores qK  apresentados na Tabela 1 foram calculados utilizando a relação 

0SVq KK  advinda da Equação 1, utilizando-se s8
0 10  (LAKOWICZ et al., 

1973). A Tabela 1 também mostra que os valores de qK  para a reação de ligação HSA-

flavonóides são maiores do que 1110100.2 sM , que na literatura corresponde a uma 

taxa constante da supressão colisional de difusão máxima de supressores com 

biopolímeros (WARE, 1962). Consequentemente, o mecanismo de supressão de 

fluorescência da HSA pelos flavonóides deve seguir um processo de supressão estático. 

Os dados de supressão de fluorescência da HSA também foram analisados pela 

forma modificada da equação de Stern-Volmer (Equação 3). A Figura 11 mostra os 

gráficos de Stern-Volmer modificados para a supressão de fluorescência da HSA pelos 

flavonóides em 298, 303 e 308 K. 

 

 

Figura 11: Gráficos de Stern-Volmer modificados para a supressão de fluorescência da 

HSA pela Rutina (a) e Guaijaverina (b) em 298, 303 e 308 K. 

 

Os resultados para supressão de fluorescência da HSA analisados pela forma 

modificada da equação de Stern-Volmer estão apresentados na Tabela 2. Os valores de 

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

valores de aK  obtidos diminuem com o aumento da temperatura o que está em 

concordância com a interdependência entre SVK  e a temperatura como mencionado 

previamente, indicando que o mecanismo de supressão de fluorescência é estático 

(LAKOWICZ, 1999). Pode-se observar que o efeito da temperatura na constante de 

ligação entre a HSA e os flavonóides é pouco significativo. Dessa forma, os flavonóides 

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 supressão efetiva para fluoróforo acessível ( aK ) do complexo 
HSA-flavonóides em 298, 303 e 308 K. 

  Rutina  Guaijaverina 

pH  aK   aK  
)10( 15 M  

 R a  aK  
)10( 15 M  

 R a 

0,7  
298   0,4   994,0   0,2   997,0  
303   6,3   999,0   8,1   995,0  
308   3,3   993,0   6,1   991,0  

a R  é o coeficiente de correlação. 

 

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

para a Rutina são ligeiramente maiores do que os valores para a Guaijaverina em cada 

temperatura separadamente, resultando numa maior eficiência da supressão de 

fluorescência ao fluoróforo acessível 214Trp  da HSA. Entretanto, com o aumento da 

temperatura a diminuição relativa dos valores de aK  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 influência da 

temperatura.   
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5.2 Análise Termodinâmica da Interação entre os Flavonóides e a HSA 

Os parâmetros termodinâmicos para o complexo HSA-flavonóides foram 

determinados a partir da equação de van’t Hoff utilizando as constantes de supressão 

efetiva aK . A Figura 12 mostra os gráficos de van’t Hoff para a interação da HSA com 

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

 

 

Figura 12: Gráficos de van’t Hoff para o complexo HSA-flavonóides para as 

temperaturas de 298, 303 e 308 K. 

 

O ajuste linear obtido a partir do gráfico de van’t Hoff de aKln  versus T1  de 

acordo com a Equação 4, está em boa concordância com os dados experimentais, isto 

mostra que a suposição de que H  é quase constante está justificada (ver Figura 12). 

Os valores de variação de entalpia ( H ) e entropia ( S ) foram determinados a partir 
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das inclinações e das intersecções com o eixo das ordenadas, respectivamente. As 

energias livres de Gibbs ( G ) foram obtidas utilizando a Equação 5. 

A Tabela 3 mostra os parâmetros termodinâmicos para os complexos formados entre 

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

 

Tabela 3: Parâmetros termodinâmicos do complexo HSA-flavonóides em 298, 303 e 
308 K. 

  Rutina  Guaijaverina 

pH  )(KT   
H  

)( 1kJmol  

G  

)( 1kJmol  

S  

)( 11KJmol   
H  

)( 1kJmol  

G  

)( 1kJmol  

S  

)( 11KJmol  

0,7  
298   

7,15  
0,32  

7,54  
 

9,16  

3,30  

9,44  303  3,32   5,30  

308  5,32   7,30  

 

 

Os valores negativos das variações de energias livres de Gibbs ( G ) apresentados 

na Tabela 3 suportam a afirmação de que tanto a reação de ligação da HSA a Rutina 

quanto a Guaijaverina são espontâneas. A partir dos valores de G  negativos é possível 

observar que o complexo HSA-Ru têm sua formação mais favorecida do que o 

complexo HSA-Gua para cada temperatura.  

Baseando-se nos sinais e magnitudes dos parâmetros termodinâmicos mostrados na 

Tabela 3 é possível discutir o tipo individual de contribuição das interações que podem 

ocorrer na formação dos complexos HSA-flavonóides. A comparação entre as 

magnitudes de variação de entalpia e entropia definirá se a contribuição hidrofóbica ou 

eletrostática desempenhará um papel importante na estabilização dos complexos. De 

acordo com a literatura, valores positivos de S  e H  implicam tipicamente em 

interações hidrofóbicas, enquanto que valores negativos implicam em forças de van der 

Waals e ligações de hidrogênio. Com base em estudos de estrutura da água, uma 
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variação de entropia positiva é geralmente considerada como evidência de interação 

hidrofóbica. Em adição, interação eletrostática específica entre espécies de íons e, 

solução aquosa é caracterizada por um valor de S  positivo enquanto que o valor de 

H  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 0S  e 0H  para ambos 

os flavonóides, indicando que as interações hidrofóbicas, forças de van der Waals e 

ligações de hidrogênio devem desempenhar um papel importante na estabilização dos 

complexos formados. Os valores dos sinais da variação de entalpia e entropia sugerem 

que, inicialmente, a interação é dirigida pelas interações hidrofóbicas, condicionando os 

flavonóides ao sitio I do bolso hidrofóbico do subdomínio IIA da HSA e, por fim, o 

complexos HSA-Ru e HSA-Gua são estabilizados pelas forças de van der Waals e 

pontes de hidrogênio. 

Na formação do complexo HSA-Ru, os parâmetros termodinâmicos apresentados na 

Tabela 3 mostram que a contribuição entrópica ST  e entálpica H  no balanço 

da energia livre de Gibbs são muito próximas. Enquanto que para o complexo HSA-Gua 

o balanço entápico-entrópico é mais favorável à entalpia. 

 

5.3 Análise de Equilíbrio de Ligação 

Utilizando os dados de supressão de fluorescência da HSA pelos flavonóides, o 

método de análise de equilíbrio de ligação foi realizado e, com isso, tornou-se possível 

determinar as constantes de ligação ( bK ) e os sítios de ligação ( n ) para a interação 

HSA-flavonóides. A figura 13 mostra os gráficos de equilíbrio de ligação para a 

supressão de fluorescência da HSA pelos flavonóides em 298, 303 e 308 K. 
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Figura 13: Gráficos log-log do efeito da supressão da Rutina (a) e da Guaijaverina (b) 

na fluorescência da HSA em 298, 303 e 308 K. 

 

Para os dados experimentais dos complexos HSA-flavonóides, os valores de bK  e 

n  são determinados a partir da intersecção com o eixo das ordenadas e da inclinação da 

reta ajustada em 298, 303 e 308 K, de acordo com a Equação 10. Os resultados da 

análise de equilíbrio de ligação são apresentados na tabela 4. 

 

Tabela 4: Constantes de ligação ( bK ) e sítios de ligação ( n ) do complexo HSA-
flavonóides em 298, 303 e 308 K. 

  Rutina  Guaijaverina 

pH  )(KT   bK  
)10( 15 M  

n  R a  bK  
)10( 16 M  

n  R a 

0,7  
298   9,6  1,1  999,0   6,1  1,1  999,0  
303   9,0  9,0  998,0   2,1  1,1  998,0  
308   5,0  9,0  997,0   9,0  1,1  997,0  

a R  é o coeficiente de correlação. 

 

É possível observar a partir dos dados da Tabela 4 que número de sítios de ligação 

entre a HSA e os flavonóides é aproximadamente igual a 1,0, indicando que há somente 

uma molécula de flavonóide para o sítio I da HSA. Todos os coeficientes de correlação 

( R ) para a Rutina e Guaijaverina são maiores do que 0,99, sugerindo que a interação 
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entre HSA e os flavonóides é consistente com o modelo sítio-ligação apresentado na 

Equação 6. A Tabela 4 mostra que os valores de bK  diminuem em relação ao aumento 

da temperatura, o que está de acordo com a tendência de SVK  e aK  mencionada 

previamente. 

 

5.4 Medidas das Distâncias entre a HSA- 214Trp  e os Flavonóides 

A partir da teoria de FRET foi possível estimar as prováveis distâncias entre a HSA-

214Trp  e os flavonóides. A Figura 14 mostra a sobreposição espectral entre o espectro 

de emissão de fluorescência da HSA com os espectros de absorbância da Rutina e 

Guaijaverina em 298 K, sendo uma das exigências da teoria de FRET. Com vistas a 

obtenção da distância entre o doador (HSA- 214Trp ) e o aceitador (Ru e Gua), os 

espectros de emissão de fluorescência de estado estacionário e de absorbância, 

respectivamente, foram determinados utilizando uma concentração de 4,0 μM para 

ambos. 

 

 

Figura 14: Sobreposição espectral da emissão de Fluorescência da HSA (──A) com 

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

Guaijaverina (b, -----B) 16100.4 molLGuaRuHSA . 

 



 

54 
 

 

Para esses estudos de FRET foram usados os seguintes valores: 322K , 36,1n , 

e 074,0  (HU et al., 2004). De acordo com as Equações de 11 a 13 foram calculados 

os valores da integral de sobreposição ( J ), a energia de transferência ( E ), a distância 

crítica ( 0R ) e a distância média ( r ), os quais estão apresentados na Tabela 5. A integral 

de sobreposição espectral foi calculada utilizando a ferramenta de integração do 

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

 

Tabela 5: Dados referentes aos cálculos de FRET em 298 K: integral de sobreposição 
( J ), energia de transferência ( E ), distância crítica ( 0R ) e distância média ( r ). 

Flavonóide  13 molLcmJ  E  nmR0  nmr  

Rutina  14101.2  6,0  5,2  4,2  

Guaijaverina  14100,3  6,0  7,2  5,2  
 

 

De acordo com dados da Tabela 5, a distância média entre o doador (HSA- 214Trp ) 

e o aceitador (Ru e Gua) está dentro da escala de 2,0 a 8,0 nm (WEISS, 1999), 

indicando que pode ocorrer uma provável transferência de energia entre o resíduo de 

214Trp  da HSA e os flavonóides. 

 

5.5 Cálculos Ab Initio 

Os cálculos ab initio forma realizados utilizando a série de programas Gaussian 98 

(FRISCH et al., 1998). A estrutura otimizada foi calculada para as moléculas de 

flavonóides na fase gasosa isolada (no vácuo) usando o funcional B3LYP com o 

conjunto base 6-31G(d,p), sem qualquer restrição de simetria. 

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

uma propriedade molecular e está relacionada a uma aproximação da primeira energia 
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de excitação eletrônica (ZHAN et al., 2003; KAVITHA et al., 2010). As diferenças de 

energias HOMO-LUMO ( HOMOLUMOgap EEE ) da Rutina e da Guaijaverina são 

aproximadamente de 960,3  e eV812,3 , correspondente aos comprimentos de onda de 

313  e nm326 , respectivamente. Os comprimentos de ondas caracterizam a transição 

HOMO→LUMO, os quais se encontram na extensão do espectro de absorbância 

experimentais de ambos os flavonóides, como pode ser visto nos espectros B da Figura 

14. Portanto, os resultados dos cálculos ab initio da Rutina e da Guaijaverina (na fase 

gasosa) são corroborados com o perfil das bandas de absorção obtida 

experimentalmente para cada flavonóide. Tal abordagem indica que a geometria 

otimizada é razoavelmente aceita para o próximo passo da descrição da interação entre a 

HSA e os flavonóides. 

 

 

Figura 15: Potencial eletrostático molecular da Rutina (a) e da Guaijaverina (b), regiões 

eletropositivas (azul) e eletronegativas (amarelo). 

 

A Figura 15 mostra o potencial eletrostático molecular (MEP) para os flavonóides. 

O MEP consiste basicamente da energia potencial de uma carga teste de próton em uma 
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localização particular próximo a uma molécula. De acordo com a Figura 15, pode-se 

observar que tanto o MEP da Rutina quanto da Guaijaverina revela uma majoritária 

distribuição de carga positiva ao redor do flavonol Quercetina, enquanto que uma 

majoritária distribuição de carga negativa é encontrada ao redor da Rutinose (Ru) e da 

Arabinose (Gua). As regiões transparentes ou de menor coloração amarelada ou azulada 

representam porções neutras (não polares), essas porções se encontram principalmente 

na mesma região compreendida entre os dois anéis benzenos do flavonol Quercetina.  

As regiões de distribuições de cargas positivas (flavonol Quercetina) e negativas 

(Rutinose e Arabinose) reveladas pelos potenciais eletrostáticos moleculares de ambos 

os flavonóides, sugerem que as interações eletrostáticas podem desempenhar um papel 

importante na complementaridade de distribuição de cargas na formação dos complexos 

HSA-flavonóides. Enquanto que na região cuja distribuição a carga é neutra (entre os 

anéis benzenos) podem estar envolvida em interações hidrofóbicas. 

 

5.6 Cálculos de Modelagem Molecular 

Para os cálculos de modelagem molecular forma utilizados a estrutura cristalina da 

HSA obtida do Protein Data Bank com o código de PDB 1AO6 (SUGIO et al., 1999) e 

as geometrias otimizadas dos flavonóides determinadas a partir dos cálculos ab initio. 

Frente aos resultados experimentais a grade dos mapas de ligação da HSA com a Rutina 

e a Guaijaverina utilizando a ferramenta de modelagem molecular foi restrita ao 

microambiente onde se localiza o 214Trp . As figuras 16 (Ru) e 17 (Gua) mostram os 

resultados para as melhores energias de ligação teóricas calculadas pelas simulações de 

modelagem molecular, para 30 diferentes confôrmeros gerados. As melhores energias 

de ligação da interação da HSA com a Rutina e a Guaijaverina foram 8,31  e 

13,29 kJmol , respectivamente, o que está em bom acordo com os resultados 
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experimentais apresentados na análise dos parâmetros termodinâmicos (Ru: 0,32  e 

Gua: 13,30 kJmol  em 298 K), seção 4.2 de Resultados e Discussões, indicando que 

também o complexo HSA-Ru tem sua formação mais favorecida do que o complexo 

HSA-Gua. 

As constantes de ligação teóricas podem ser calculadas a partir das energias de 

ligação teórica obtidas dos cálculos de modelagem molecular de acordo com a seguinte 

equação: 

          
RT
G

K bexp                                                 (41) 

sendo K  a constante de ligação teórica, R  a constante dos gases universal 

( 1131,8 KmolJ ), T  a temperatura e bG  a energia de ligação teórica. Os valores de 

K  obtidos para a Rutina e a Guaijaverina foram 5108,3  e 15104,1 M , 

respectivamente, o que está em boa concordância com os valores de aK  (Ru: 5100,4  

e Gua: 15100,2 M  em 298 K) determinados experimentalmente para a interação 

HSA-flavonóides. 

Tanto a Figura 16.a (Ru) quanto a Figiura 17.a (Gua) mostram que os flavonóides 

estão situados no sítio I da HSA, dentro do bolso hidrofóbico do subdonmínio IIA, o 

qual é formado por um conjunto de seis hélices. Os cálculos de modelagem molecular 

indicam que os flavonóides se localizam próximos do resíduo de triptofano 214Trp , o 

que está de bom acordo com os resultados obtidos experimentalmente para a supressão 

de fluorescência da HSA pelos flavonóides, seção 4.1 de Resultados e Discussão.  
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Figura 16: (a) Localização da molécula de Rutina próxima ao único resíduo de 

triptofano da HSA ( 214Trp ) no subdomínio IIA (sítio I). (b) Detalhes estruturais da 

interação 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 resíduos de aminoácidos são denotados como modelo de wireframe e as 

pontes de hidrogênio representadas linhas pontilhadas verdes. 
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A Figura 16.b mostra os detalhes do bolso hidrofóbico de interação da Rutina e a 

HSA. Um primeiro conjunto de resíduos de cadeia lateral hidrofóbica ( 198Leu , 

214Trp , 455Val ) contribuem para a interação com o flavonol Quercetina, o qual 

apresenta uma região neutra entre os anéis benzenos, como pode ser observado na 

Figura 15.a. Esta propriedade do flavonol Quercetina corresponde corretamente ao 

microambiente dos resíduos hidrofóbicos que ajudam a estabilizar a interação HSA-Ru. 

Em particular os resíduos de cadeia lateral apolar 191Ala  e 291Ala  não participam 

exclusivamente de interações hidrofóbicas, mas também das interações eletrostáticas, 

visto que o oxigênio da cadeia principal do resíduo 191Ala  participa da formação de 

uma ligação de hidrogênio com a Rutina (H7) e o resíduo 291Ala  se encontra nas 

proximidades da Rutinose.  Um segundo conjunto de resíduos de cadeia lateral polar 

( 150Tyr , 195Lys , 192Ser , 199Lys , 218Arg , 222Arg , 292Glu , 436Lys ) é 

responsável por estabilizar as regiões de distribuições de cargas eletropositivas e 

eletronegativas da Rutina e pela formação de pontes de hidrogênio, as quais estão 

caracterizadas na Tabela 6. O ligante (Ru) como um todo ajusta sua arquitetura 

molecular com o sitio I da HSA com a vantagem da glicosilação, que propriamente tem 

potencial eletrostático molecular negativo (ver Figura 15.a). 
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Figura 17: (a) Localização da molécula de Guaijaverina próxima ao único resíduo de 

triptofano da HSA ( 214Trp ) no subdomínio IIA (sítio I). (b) Detalhes estruturais da 

interação entre a HSA e a Guaijaverina obtidos pelo método de modelagem molecular. 

A Guaijaverina é representada utilizando o modelo de cilindros (C, cinza; O, vermelho; 

N, azul; H, branco), os resíduos de aminoácidos são denotados como modelo de 

wireframe e as pontes de hidrogênio representadas linhas pontilhadas verdes. 

 



 

61 
 

 

A Figura 17.b mostra os detalhes do bolso hidrofóbico de interação da Guaijaverina 

e a HSA. Um primeiro conjunto de resíduos de cadeia lateral hidrofóbica ( 214Trp , 

238Leu , 291Ala ) contribuem para a interação com o flavonol Quercetina, o qual 

apresenta uma região neutra entre os anéis benzenos, como pode ser observado na 

Figura 15.b. Esta propriedade do flavonol Quercetina corresponde corretamente ao 

microambiente dos resíduos hidrofóbicos que ajudam a estabilizar a interação HSA-

Gua. Um segundo conjunto de resíduos de cadeia lateral polar ( 150Tyr , 192Ser , 

195Lys , 196lnG , 199Lys , 218Arg , 222Arg , 257Arg , 292Glu ) é responsável por 

estabilizar as regiões de distribuições de cargas eletropositivas e eletronegativas da 

Guaijaverina e pela formação de pontes de hidrogênio, as quais estão caracterizadas na 

Tabela 6. O ligante (Gua) como um todo ajusta sua arquitetura molecular com o sitio I 

da HSA com a vantagem da glicosilação Arabinose, que propriamente tem potencial 

eletrostático molecular negativo (ver Figura 15.b).  

 

Tabela 06: Resíduos de aminoácidos da HSA e átomos dos flavonóides envolvidos nas 
ligações de hidrogênio obtidas dos cálculos de modelagem molecular. 

Rutina  Guaijaverina 
Resíduos de 
Aminoácidos 

Átomos 
da Rutina 

Distância 
( )  Resíduos de 

Aminoácidos 
Átomos da 

Guaijaverina 
Distância 

( ) 
191Ala  H7 158,2   195Lys  O3’ 879,1  
195Lys  H3’ 989,1   
195Lys  O3’’ 969,1   195Lys  O2’’ 921,1  
199Lys  O6’’ 814,1   
199Lys  O2’’’ 142,2   257Arg  O5 877,1  
218Arg  O2’’ 050,2   
292Glu  H3’’ 924,1   292Glu  H3’ 926,1  
    

 

 

A análise dos detalhes estruturais dos resíduos de aminoácidos envolvidos na 

interação HSA-flavonóides mostra que os resultados da modelagem molecular para a 
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Rutina e Guaijaverina indicam que a interação tem uma contribuição hidrofóbica, com 

formação de ligações de hidrogênio e complementaridade das distribuições de cargas 

positivas e negativas proporcionada pelas interações eletrostáticas, o que está em boa 

concordância com a análise dos parâmetros termodinâmicos apresentados na seção 4.2 

de Resultados e Discussões. 

 

6 Conclusão 

A interação entre os flavonóides (Ru e Gua) e a HSA foi investigada usando 

espectroscopia de fluorescência no estado estacionário em combinação com cálculos ab 

initio e de modelagem molecular. Foi observado usando a supressão de fluorescência 

que o mecanismo mais provável para a interação dos flavonóides com a HSA é o 

processo estático. Esse resultado indica que os flavonóides se ligam ao sítio I da HSA e 

a interação ocorre próximo ao resíduo 214Trp , o qual está localizado dentro do bolso 

hidrofóbico do subdomínio IIA. Os dados de fluorescência mostram que a Rutina 

suprime a emissão do 214Trp  com maior eficiência do que a Guaijaverina e que o 

complexo HSA-Gua é mais estável termicamente do que o complexo HSA-Ru. Os 

valores da energia livre de Gibbs indicam que a interação é espontânea ( 0G ), com a 

formação do complexo HSA-Ru sendo mais favorável do que do complexo HSA-Gua. 

Os sinais dos parâmetros termodinâmicos entálpicos ( 0H ) e entrópicos ( 0S ) 

para ambos os flavonóides, indicam que as interações hidrofóbicas, forças de van der 

Waals e ligações de hidrogênio devem desempenhar um papel importante no 

direcionamento e na estabilização dos complexos formados. Na formação dos 

complexos, os dados experimentais indicam que um único flavonóide se liga ao sítio I 

da HSA. As prováveis distâncias médias entre o doador (HSA- 214Trp ) e o aceitador 
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Rutina e Guaijaverina calculadas pela teoria de FRET foram de 4,2  e nm5,2 , 

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

Guaijaverina se ligam na proximidade do resíduo 214Trp  e esse resultado está em 

acordo com os dados de espectroscopia de fluorescência. Os valores de energias e de 

constantes de ligações experimentais e teóricos apresentam boa concordância. A 

configuração do microambiente de ligação sugerida pelo cálculo de modelagem 

molecular correlaciona com as distribuições de cargas da Rutina e da Guaijaverina 

demonstradas pelo MEP que se ajusta a análise dos parâmetros termodinâmicos. 

O presente estudo traz significativa contribuição para o entendimento do mecanismo 

de transporte dos flavonóides desempenhado pela principal proteína do soro humano, a 

HSA. O trabalho caracteriza em nível molecular a interação da Rutina e da Guaijaverina 

com a HSA, fornecendo uma ampla descrição de como a HSA carrearia os flavonóides 

através do fluxo sanguíneo e, com isso, esses compostos fenólicos seriam 

disponibilizados para suas atividades fins. 
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