UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Programa de Pos-graduacéo em Ciéncia e Tecnologia de Materiais

MAURICIO IKEDA YOGUIM

Estudos da interagdo da Rosa de Bengala com a proteina Albumina do
Soro Humano (HSA) sob aspectos experimentais e tedricos na

caracterizacao dos sitios de ligagao.

BAURU (SP)

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

MAURICIO IKEDA YOGUIM

Estudos da interagdo da Rosa de Bengala com a proteina Albumina do
Soro Humano (HSA) sob aspectos experimentais e teéricos na

caracterizagao dos sitios de ligagao.

Tese apresentada como requisito a obtencao do
titulo de Doutor a Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — Programa de Poés-
Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Materiais,
area de concentracdo Quimica dos Materiais, sob as
orientagbes dos prof. Dr. Aguinaldo Robinson de
Souza, prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes e prof?. Dr2,
Ignez Caracelli.

BAURU (SP)

2021



Yoguim, Mauricio Ikeda.

Estudos da interacgdo da Rosa de Bengala com a proteina
Albumina do Soro Humano (HSA) sob aspectos experimentais
e tebricos na caracterizacdo dos sitios de ligacdo /
Mauricio Ikeda Yoguim, 2021.

201 f£. : il.

Orientadores: Aguinaldo Robinson de Souza, Valdecir
Farias Ximenes e Ignez Caracelli

Tese (Doutorado)-Universidade Estadual
Paulista. Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2021

1. Rosa de Bengala. 2. Albumina do Soro Humano. 3.
Espectro de ultra-violeta visivel. 4. Docking molecular
I. Universidade Estadual Paulista. Faculdade de Ciéncias.
II. Titulo: Doutor.




vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA "

unesp® '

Campus de Bauru
Faculdade de Ciéncias

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE _MAURICIO IKEDA YOGUIM,
DISCENTE DO PROGRAMA DE P(')§-GRADUA(,:I-\O EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
MATERIAIS, DAFACULDADE DE CIENCIAS - CAMPUS DE BAURU.

Aos 19 dias do més de novembro do ano de 2021, as 14:00 horas, por meio de Videoconferéncia,
realizou-se a defesa de TESE DE DOUTORADO de MAURICIO IKEDA YOGUIM, intitulada “Estudos
da interagcdo da Rosa de Bengala com a proteina Albumina do Soro Humano (HSA) sob
aspectos experimentais e tedricos na caracterizagdo dos sitios de ligacdo.”. A Comissédo
Examinadora foi constituida pelos seguintes membros: Prof. Dr. AGUINALDO ROBINSON DE SOUZA
(Orientador(a) - Participacéo Virtual) do(a) Departamento de Quimica Faculdade de Ciencias / UNESP
Campus de Bauru, Prof. Dr. FELIPE RODRIGUES DE SOUZA (Participacdo Virtual) do(a) Quimica /
PUC-RJ, Prof. Dr. NELSON HENRIQUE MORGON (Participacdo Virtual) do(a) Departamento de
Fisico Quimica - Instituto de Quimica / Universidade Estadual de Campinas, Prof. Dr. MARINONIO
LOPES CORNELIO (Participacdo Virtual) do(a) Departamento de Fisica / UNESP/Cémpus de S&o
José do Rio Preto , Prof. Dr. DANIEL RINALDO (Participacéo Virtual) do(a) Departamento de Quimica
/ Faculdade de Ciéncias - UNESP - Bauru. Apdés a exposicdo pelo doutorando e arguicéo pelos
membros da Comisséo Examinadora que participaram do ato, de forma presencial e/ou virtual, o
discente recebeu o conceito final APROVADO. Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que

apos lida e aprovada, foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comisséo Examinadora.

s

Prof. Dr. AGUINALDO ROBINSON DE SOUZA

Faculdade de Ciéncias - Campus de Bauru -
Eng. Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01, 17033360, Bauru - Sao Paulo
http:/iwww.fc.unesp.bri#!/posmatCNPJ: 48.031.918/0028-44.



Dedico esse trabalho aos meus amigos e a
minha familia que me apoiaram durante todo
o processo do doutorado. E também aos
meus pais, avdés e amigos que sempre
torciam para as minhas conquistas, mas hoje,
nao podem estar presentes para celebrar

mais uma das minhas realizacoes.



AGRADECIMENTOS

Esses anos de doutorado conheci pessoas que me auxiliaram muito na
minha tese, assim venho agradecer com muita gratiddo aos meus colegas de
trabalho Luiza, Bruna, Ana Julia, Taina, Izabelle, Giulia, Carmen, Bruna, Victor e
Willian. E também aos colegas da Unicamp, Lucas e Caio. Também quero
agradecer ao departamento de Quimica da Unesp, aos funcionarios (Vagner e
em memoéria do Daniel), e também a todos os professores, que me acolheram e

me auxiliaram ao meu retorno a universidade.

Quero agradecer especialmente aos meus coorientadores prof. Dr. Valdecir
e prof. Dra. Ignez por me auxiliarem no procedimento dos estudos que envolvem
a tese, como também a liberacdo do laboratoério de pesquisa e softwares para os
calculos computacionais. Agradeco também pelas reunibes, discussdes e

ensinamentos/aula realizadas durante todo o processo do meu doutorado.

Quero agradecer imensamente ao prof. Dr. Aguinaldo, que me recebeu de
bragos abertos para o meu retorno universidade. Tenho total admiragéo e
gratiddo ao professor, pois foi ele que me proporcionou e me incentivou 0 meu
primeiro projeto de pesquisa da iniciacdo cientifica durante o curso de
graduacdo. Agradeco ao professor pela amizade que construimos, e também

pelos vérios conselhos.

Agradeco a todos 0s meus amigos na qual sempre estiveram ao meu lado,
tanto nas horas felizes como tristes. Sem o apoio deles ficaria muito complicado
a finalizacdo desse trabalho, pois foram eles que me fortaleceram nos momentos
mais dificeis da minha vida, assim muito obrigado Edijane, Fabio, Denise, Felipe,

Paulo, Rycardo, Claudio, Japa, Orisson, Kelly, Luiz, Jodo, Silmara, Daniel.

E os meus agradecimentos finais ficam para os meus familiares, que me
deram muito apoio para que eu continuasse com 0s meus estudos e que eu

conseguisse superar a cada etapa da minha vida.



Vi

“Execute cada ato da sua vida como se ele

fosse o ultimo. ”

Marco Aurélio



Vi

Resumo

O corante Rosa de Bengala (RB) € um xanteno que possui algumas
propriedades interessantes, como converter fotocataliticamente moléculas de
oxigénio para o estado singlete ('O2), e alterar a sua coloragéo de acordo com o
valor de pH do meio. A compreensdo da interagdo entre esse corante a
macromoléculas biolégicas é muito importante, porque estes estudos permitem
compreender a formacédo de complexos como a proposicdo de mecanismos de
interacao e reacgao, estudos de reconhecimento a nivel atdmico e molecular dos
sitios de ligagao e a identificagdo das interacbes determinantes no processo de
sua formagao. A proteina escolhida para esse estudo foi a albumina do soro
humano (HSA), que possui 9 sitios ativos para acidos graxos (FA), ou 3 sitios de
Sudlow, na qual é responsavel por carrear compostos endégenos e exdgenos
para todo o organismo humano. Com os experimentos de Job’s Plot foi possivel
determinar que 6 estruturas do corante estdo interagindo a estrutura da proteina,
e estes possuem um valor médio de 3,90 + 0,08 x 10° M-! (constante de
associagao). Como o corante se interage a estrutura da proteina, averigou quais
sdo os sitios ativos que o corante teve maior afinidade, desse modo, realizou
tanto os experimentos laboratoriais (competicdo de sitios), como tedricos
(docking molecular). Para os resultados experimentais foram observados que o
RB possui afinidades aos sitios Sudlow I (11A), FA1 (IB) e FA6 (1IB), e ndo ao sitio
Sudlow Il (lIlIA). Com os estudos de docking molecular foram comprovados os
mesmos resultados obtidos experimentalmente, e ainda foi possivel identificar
uma possivel regido preferencial ao sitio FA6. Os estudos termodinamicos
auxiliaram a compreender melhor a formacgao desse complexo, desse modo tem-
se um AH>0 (endotérmico), AS>0 (grau de desordem minimo) e AG<O0 (reversivel
e espontaneo). Foi averiguado também que a formagéo do complexo apresentou
um comportamento semelhante do RB nos meios carater menos polares.
Percebeu também que o corante interage com a proteina mesmo em situagao
onde ha a deformagao estrutural protéica, ocasionado por alguma patologia
como Alzheimer, Diabetes e parkinson.

Palavras-chave: Rosa de Bengala, Alboumina do Soro Humano, Espectro de

ultra-violeta visivel, Docking molecular.
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Abstract
The Rose Bengal (RB) dye is a xanthene that has some very interesting

properties, such as photocatalytically converting oxygen molecules to the singlet
state (*Oz2), and also changing its color according to the pH value of the medium.
Understanding the interaction between this dye and biological macromolecules,
for example, is very important, as these studies allow us to understand the
formation of complexes such as the preposition of interaction and reaction
mechanisms, recognition studies at the atomic and molecular level of binding
sites, and the identification of the determinant interactions in the process of its
formation. The protein chosen for this study was human serum albumin (HSA),
which has 9 active sites for fatty acids (FA), or 3 Sudlow sites, which is
responsible for carrying endogenous and exogenous compounds to the entire
human body. With the Job's Plot experiments it was possible to determine that 6
dye structures are interacting with the protein structure, and these have a mean
value of 3.90 + 0.08 x 105 M- (association constant). As the dye interacts with
the protein structure, it investigated which active sites the dye had the greatest
affinity, thus, it carried out both laboratory (site competition) and theoretical
(molecular docking) experiments. For the experimental results, it was observed
that RB has affinities to the Sudlow I (I11A), FA1 (IB) and FAG6 (lIB) sites, and not
to the Sudlow Il (IlI1A) site. With the molecular docking studies, the same results
obtained experimentally were proven, and it was still possible to identify a
possible preferential region to the FA6 site. Thermodynamic studies helped to
better understand the formation of this complex, thus having a AH>0
(endothermic), AS>0 (minimum degree of disorder) and AG<0 (reversible and
spontaneous). It was also verified that the formation of the complex presented a
similar behavior to the RB in the less polar character media. He also noticed that
the dye interacts with the protein even in a situation where there is structural
protein deformation, caused by some pathology such as Alzheimer's, Diabetes

and Parkinson's.

Keywords: Rose Bengal, Human Serum Albumin, Ultraviolet-visible spectrum,

Docking molecular
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1. INTRODUCAO

A interacdo entre macromoléculas bioldgicas como, as proteinas e o DNA
com farmacos, sdo uma das areas de pesquisa de grande importancia no campo
das ciéncias da vida. (GUIDO et al., 2010). Antes de planejar novos farmacos,
deve ser ampliado o conhecimento sobre a biomolécula alvo. (MOREIRA et al.,
2015).

Para entender a formagao de complexos proteina-ligante, iniciamos o estudo
da proteina albumina sérica humana (HSA), responsavel por diversas fung¢des
bioldgicas, como a manutengao do volume plasmatico circulante, o controle da
pressao osmoética, a solubilidade de diversos ions metalicos, o efeito de
tamponamento em situacdes de acidose e a formacao alcalose metabdlica. A
HSA é uma proteina de transporte de varios ligantes exdégenos e endégenos.
(GUIZADO, 2008; GUNDRY et al., 2007; MOREIRA et al., 2015).

O ligante escolhido para esse estudo foi o corante Rosa de Bengala (RB). A
escolha dessa sonda se deve as suas propriedades, como a de gerar oxigénio
molecular singlete ('02) (ZHENG et al., 2019), permitindo aplicagbes muito
interessantes na area da fotoquimica e fotobiologia e em diversas areas
(PRIETO-MONTERQO et al., 2020; TURBAY et al., 2014).
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Figura 1. Estrutura molecular do corante Rosa de Bengala no formato em 2D

realizado no software Chemdraw.

Rosa de bengala tem sido usada na medicina, em diagndsticos
oftalmoldgicos como, por exemplo, na identificagdo da enfermidade conhecida
como “olho seco” (HOLLAND et al., 2019). Esse corante esta sendo utilizado



também nos estudos de tratamentos e diagnésticos de células cancerigenas
(QIN et al., 2017).

Nas forcas armadas americanas ha estudos utilizando o RB para
identificacdo de contaminantes como: agentes de guerra quimica, pesticidas e
produtos quimicos industriais, pois, estes possuem uma caracteristica acida, e o
corante nesse meio reacional perde a sua coloragcdo avermelhada, identificando
a presencga desses compostos (OWENS, 2020). Outras pesquisas utilizam o RB
em células solares para aumentar a eficiéncia e diminuir custos de producao de
placas solares (KHADTARE et al., 2019).

Estudos dos complexos entre estruturas moleculares do ligante (sonda) a
proteina Albumina do Soro Humano (HSA) foram realizados por meio de estudos
experimentais e simula¢cdes computacionais. Os estudos espectroscopicos, UV-
visivel, foram realizados com RB e HSA, da interagdo com uma ampla variedade
de ligantes (HU et al., 2010). Os estudos de determinacdo de caracteristica da
HSA de acomodar sondas em locais especificos sdo cruciais para a elucidacao
dos mecanismos moleculares entre a sonda e a proteina. (BALAEI et al., 2019;
CARUSO et al., 2014).

Para realizar estudos dos complexos proteina-ligante, a principal técnica
utilizada foi a de Docking Molecular (MORGON et al., 2019).

O docking molecular portanto € um arcabougo atraente para entender as
interagdes biomoleculares de farmacos, bem como no estudo mecanistico,
colocando uma molécula (ligante) no local de ligagdo preferido da regido
especifica do DNA/proteina (receptor), formando desse modo, um complexo
estavel ndo covalente (DAR et al., 2017). Porém esse processo de ligagéao
envolve duas etapas basicas: a previsdo da conformagéo do ligante, bem como
sua posigao e orientagdo dentro desses locais (geralmente referido como pose)
e avaliagdo da afinidade de ligacdo (MENG et al., 2011).

Os softwares empregados nos estudos de docking utilizam normalmente a
mecanica molecular nos seus estudos, portanto, a descricdo de um sistema
poliatbmico é baseada na fisica classica, que fornecem os parametros como
cargas, angulos de torcdo, geometrias, energia de ligacdo, energia livre e
estabilidade dos complexos (DAR et al., 2017; LOPES, et al., 2014).



2. PROTEINA ALBUMINA DO SORO HUMANO

2.1 Propriedades estruturais

O nome albumina deriva da palavra alema albumen, e este é derivado do
latin (albus) que significa branco. Essa proteina faz parte de um grupo
heterogéneo de proteinas como, por exemplo, a albumina sérica (AS) albumina
do leite, proteinas presentes na urina e entre outras. Porém a AS € um membro
de uma familia de proteinas homdlogas por possuir caracteristicas estruturais
distintas e propriedades peculiares de ligagao ao ligante (FANALI et al., 2012).

Nos seres humanos podemos encontrar diversas proteinas na corrente
sanguinea, porém o foco do estudo sera na albumina do soro, devido a suas
propriedades e por representar cerca de 60% das proteinas totais séricas (da
SILVA, 2017; RABBI et al., 2015). Contudo o seu alto valor de representatividade
no sangue faz com que a sua concentragéo seja em torno de 34 a 54 g.L", e
possui também um tempo de vida circulatério de dezenove dias (LI et al., 2020;
WANG et al., 2019).

A proteina Albumina Sérica Humana (HSA) é originada no figado e sofre
modificagdes pos-translacionais no complexo de Golgi. Algumas de suas
caracteristicas s&o: peso molecular em torno de 66,5 kDa; pH em torno de 7,35
a 7,45; ponto isoelétrico (P.l) igual a 4,7 e altamente soluvel em agua (AL-
HARTHI et al., 2019; SRIVASTAVA et al., 2020).

A estrutura da HSA é constituida por uma sequéncia primaria de uma unica
cadeia de aminoacidos com 585 residuos, 17 pontes dissulfetos, um grupo tiol
livre (Cys34), um unico triptofano localizado na posigdo 214, 18 residuos de
tirosina, 06 residuos de metionina e 59 residuos de lisina (BERTOZO et al.,
2018). E composta ainda por trés dominios estruturalmente semelhantes, porém
assimétricos, denominados como: | (residuos 1-195), Il (residuos 196-383) e Il
(residuos 384-585), sendo que cada dominio ainda é dividido em dois
subdominios: A e B (RABBANI et al., 2019). Com o auxilio da Figura 2Erro!
Fonte de referéncia nao encontrada. podemos verificar que os 06 subdominios
sao compostos aproximadamente por 67% de a-hélices, 23% de loops (rotagdes)
e 10% turns (voltas) (ASCENZI et al., 2015; BOS et al., 1990; CHOI et al., 2002,
COLMENAREJO, 2003; PETERS, 1996).



Figura 2. Estrutura da proteina HSA com seus respectivos dominios e

subdominios.

Entre algumas das fungcbes da HSA estdo regular a pressdao osmatica, e
principalmente realizar transportes de substancias no organismo humano. Essa
proteina pode carrear diversas substancias (ligantes) enddégenos e exdégenos,
tais como drogas, acidos graxos, horménios, aminoacidos, farmacos entre
outros. Devido a essa caracteristica ela € empregada como modelo de proteinas
em estudos de biofisica e bioquimica, explorando desse modo, a sua capacidade
de interagir com diversos ligantes (AL-HARTHI et al., 2019; da SILVA, 2017).

2.1.1 Propriedades dos complexos da Proteina Albumina do Soro Humano com
ligantes.

Devido a proteina possuir a funcao transportadora, os estudos envolvendo
essa habilidade tem sido enorme no campo de pesquisas a décadas, sendo
relacionada principalmente ao fator da eficiéncia na afinidade de ligagbes
(NARWAL et al., 2018).

Relembrando que as albuminas sa&o consideradas como modelos de
proteinas na area de bioquimica e biofisica, ha uma grande diversidade de
estudos envolvendo a capacidade desta de interagir com diversos ligantes
devido aos fatores como adsorgcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
dependerem do grau de interagdes (da SILVA, 2017; RABBI et al., 2015).

O complexo farmaco-proteina pode atuar como um sistema de reservatério,
ou seja, quando os farmacos estdo na sua forma livre, comegcam a ser

metabolizados ou excretados, ocasionando a liberacdo das sondas das



proteinas plasmaticas. Portanto isso ocasiona a reducgao da intensidade do efeito
farmacolégico, mas ha o prolongamento da acédo desse farmaco (ASCENZI et
al., 2015; RIBEIRO, 2015).

Relatando de uma forma mais simples, quando uma molécula de proteina
(P) e uma molécula de ligante (L) com afinidade mutua interagem no mesmo
sistema, forma desse modo, um complexo proteina-ligante (PL), na qual este é
dependente do tempo. E como esse processo é reversivel, logo o equilibrio

reacional se da pela Equacéao 1 (da SILVA, 2017):
P+LsPL (1)

A interacdo do complexo proteina-ligante envolvendo duas ou mais
moléculas ou entdo ions, estd relacionada com as forgas intermoleculares.
Sendo que essas forgas podem ser por pareamento idnico (interacdes
eletrostaticas), ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, interagcbes Tr-
acido para 1-base, ligagées metal-ligante, forgas de atracdo de van der Waals e
estrutura do solvente (HAJ-ZAROUBI, 2002; da SILVA, 2017).

As interagdes da HSA sao reversiveis, assim de acordo com o trabalho de
Sudlow e seus colaboradores (1975), determinou que os farmacos ligam-se ao
local (sitio de ligacao) para o qual tém maior afinidade, e ainda ressaltou que a
maioria dos farmacos pode-se interagir com elevada afinidade ndo apenas em

uma regido, mas também pode ocorrer em duas ou mais (RIBEIRO, 2015).

2.1.2 Mapeamento dos Sitios de interacdo na Proteina Albumina do Soro
Humano

A organizacdo de multiplos dominios da HSA estd na raiz de sua
extraordinaria habilidade e capacidade de se ligar a sonda (ASCENZI et al.,
2015). As regides que hospedam os ligantes como por exemplo o grupo heme,
acidos graxos, bilirrubina e drogas sao conhecidos como sitios de ligagéo (AL-
HARTHI et al., 2019). Na qual essas regides de interagdes sao classificadas
principalmente de duas formas, a primeira envolvendo os estudos com os acidos

graxos (FA), e a segunda com farmacos.



2.1.2.1 Classificacdo dos Sitios de Interagdes por Acido Graxos.

Os acidos graxos (FA) desempenham fungbes em todo o corpo humano e
possuem baixa solubilidade em agua, logo séo considerados como 0s principais
ligantes fisiol6gicos da HSA (AL-HARTHI et al., 2019).

Os estudos com os FAs verificou que nove estruturas equivalentes de cadeia
longa, podem interagir em diferentes regides, resultando desse modo em valores
variaveis de afinidades, e também arranjos assimétricos dispersos na HSA (AL-
HARTHI et al., 2019; ASCENZI et al., 2015; BHATTACHARYA et al., 2000;
SIMARD et al., 2006). Essas regides sdo representadas pela grafia FA e
acompanhado da numeragdo em algarismos indo-ardbicos, como apresentados

na Figura 3.

Figura 3. Classificacdo dos sitios de interacbes em base aos acidos graxos
(Fonte: ASCENZI et al., 2015).

O primeiro sitio de ligagdo conhecido como FAL, esta localizado na regido
do subdominio IB, e é considerado como a terceira maior regido de interacoes,
desse modo possui grandes afinidades a diferentes estruturas de ligantes
(ASCENZI et al.,, 2017; ZSILA, 2013). O grupo carboxilato da FA interage
realizando ligagdo de hidrogénio (LH) com o aminoacido Argll7 e também a
uma molécula de agua e LH com os atomos de oxigénio da estrutura fenoxila e
carbonila dos aminoacidos Tyrl61 e Leul82 (ASCENZI et al., 2017;
BHATTACHARYA et al., 2000). Desse modo, podendo ocasionar uma alteracao
na estrutura conformacional da proteina HSA, resultando assim em uma
deformacdo nos subdominios IA, 1A e IIB (ASCENZI et al, 2017;
BHATTACHARYA et al.,, 2000; CURRY et al.,, 1999; GHUMAN et al., 2005;



ZSILA, 2013). E uma caracteristica importante dessa regido € que devido a
presenca do aminoacido Tyr41l, pode modificar pseudo-enzimaticamente os
ligantes, porque esta tirosina atua como um nucledfilo (ASCENZI et al., 2015,
ASCENZI et al.,2017).

A segunda regido de interacao é conhecida como FA2, e este esta localizado
entre os subdominios IA, IB e IIA. Nesse caso o grupo carboxilato da FA interage
com os aminoacidos Tyrl50, Arg257 e Ser287, enquanto a sua cauda metileno
fica localizada numa regido hidrofébica entre os subdominios 1A e lIA,
ocasionando uma estabilizagdo na proteina HSA a conformacédo B e agindo
desse modo como modulares alostéricos (ASCENZI et al, 2017;
BHATTACHARYA et al., 2000; FANALI et al., 2012).

A proxima regido de interacdo é um acoplamento de duas localizac6es, FAS3-
FA4. A fenda desse sitio esta localizada no subdominio IlIA, e apresenta uma
importante propriedade de atrair carboxilatos, principalmente aromaticos com
uma conformacao estrutural estendida (Ibuprofeno) (ASCENZI et al., 2017;
CURRY etal., 1999; FANALI et al., 2012; GHUMAN et al., 2005; SUDLOW et al.,
1975).

Ja em relacdo aos acidos graxos, quando estes estao interagindo na regiao
do FA3, o grupo carboxilato se liga aos aminoacidos Ser342 e Arg348 (lIB) e
Arg485 (lllIA). E quando estéo localizados no FA4, o grupo carboxilato possui
afinidades aos aminoacidos Arg410, Tyr41ll e Ser489 (lllIA), e a sua cauda
hidrofébica fica disposta no subdominio I[IIA (ASCENZI et al., 2017;
BHATTACHARYA et al., 2000).

O FA5 esté localizado no subdominio 11IB, e quando a estrutura do acido
graxo esta interagindo a essa regiao, o seu grupo carboxilato possui afinidades
aos aminoacidos Tyr 401 e Lys525 (ASCENZI et al., 2017; BHATTACHARYA et
al., 2000; FANALI et al., 2012).

A sexta regido de interacdo € denominada como FAB, e este esta localizada
entre os subdominios IlA e IIB. O grupo carboxilato FA quando esta interagindo
a essa regiao, possui afinidades aos aminoacidos Arg209, Lys351 e Ser480.
Enquanto a sua cauda de metileno se aproxima aos aminoacidos Arg209, As324
e Glu354 (ASCENZI et al., 2017; BHATTACHARYA et al., 2000; FANALI et al.,
2012).



A FA7 é a sétima regido de interacdo e esta localizada no subdomino IIA,
representa uma importante localiza¢do de interacdo a farmacos, principalmente
aos compostos heterociclicos (FANALI et al.,, 2012; GHUMAN et al., 2005;
ZUNSZAIN et al., 2008). E quando o &cido graxo esta interagindo a essa regido,
0 grupo carboxilato é ligado ao aminoécido Arg257 por ponte salina. Por fim, a
proteina HSA pode alterar os ligantes dessa regido, devido a presenca do
aminoacido Lys199, que atua como um nucleofilo (ASCENZI et al., 2017; LIM et
al., 2007).

Os ultimos locais de interacbes FA8 e FA9 estdo localizados na base e na
regido superior da lacuna, desse modo, estdo delimitadas pelos subdominios IA,
IB e llA por um lado, e os subdominios IIB, IlIA e 11IB do outro lado. Essa regiao
possui uma afinidade maior aos FAs que possuem cadeias curtas, devido a sua
restricdo de volume, portanto, os aminoacidos Lys195, Lys199, Arg218, Asp451
e Ser454 estdo envolvidos na interacdo do grupo carboxilatado (pertencente a
estrutura do acido graxo) na regido do FA8. Enquanto na regido do FA9, estdo
envolvidos os aminoacidos Glul87 e Lys432 (ASCENZI et al., 2017,
BHATTACHARYA et al., 2000).

2.1.2.2 Classificacdo dos Sitios de Interacdes por Farmacos

A segunda classificacdo dos sitios de interacdes da HSA é realizada a partir
de estudos utilizando o farmaco, porém em concentracdes terapéuticas pois
apenas poucas regides sdo ocupadas pelos farmacos (YASSEEN et al., 2016).
As regides ocupadas, nesse caso, sao denominadas com numeracao em
algarimos romanos.

No trabalho de Sudlow e seus colaboradores (1975) utilizou dois compostos
para determinar o sitio de ligacdo na proteina HSA: Acido 3,5-Dinitrosalicilico
(DNSA) e Dansil-Sarcosina (DS). A DNSA possui uma semelhangca com os
compostos varfarina, acido dansilcisteina, dansil-L- arginina dansil-L-glutamina,
enquanto a DS h& uma semelhanga com os compostos acido dansil-a-amino-n-
butirico, dansilhidroxi-L-prolina, ANS e dansil-L-prolina.

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que o composto DNSA
interage melhor na regido FA7, entretanto, Sudlow reclassificou essa regiao
como Sitio | ou sitio da Varfarina. J& para o composto DS obteve uma alta

afinidade nas regides FA3 e FA4, e entdo determinou que essa regido seria o



Sitio Il ou sitio da Benzodiazepina (ASCENZI et al., 2015; BHATTACHARYA et
al., 2000; KHAIBRAKHMANOVA et al., 2020; YAMASAKI et al., 2017).

E nos trabalhos de Carter e seus colaboradores (1839) e Peters (1996)
sugeriram a existéncia de mais uma regido de interacdo, denominado como sitio
[ (sitio da Digitoxina). Sendo que essa regido so6 foi confirmada como um novo
local de interagcdo dos farmacos depois de vinte anos dos estudos de Sudlow,
denominando entdo assim, como a terceira regido mais importante para 0s
estudos de interacdes com os farmacos (ASCENZI et al, 2015;
BHATTACHARYA et al., 2000; YAMASAKI et al., 2017).

Na Figura 4 podemos observar que o sitio | € uma regido bem volumosa, e
esta localizada no subdominio IlA, mais precisamente entre os aminoacidos
Serl92 — Glu292. O sitio Il jA uma regido considerada bem menor que o sitio |,
e 0s aminodcidos involucros a essa regido sao Pro384 — Leu491, na qual estdo
situados no subdominio [lIA. Por fim o sitio Ill tem um formato da letra “D”,
possuindo desse modo, uma grande abertura na sua entrada, e esta regido esta
localizada no subdominio IB, entre os aminoacidos Aspl07 — Lys195 (AL-
HARTHI et al., 2019; GHUMAN et al., 2005).

Sitio de ligagd@o a Tiroxina
Sitio de ligagdo ao
grupo Heme

Sitio de ligagao
aos metais

ITA
Sitio II de ligagao
aos farmacos

(Sudlow s site II)

Sitio I de ligagao
aos farmacos
(Sudlow “s site I)
Figura 4. Classificacdo dos sitios de interacdo (Fonte: KHAIBRAKHMANOVA et

al., 2020 - modificado).

2.1.2.2.1 Sitio de ligacdo Sudlow |
Sudlow e seus colaboradores determinaram nos seus estudos que o Sitio

Sudlow | possui a mesma localizagdo das regides 7 e 8 com o0s acidos graxos
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(FA7 e FAS8), situada no subdominio IIA. Este representa uma importante regido
de interacdo as drogas, devido que ha afinidades preferencialmente a compostos
heterociclicos, como por exemplo a Varfarina (ASCENZI et al., 2015).

A regido do sitio Sudlow I compreende seis hélices do subdominio e um
recurso de loop-hélice (residuos de Tyrl48 a Leul54) contribuidos pelo
subdominio IB. O seu interior é hidrofébico, delimitado pelos residuos Trp214,
Leu219, Phe223, Leu238, His242, Leu260, lle264, Ser287, 11e290 e Ala291
(ABBOUD et al.,, 2017; YANG et al.,, 2014). Porém com os estudos mais
detalhados, revelam que os locais de interacdes podem n&o ser simplesmente
determinadas, mas podem consistir em regides sobrepostas, ou entdo colocadas
proximas umas das outras (MATSUDA, 2015; SUN et al., 2019; YAMASAKI et
al., 2004).

Recorrendo ao trabalho de Krag-Hansen (1988) o sitio | € considerado como
“‘uma regido grande e flexivel” devido a sua diversidade de ligantes aceitaveis, e
também pela aparente capacidade de acomodar mais de um ligante por vez com
interferéncia significativa (PETERS, 1996; YAMASAKI et al.,, 2017). E nos
estudos de Fehske e seus colaboradores (1979) propuseram gque esse sitio
composto por duas regides de interacbes diferentes, porém sobrepostas,
resultando desse modo em dois aglomerados de residuos polares, um em
direcdo ao fundo do sitio (Tyrl50, His242, Arg257) e o outro em direcdo a
entrada do sitio (Lys195, Lys199, Arg218 e Arg222) (AL-HARTHI et al., 2019;
PETERS, 1996; YAMASAKI et al., 2004; YANG et al., 2014).

Nos dias atuais h4 uma remodelacdo do sitio Sudlow I, porém suportam
fortemente os modelos demonstrados anteriormente (grande, flexivel e possuir
regides sobrepostas). Portanto, o sitio foi dividido em trés subcameras
hidrofébicas denominadas como la, Ib e Ic (Figura 5), resultando assim numa
sobreposicao entre os locais la e Ib, e também entre la e Ic. Sendo assim, a
regido la estéa localizada adjacente as outras subcameras, fazendo com que as
subcameras |b e Ic estejam bem separadas, ocasionando assim as interagdes
simultaneamente do ligante a essas regides de uma maneira independente
(YAMASAKI et al., 1996; YAMASAKI et al., 2017).
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Figura 5. Regido do sitio Sudlow | da proteina HSA. (Fonte: YAMASAKI et al.,
1996 - modificada).

As trés subcameras hidrofébicas no sitio Sudlow | estdo dispostas na
proteina HSA conforme demonstrada na Figura 6. Duas subcameras
hidrofébicas la e Ib séo divididas pelo aminoacido lle264, assim uma regido fica
a esquerda e a outra a direita da isoleucina. Enquanto a terceira subcamara (Ic)
se projeta a frente do sitio, delineada pelos aminoacidos Phe2l1l, Trp214,
Ala215, Leu238, e também por uma porcdo alifatica de Lys199 e Arg218
(ABBOUD et al., 2017; GHUMAN et al., 2005).

Figura 6. Localizacdo do sitio Sudlow | na proteina HSA, representada pelos

aminoacidos no formato de a-hélices.

2.1.2.2.2 Sitio de ligacao Sudlow Il
O sitio Sudlow Il é composto por todas as seis hélices pertencentes ao
subdominio Il A, e apresenta em seu interior cadeias laterais hidrofobicas. Essa

regidao possui uma semelhancga topolégica em relagéo ao sitio Sudlow |, porém
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ha dois principais diferengas entre elas (ABBOUD et al., 2017; AL-HARTHI et al.,
2019; GHUMAN et al., 2005):

« Aregido de interagdes do sitio Sudlow Il € menor que o sitio Sudlow I.

« O sitio Sudlow Il possui apenas um sub-compartimento de residuo polar,
localizado préximo a entrada (Arg410, lys414 e Ser489) e centrado no
aminoacido Tyr411, na qual a sua hidroxila esta voltado para o interior do
sitio.

Figura 7. Localizacdo do sitio Sudlow Il na proteina HSA, representada pelos

aminoacidos no formato de a-hélices.

Os ligantes que possuem afinidade a essa regido sao os acidos carboxilicos
aromaticos, na qual possuem um grupo acido carregado negativamente no final
da molécula, como por exemplo: ibuprofeno, acido flufenamico, diflunisal e
diazepam (ABBOUD et al., 2017; PENG et al., 2012).

2.1.2.2.3 Sitio de ligacao lll para farmacos ou Sitio 1 para acidos graxos

O sitio lll € a mesma regiao da FA1, assim, fica localizada no subdominio 1B,
possui um formato estrutural parecido com a letra “D”, e o seu sitio de ligagao é
considerado relativamente aberto, ocasionando desse modo uma acessibilidade
do solvente a regido (AL-HARTHI et al., 2019; ASCENZI et al., 2017).
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Figura 8. Localizacdo do sitio FA1 na proteina HSA, representada pelos

aminoacidos no formato de a-hélices.

Como ja mencionado essa € uma regidao onde diferentes ligantes possuem
afinidades, como por exemplo: heme, bilirrubinas, FAs e compostos exdgenos
(AL-HARTHI et al., 2019; ASCENZI et al., 2017). Alguns estudos cristalograficos
mostram ainda que essa regido de interacbes possa abrigar ligacoes
secundarias para alguns compostos (ZSILA, 2013).

Devido a facilidade ao acesso a essa regido, Carter e seus colaboradores
(1839) realizaram avaliagdes cristalograficas de raios-X de 142 complexos
ligante-HSA. Foi revelado que 49% de todos os compostos estudados possuem
pelo menos um local de ligacdo dentro do subdominio IB. E entre os 105
compostos que exibiram um unico local de ligagdo na HSA, 39% representam o
subdominio 1B, 19% representam o subdominio IIA e 27% representam o
subdominio IIB (ZSILA, 2013).

Em alguns casos pode ocorrer o efeito alostérico quando esse sitio for
preenchido por algum ligante, entretanto, esse efeito € a mudanga(s)
conformacional(is) de outras regides. Sendo assim, quando o sitio FA1 for
preenchido, podera afetar as estruturas dos subdominios IA, IIA e IIB (ASCENZI
etal., 2017).

2.2 Corante Xanténico
A estrutura dos compostos xantenos s&o ciclicos que apresentam trés anéis

aromaticos num arranjo linear, e no seu anel central ha um atomo de oxigénio
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(Figura 9) como por exemplo as estruturas de Fluoresceina, Eosina Y, Eritrosina
B e a Rosa de Bengala (BUCK et al., 2017; SILVA, 2018).

CORANTE X Y
Fluoresceina H H
Eosina Y Br H
Eritrosina B I H
Rosa de Bengala I Cl

Figura 9. Representacdo esquematica genérica para corantes xanténicos. No
destaque, estrutura do anel xanténico (Fonte: PEREIRA, 2013 - modificado).

A disposic¢ao espacial do anel xanteno e benzeno possuem um angulo diedro
aproximadamente de 90°, indicando desse modo, que os anéis sdo ortogonais.
Sendo assim havera a inexisténcia do efeito de conjugacéao entre as duas partes,
devido a dificuldade da combinagao dos orbitais moleculares. O fato do angulo
do diedro ser proximo de 90°, restringe também a conjugacao no xanteno, de
forma que o elétron excitado fica confinado nessa estrutura com baixa dissipacao
energética, porém resulta num alto rendimento de fluorescéncia. Portanto,
quando houver alteragdes na regidao do anel benzdico, isso ndo afetara no
rendimento quéntico ('O2) (BATISTELA et al., 2010; SILVA, 2018; ZHANG et al.,
2010).

A estrutura do corante de fluoresceina consiste em uma estrutura conjugada
com 6-hidroxixanten-3-ona (6-hidroxifluorona), na qual é responsavel pelas
propriedades da coloragcdo e também da fluorescencia do corante
(CHRISTIANSON, 2017). Desse modo, o composto xantenico pode ser
encontrado em algumas coloragdes correspondendo ao tipo de estrutura que o
composto apresenta: Quinodide, Zwitteribnica e Lactdénica (Figura 10)
(GERASIMOVA et al., 2020).
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QUINOIDE ZWITTERIONICA LACTONICA

Figura 10. Equilibrio entre as formas quinoide, zwitteribnica e lactonica da
estrutura xantémica (GERASIMOVA et al., 2020; LAMBERTS et al.,, 1984 -

modificados).

A conformacgéo Quindide é a estrutura aberta que possui em C-9 um grupo
2’-carboxifenil, e este apresenta uma coloragcdo avermelhada. A segunda
conformacao estrutura é a Zwitteribnica, este possui uma coloragao amarelada,
€ 0 seu nucleo, mais precisamente o C-9, & positivamente polarizado
ocasionando a reatividade do grupo carboxila, sendo que esta sera limitada para
nucleofilos, portanto, ndo atacara o grupo carbonila mas atuara como uma base
e abstraira um dos protons fendlicos levando a formagdo do monoanion
carboxilato.

A ultima estrutura é conhecida como Lactdnica que ocorre uma ressonancia
entre os anéis, ocasionando uma quebra de ligagao =, devido a mudanga de
hibridizagdo de sp? para sp® do C-9. Com esse fechamento da estrutura,
ocasionara uma perda da coloracdo, resultando numa subtancia incolor
(CHRISTIANSON, 2017; LAMBERTS e NECKERS, 1984; PELLOSI, 2012;
PIETRANCOSTA et al., 2010; ZHU et al., 2020)

A alteracdo da conformacdo estrutural dos xantenos esta correlacionado
com a alteracdo do valor do pH do meio. Portanto a modulacao do pKa pode ser
alcancada pela modificacdo do xanteno com grupos de retiradas de elétrons.
Assim numa solugéo de pH &cido tende a formacéo da conformacéo lactbnica,
ocasionando a perda da coloracdo da solucdo. Enquanto no pH fisiolégico a
maioria dos derivados xanténicos sdo encontrados na forma tautomérica
carboxilica, devido a desprotonacdo dos grupos carboxilicos e fendlicos,
resultando assim na conformacéo Zwitterionica (GERASIMOVA et al., 2020;
MENDEZ-ARDOY et al., 2020; PIETRANCOSTA et al., 2010).
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2.2.1 Corante Rosa de Bengala

O xanteno corante Rosa de Bengala (RB) é um derivado de tetraiodado e
tetraclorado de fluoresceina (C20H2Clsl4O5). Esse composto possui quatro
atomos de iodo substituido diretamente na estrutura xanténica e quatro atomos

de cloro ligado ao anel benzobico, como demonstrado na Figura 11 (SILVA, 2018).

Figura 11. Estrutura molecular do corante Rosa de Bengala em 3D obtido no site

Pubchem e visualizado no Discovery Studio Visualizer 2019.

O corante RB é conhecido também como Acido Vermelho 94, e foi
sintetizada por Gnehm em 1884, para ser utilizado como um corante vermelho
nos tecidos da cidade de Bengala, situada na india. A sua nomenclatura esta
correlacionada ao fato das mulheres bengalis utilizarem manchas avermelhadas
em seus cabelos, para simbolizar o comprometimento ao matriménio
(NECKERS, 1989; SILVA, 2018).

Esse composto é considerado como fotossensibilizador pois ativa o oxigénio
molecular através da absorgéo da luz visivel em um determinado comprimento
de onda, originando assim, uma banda de absor¢gdo maxima em 550 nm
associada a formagéao do estado singleto excitado. Em seguida pode sofrer uma
transicao para o estado tripleto excitado de longa duragcdo, gerado através do
cruzamento eficiente de intersistemas, com um rendimento quéntico préoximo de
1,0 (em agua). E este pode entdo sofrer reagbes fotoquimicas produzindo
espécies reativas (Figura 12). Sendo que as espécies reativas podem ser
produzidas de duas formas (ABRAHAMSE et al., 2017; ALEXANDRINO, 2016;
BUCK et al., 2017; FUENTES-LEMUS et al., 2019; SILVA, 2018):
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« Transferéncia de elétrons: ha a transferéncia do elétron para o
oxigénio molecular (O2), produzindo superéxidos, peroxidos de
hidrogénio e radicais hidroxilas.

- Transferéncia de energia: ha transferéncia de energia para o

oxigénio molecular, resultando assim na formagao do oxigénio singleto
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Figura 12. Diagrama de Jablonski (Fonte: ABRAHAMSE et al., 2017 -

modificado).

O RB é considerado um excelente fotossensibilizador dentre a classe dos
xantenos, pois apresenta algumas propriedades com fatores elevados:
coeficiente de absortividade molar, rendimento quéntico do estado tripleto e
rendimento na supresséo do estado tripleto pelo oxigénio molecular. Devido a
essas caracteristicas 0 RB é considerado como a substancia que possui o maior
rendimento quantico de oxigénio singleto ('02). Sendo que o seu mecanismo
fotodindmico consiste na formacao de 80% de oxigénio singleto e 20% de anion
superoxido, através da absorcao da luz numa faixa compreendida entre 450-600
nm de extensdo (ALEXANDRINO, 2016; BUCK et al., 2017; da COSTA et al.,
2010; SILVA, 2018).

Esse xanteno apresenta outras propriedades fotoquimicas e fotofisicas
muito interessantes, como um baixo valor na taxa de fotobranqueamento em
solventes polares proéticos, indicando desse modo que o composto n&o degrada

facilmente na presencga de luz. A segunda propriedade é em relagdo ao alto
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carater hidrofilico, indicando que ha uma baixa afinidade em membranas
bioldgicas, pois este apresenta uma natureza lipidica, ocasionando assim maior
afinidade com compostos mais hidrofébicos, salvo os efeitos de carga em
fosfolipidios anidnicos, onde as forgas eletrostaticas modulam a interagéo droga-
membrana (BEZKROVNAYA et al., 2006; BUCK et al., 2017; PEREIRA, 2013;
SILVA, 2018).

2.2.1.1 Aplicacdes
Devido a rigueza em suas propriedades, tem assumido um papel peculiar
em diferentes campos de disciplinas, como aplicagcbes em area médica, forgas

armadas, e também em células solares (ZEYADA et al., 2017).

2.2.1.1.1 Medicina

Na medicina o corante RB é muito utilizado na area da oftalmologia, para
realizar diagndsticos da patologia “olho seco”. Nesse caso o corante nao cora
células normais, saudaveis, mas sim, células mortas, degeneradas, além de
muco. Sendo assim, o médico aplica a solu¢gdo no olho do paciente, e aguarda
por 15 segundos para realizar o diagndstico. A conjuntiva € examinada por
iluminagao através de um filtro verde, para averiguar os danos a superficie ocular
ocasionado por células mortas e degeneradas, diagnosticando assim, a
patologia (WANG et al., 2019).
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b)

Figura 13. Imagens da patologia "olho seco" sob a anélise do corante Rosa de
Bengala. a) Olho sem patologia. b) Olho com grau moderado da patologia. c)
Olho com grau severo da patologia (WANG et al., 2019).

Nos dias atuais, 0 RB esta sendo muito pesquisado para diagnosticar e tratar
0 cancer, como € o caso do trabalho de Qin e seus colaboradores (2017), que
utilizam o corante no tratamento do cancer de colon. Nesse trabalho relatou que
0 corante em baixas concentragbes possui um carater toxico para as ceélulas
malignas, induzindo alguns danos nos padrées moleculares. Tendo essa
perspectiva dessa propriedade, foi investigado o potencial do RB como
imunomodulador no cancer de célon. Os resultados obtidos nesse estudo foram
bem favoraveis, devido que houve uma regresséao do tumor como demonstrado

na Figura 14.
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Figura 14. Resultados da regresséo volumétrica do tumor no percorrer dos dias
ao tratamento com o corante Rosa de Bengala. a) Grafico da relacdo do volume
do tumor em mm? por dia de tratamento. b) Imagem da reducéo volumétrica do

tumor, obtida nas analises experimentais (QIN et al., 2017).

2.2.1.1.2 Armamentos Quimicos

Vivemos hoje a era pés Guerras Mundiais sob a seguranga da comunidade
internacional, pois este esta preocupada e se dedicando a evitar que novos
confrontos possam surgir. E com o auxilio do Direito Internacional foi
regulamentado e definido os crimes de guerra, sendo que um dos aspectos
importantes dessa lei é a proibicdo do uso de armas quimicas (TADJBAKHSH,
2005).

Mesmo com a regulamentagao dos Direitos Internacionais em relagao ao
armamento quimico das nag¢des, ha uma grande preocupagao dos paises em
relacdo a essa tematica, sendo assim, muitos realizam pesquisas para se
precaverem no futuro (THEE, 2016; GSDR, 2019). Com essa preocupacgao, as
forcas armadas dos Estados Unidos, mais especificamente a forca aérea,
realizou estudos com o corante RB para detectar agentes de guerra quimica. A
pesquisa foi relacionada a geometria estrutural do corante, sendo que quando o
substrato é exposto ao agente de guerra quimica, ha o aparecimento da
coloragao rosea.

A alteragdo da geometria do corante se deu pelo fato que a maioria dos
contaminantes como por exemplo agentes de guerra quimica, possuem um

carater acido. Sendo assim, a perda da coloracéo résea se deu pelo fato de
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houver a alteragdo da estrutura conformacional do RB da forma quindide (pH
neutro) para lactonica (pH acido), sendo que as conformagdes estruturais
podemos verificar na Figura 10 (OWENS, 2020).

2.2.1.1.3 Células Solares

O sol é considerado como a principal fonte de energia gratuita e inesgotavel
no planeta Terra, desse modo, hoje em dia ha varios estudos para aperfeicoar
as tecnologias (dispositivos de células solares eficientes) para utilizar a energia
solar como fonte de eletricidade (IBN-MOHAMMED et al., 2017; KABIR et al.,
2018).

A captagao dessa fonte de energia € através de painéis fotovoltaicos, na qual
€ considerada um dos mercados mais promissores no dominio das energias
renovaveis. Pois ha altos investimento envolvidos nessa area, na qual
proporciona uma perspectiva de crescimento bem rapido (SAMPAIO et al.,
2017).

As células a base de silicio alcangaram grande atragao ao fato de possuir
intervalo de banda estreito, porém o seu procedimento de preparagao € caro e
complicado (KHADTARE et al., 2019; SHAH, 2017). Para solucionar esses
problemas, os materiais semicondutores sao processados como solucao e sao
explorados como camada ativa nas células solares. A classificacdo dessas
células solares sao (IBN-MOHAMMED et al., 2017; KHADTARE et al., 2019):

« Células solares sensibilizadas com corante (DSSCs),
Células solares sensibilizadas com pontos quanticos,
Células solares hibridas,

« Células solares de perovskita

O trabalho de Khadtare e seus colaboradores (2019) realizaram uma nova
abordagem para a sensibilizagdo dupla de DSSCs e fotoeletrodo de ZnO,
utilizando AgNPs e o corante RB. A pesquisa demonstra que o desempenho do
DSSC é aprimorado quando AgNPs e RB sao empregados como um
sensibilizador duplo para fotoanodo ZnO. E também a eficiéncia de conversao
de energia (PCE) obteve uma melhora de 2,1 para 3,8% quando AgNPS séao

empregados junto com o RB.
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Figura 15. Utilizacdo do corante Rosa de Bengala nas células solares. a)
Esquema da composicao da célula solar. b) Gréfico das analises dos resultados
experimentais (KHADTARE et al., 2019).

2.3 Técnicas utilizadas na metodologia de investigagcdo da interacdo entre
corante Rosa de Bengala e proteina HSA.

A obtencdo da melhor compreensdo sob a interacdo do corante RB a
proteina HSA necessita adotar excelentes metodologias de investigacdo. A
integracdo de métodos experimentais e computacionais tem enorme importancia
na identificacéo e no desenvolvimento de novas moléculas bioativas, e também
pode auxiliar na melhor compreensao da interacéo entre estas a substancia alvo
(GUIDO et al., 2010; JARDINE et al., 2014; MORGON et al., 2019).

A metodologia tedrica € baseada na simulagdo computacional, e este é
conhecida como Modelagem Molecular (MM), assim a sua caracteristica
principal é o carater preditivo das propriedades eletrbnicas e moleculares dos
sistemas. Esse estudo tende a oferecer uma percepgao transdisciplinar de
aspectos relacionados a sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, dindmica
de proteinas, e também a interag&do proteina-proteina, proteina-DNA, proteina-
ligante, a partir de ferramentas oferecidas pela Ciéncia da Computacao,
Matematica Aplicada e Estatistica (GENHEDEN et al., 2017; HAZARIKA et al.,
2020; MORGON et al., 2019; VANOMMESLAEGHE et al., 2014).

Como a metodologia da MM envolve calculos matematicos para a obtencao
dos seus resultados, logo, estes podem ser baseadas em estudos semi-

empiricos (fisica classica) e/ou ab initio (calculos quanticos), na qual podem ser
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relativamente custosos, do ponto de vista computacional, ou seja, envolvem
muito tempo para a conclusao dos calculos (GENHEDEN et al., 2017; MORGON
et al., 2019).

Os estudos experimentais de identificacdo dos sitios ativos para a estrutura
de RB, envolvem a compreensao dos fatores que determinam a funcionalidade
destes na proteina. E possuem a caracteristica de serem muito complexos, pois
dependem de sua estrutura tridimensional, e também das propriedades
bioquimicas e biofisicas. Porém os sitios funcionais podem ser entendidos como
uma redondeza fisica, quimica e fisico-quimica que acompanha uma funcao, em
contraposi¢cdo a um grupo de residuos fixos que ndo participam diretamente,
porém, providenciam o arcabouco estrutural (JARDINE et al., 2014).

Com o auxilio das Figura 3 e Figura 4 pode-se averiguar que ha diferentes
ambientes de interacdes dos farmacos na proteina HSA, e de acordo com alguns
trabalhos como de Al-harthi e seus colaboradores (2019) e Ghuman e seus
colaboradores (2005) e entre outros, relatam que muitos farmacos ocupam o
mesmo microambiente proteico, como por exemplo, Subdominio lA:
Azaprazona, Indometacina, lodopamida, Oxifenilbutazona, Fenilbutazona,
Varfarina, Diflunisal. Sendo assim, a absorcdo e a biodisponilibilidade do
farmaco em relacdo aos demais ocorrem via mecanismo de competicdo pela
regiao de ligagdo da HSA (NETO et al., 2020).

De acordo com a literatura a distribuicdo, acéo e eliminacdo dos farmacos
no organismo humano dependem da for¢a de ligacdo desses derivados com a
cadeia polipeptidica da biomolécula, na qual pode ser inferida a partir dos valores
da constante de ligagdo (NETO et al., 2020). Um dos métodos para calcular esse

parametro esta baseado na espectroscopia ultravioleta na regido do visivel.

2.3.1 Docking Molecular

O docking molecular envolve estudos para a formagdo de complexos
proteina-ligante.

Uma analogia das teorias envolvidas para explicar a atividade farmacoldgica
das drogas sustenta-se no paradigma conhecida como “chave-fechadura”.
Normalmente a proteina é tratada como rigida em um sistema de coordenadas
tridimensionais, enquanto o ligante pode ser flexivel. Portanto a “fechadura” é a

representacdo do receptor molecular, geralmente uma biomacromolécula, e
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estes interagem com as moléculas bioativas, consideradas como a “chave”,
tendo a idéia de que encontrar a orientacao relativa correta da "chave" que abrira
a "fechadura”. (BARREIRO et al., 1997; MUKHOPADHYAY, 2014).

O docking molecular esta relacionada com a otimizacao do ligante, que é a
orientacdo de "melhor ajuste” deste ao se ligar a uma determinada proteina de
interesse. Desse modo 0 mecanismo de "chave e fechadura” que serviu como
uma explicacdo do substrato no sitio ativo da enzima desenvolveu-se
gradualmente para o conceito de "méo e luva", pois agora leva em conta a
flexibilidade da proteina e a adaptabilidade matua do receptor e ligante. Pois nos
estudos de docking molecular o ligante e a proteina ajustam sua conformacéao
para atingir um "melhor ajuste”, portanto tanto o ligante quanto a proteina sao
flexiveis, assim uma analogia "méo e luva" € mais apropriada do que "chave e
fechadura" (MUKHOPADHYAY, 2014; SLEDZ et al., 2018).

As ferramentas de docking amplamente utilizadas empregam algoritmos de
busca, como algoritmos genéticos, algoritmos baseados em fragmentos,
algoritmos de Monte Carlo e algoritmos de dinamica molecular. Existem algumas
ferramentas como AutoDock, GOLD, FlexX e ICM que sao usadas
principalmente para simulacfes de docking de alto rendimento. Os estudos de
docking podem ser realizados com receptor e ligante rigidos, receptor rigido e
ligante flexivel ou os dois flexiveis. O procedimento adotado nos estudos de
docking molecular envolvem alguma etapas, e estes estdo representadas na
Figura 16 (JARDINE et al., 2014).

Identificagdo do
alvo molecular

I

Estrutura 3D
(raio-X, RMN, modelagem comparativa)

l

Doenga | )

" . ] Estruturas
Triagem computacional | (proteina ¢ ligante)

Docking —> |
Modificagoes
estruturais

I
f

| Teste in vitro e in vivo |

Testes clinicos Farmaco

Figura 16. Fluxograma com as etapas basicas do desenho racional de farmacos
baseado em estrutura. (Fonte: JARDINE et al., 2014 — modificado).
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Focando apenas na parte dos estudos envolvendo docking molecular, a

Figura 16 nos mostra trés processos: Banco de Compostos — Triagem

Computacional — ModificagGes Estruturais.

Estruturas (proteina e ligante): Nesse processo ocorre a escolha

adequada da proteina que sera utilizada nos estudos. Assim, recorre-
se a um banco de dados de estruturas tridimensionais de proteinas,
sendo que o mais conhecido é o Protein Data Bank (PDB). E estes
serdo avaliados computacionalmente, sendo que a melhor
classificacao sédo identificados como compostos de sucesso potencial
para bioensaio posterior. Para a obtencdo da estrutura do ligante
podem ser utilizadas moléculas cristalograficas, utilizacdo de bancos
de dados de pequenas moléculas por exemplo o PubChem, ou
modelagem molecular. (DAR et al., 2017; YE et al., 2020).

Triagem Computacional: Esse processo também é conhecido como

Virtual Screening (VS). Dependendo de diferentes pontos de partida,
0 VS pode ser categorizado em dois tipos: triagem virtual baseada
em ligante usam a informacdo presente em ligantes ativos
conhecidos, em vez da estrutura de uma proteina alvo para
identificagdo e otimizacdo (HAMZA et al., 2012) e triagem virtual
baseada em estrutura a partir da estrutura tridimensional (3D)
cristalina do alvo de interesse. A confiabilidade de um programa de
docking depende amplamente da eficiéncia do algoritmo de pesquisa
conformacional e da qualidade de sua funcédo de pontuacédo (Scoring
Function - SF), em que o primeiro é projetado para a geracdo de
conformacdes de ligante e o Ultimo para calcular a afinidade proteina-
ligante das conformacdes correspondentes (YE et al., 2020).

Modificacbes Estruturais: consiste em analisar e identificar as

alteracdes que serdo necessarias na molécula para se obter a
resposta biologica desejada. Modificacbes subsequentes sao
realizadas para aprimorar a molécula ligante e torna-la mais
especifica para um determinado alvo e ajustes farmacocinéticos como
absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo. Nessa fase sdo
utilizadas metodologias de docking mais acuradas, para a

identificacdo da conformacéo de ligacdo das moléculas selecionadas



26

e a otimizagcdo dos compostos modificados estruturalmente por
proposicdo do especialista (JARDINE et al., 2014).

2.3.2 Espectroscopia de UV-vis

A absorcgao de radiagao eletromagnética na regiao do visivel (400-800 nm)
por parte de moléculas, atomos ou ions estdo normalmente associadas a
transicoes eletrdnicas. Sendo que estas, ocorrem por interacdes de radiagdes
eletromagnéticas, na qual o elétron é promovido de um estado eletronico de
baixa energia para outro de maior energia (GAUGLITZ, 2017; MARTINHO,
1994).

ABSORCAO EMISSAO
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Comprimento de onda — Comprimento de onda —

Figura 17. Espectro de Absorgédo e Emissdo no Uv-vis. (Fonte: site mnstate.edu,
2016 — modificado).

A quantidade de luz absorvida quando um feixe de radiagdo monocromatica

atravessa o meio absorvente depende da concentracdo, desde que as
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propriedades fisicas e quimicas n&o se alterem. Desse modo o comprimento do
caminho Optico longo e as sec¢des transversais de absorgdo fortes estdo
geralmente associados a alta sensibilidade, porém pode ocasionar a saturagao
do sensor afetando a sensibilidade e linearidade do sensor (KHAN et al., 2019).

O estudo da sua variacdo com a concentracdo permite: i) a determinacao
gquantitativa de um grande nuamero de substancias quimicas e bioldgicas; ii) 0
estudo cinético de reacdes lentas em solucéo; iii) a determinacgéo de curvas de
titulacdo. Por outro lado, a compilacao de espectros de absorgao (representagéo
grafica do coeficiente de absorcdo molar em funcdo do comprimento de onda)
sob a forma de atlas ou bases de dados € usada para: i) identificacdo e
verificagdo do grau de pureza de compostos; ii) calculo da diferenca de energia
entre estados eletronicos e do momento dipolar da transicdo (MARTINHO,
1994).

2.3.2.1 Leide Beer-Lambert

As Leis de Lambert e Beer relacionam o poder radiante em um feixe de
radiacao eletromagnética, geralmente luz comum, ao comprimento do caminho
do feixe em um meio absorvente e a concentracao das espécies absorventes..
E ainda realizaram as seguintes observacdes (SKOOG et al., 2016;
SWINEHART, 1962):

« A quantidade de luz monocromética absorvida por uma substancia €
proporcional a intensidade da luz incidente, a proporcao da intensidade
da luz transmitida e incidente é constante.

* A intensidade da luz transmitida diminui exponencialmente quando a
espessura da substancia, por onde a luz esta passando, aumenta

linearmente.
A=-log (PEO) =a.b.c (2)

Sendo que:

* A = Absorbancia, anteriormente chamada de densidade Optica;

* P = Poder radiante, anteriormente chamado de intensidade;

* a = Absortividade, anteriormente chamada de coeficiente de extin¢ao;

* b = Comprimento da viga no meio absorvente;
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« ¢ = Concentracdo das espécies absorventes.

A compreensao dessa lei fornece uma descricdo precisa dos efeitos
decorrentes da interacdo entre a luz e a matéria, sendo que qualquer desvio é
geralmente interpretado como variacédo das interacfes quimicas na amostra, ou
entdo uma mudancga na estrutura molecular no nivel de uma célula unitéria.
Sendo assim, os efeitos normalmente resultariam em uma diferenga de energia
alterada entre os estados eletrbnicos vibracionais. Porém infelizmente a
interpretacdo correta dos espectros de absor¢cdo ndo é tdo simples, pois
basicamente ha vérios fatores que influenciam diretamente na posicao, altura e
forma da banda (MAYERHOFER et al., 2020).

2.3.3 Constante de Associacdo ou Constante de Interacdo ou Constante de
Afinidade ou Constante de Ligacéao.

A afinidade de ligagdo de uma interacdo descreve a forca entre uma
molécula alvo e seu ligante, sendo que esta afinidade de ligacdo é geralmente
relatada como a constante de ligacdo (Ka). Essa constante pode ser calculada
matematicamente pela razao entre o equilibrio da fracdo molar do alvo ligado
(L), a fracdo molar do alvo nédo ligado, conhecido também como livre (Equacao
3) (MALVERN PANALYTICAL (2019); WANG et al., 2019).

_[Ls]
Ka= ] 3)

Nos estudos de descoberta de novos farmacos, a utilizacdo da metodologia
para determinar os valores das afinidades sdo muito importantes, sendo que
estes auxiliam na compreensdo da efichcia dos medicamentos, que estao
relacionadas com o grau de afinidade pelo alvo. Caso a afinidade de ligacéo for
muito baixa, o farmaco sera liberado nos tecidos adjacentes de forma
descontrolada, o que acaba produzindo efeitos toxicos, e se for muito alto, uma
guantidade insuficiente de medicamento sera liberada dentro de um periodo de
tempo necesséario (PRABAHARAN, 2016; VIANA et al.,, 2018; WANG et al.,
2019).

Na metodologia de competicdo de sitios (regides) de interacdes, onde dois
ligantes com potenciais disponiveis para se ligarem a uma Unica molécula alvo,

em concentracdes semelhantes, com afinidades relativas de cada um para as
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biomoléculas ditardo qual se liga preferencialmente. Portanto, o compostos que
apresentar o maior valor de afinidade (Ka mais baixo), se ligara
preferencialmente. A modulacdo das afinidades para os dois ligantes pode
alterar os complexos que se formam (LAUGHLIN-TOTH, 2016; WANG et al.,
2019).

2.3.4 Meétodo de Benesi-Hildebrand

A determinacdo experimental do valor de Ka referente aos estudos da
interacdo entre a sonda ao hospedeiro, tem sido tradicionalmente baseada no
uso da analise da metodologia de Benesi-Hildebrand (WAGNER-WYSIECKA et
al., 2020).

O método, como o prépria nomenclatura diz, foi proposto por Benesi e
Hildebrand em 1949, e desde entdo se tornou um método muito popular para
determinar a constante de equilibrio (Ka) a partir da estequiometria de interacdes
de ligacBes. A metodolgia tem sido amplamente utilizado em muitos aspectos
relativos a uma variedade de sistemas bastante diferentes, e através de varias
técnicas espectroscopicas (UV-Vis, fluorescéncia, infravermelho, NMR, etc)
podem ser utilizados no calculo para determinar o valor correspondente de Ka
(WANG, 2007).

A equacao de Benesi-Hildebrand (Equacéo 4) nos auxila a obter o valor da
constante de associacdo entre o ligante a proteina, desse modo, essa equac¢ao
envolve valores de absorbancias obtidas experimentalmente sob a analise de
técnicas espectroscopicas, e a concentragcdo da proteina utilizada no

experimento.

1 1 1 1
A-Ag Aw-Ag | Ka(Aw-Ag)  [Proteinal

(4)

Para se obter o valor de Ka é necessario realizar um grafico daEquacéo 4,

. ~ 1 .
na qual o eixo das coordenadas representa a relacéo A € No eixo das
A

abscissas a relacéo A partir dos resultados do grafico (valores dos

[Proteina]’
coeficientes angular e linear) é possivel entdo calcular o valor respectivo da

constante de associacao da interacao ligante-proteina.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar os sitios de ligacdo da molécula RB com a proteina HSA
utilizando os estudos experimentais (técnica de espectroscopia de

ultravioleta/visivel), e também os estudos teoricos (docking molecular).

3.2 Objetivos Especificos

Determinar os valores das constantes de associacdo para a formacao do
complexo RB-HSA utilizando a equacao de Beer-Lambert.

Identificar a formac&o do complexo RB-HSA e averiguar qual polaridade
se assemelha a essa interagao.

Realizar os estudos termodinamicos (AH, AS, AGm) da interacdo entre o
corante RB a proteina HSA.

Estudar a formagdo de complexos HSA-RB, por meio de docking
molecular; identificar quais os possiveis sitios de ligacdo da RB na
proteina HSA.

Verificar se a variacéo do valor do pH influéncia na formacao do complexo
HSA-RB.

Verificar se a presenca de metais bivalentes influénciam na interagéao
entre o corante RB a proteina HSA.

Averiguar se o corante RB possui afinidades a diferentes estruturas da
HSA (desnaturada, protonada e oxidada) ocasionada por alguma

patologia como Diabetes, Alzheimer e Parkinson.

4. MATERIAS E METODOS

4.1 Softwares

Os softwares utilizados nesse trabalho s&o: Genetic Optimization for Ligand

Docking 5.5 (GOLD), Discovery Studio Visualizer 2019 (DS), Autodock,
OriginPro 8, GraphPad Prism 5 e VMD 1.9.3.

4.2 Reagentes
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Os compostos quimicos que foram utilizados nesse trabalho sdo: Rosa
Bengala (RB), albumina de soro humano (HSA), ibuprofeno 98% (Ci3H1s02),
varfarina (Ci19H1604), diflunisal (C13HsF20s3), diazepam (C1sH13CIN20), digitoxina
(Ca1H64013), biliverdina (Cs3H34N40Os), acido linoleico (Ci1sH3202), tetraidrofurano
(C4Hs0), acetonitrila (C2H3N), dimetilformamida (C3HzNO), acetona (CsHesO),
metanol (CH3OH), glicose (CeH1206), azida de sddio (NaNs), borato de sodio
(Naz[B4Os(OH)4].8H20), dodecil sulfato de sodio (NaCi2H2sS04), metionina
(CsH11NO2S), éacido hipocloroso (HCIO), acido hipobromoso (HBrO),
ortoftaldeido (C2HsOH), 2-mercaptoetanol (C2HsOS), tioflavina T (C17H19CIN2S),
acido citrico (CeHsO7), citrato de sodio (NasCeHsO7), nitrato de niquel
(NINO3.6H20), sulfato de cobre (CuSOg), acetato de chumbo ((PbAc)2.3H20),
sulfato de zinco (ZnS04.H20), metilglioxical (C3H402), todos da Sigma-Aldrich
Chemical Co (St. Louis, MO, EUA) e alcool etilico 99% (C2HsO) da J. T. Baker
Chemical Company (Phillipsburg, New Jersey).

4.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nesse trabalho séo: espectrofotometro UV-vis
(Cary 8454 - Agilent Technologies) acoplado ao equipamento de agitacéo (R1 —
Grant) , balanca analitica (AG245 — Mettler Toledo), fluorescéncia (Synergy H1
Hybrid Reader - Biotek), pipetas (LabMate Soft), medidor de pH (300 Digital —
Analyser), agitador de microtubos com aquecimento (AG100 - Agimaxx),
equipamento de fluorescéncia de multidetector adaptado para microplacas.
(Molecular Devices Spectra Max M2 - Sunnyvale, CA, EUA), agitador de

microtubos com aquecimento (Accublock Digital Dry Bath — Labnet)

4.4 Preparo de Solucdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. A agua
foi purificada e deionizada em um sistema de purificagdo Milli-Q, M Millipore,
Simplicity (Darmstadt, Germany). Todos o0s reagentes utilizados neste trabalho

foram usados tal como fornecidos sem purificagéo adicional.

4.4.1 Tampao Fosfato
No preparo do tampéao fosfato (PBS) de 50,0 mM foram pesado 3,55 g de

fosfato dibasico, e diluido em 500,0 mL de agua. E pesados 3,45 g de fosfato
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monobasico e dilui-o em 500,0 mL. Num béquer, foram adicionados 250,0 mL
da solucao fosfato monobasico de sédio, e em seguida foi adicionado 320,0 mL
da solucéo fosfato dibasico de sodio resultando numa solucédo de pH 7,0, sendo

que para esse processo foi necessario o auxilio de um medidor de pH.

4.4.2 Tampao Citrato

Na preparacao do tampao citrato (CIS) de 50,0 mM foram pesado 0,9608 mg
de &cido citrico, e diluido em 500,0 mL de agua. E pesados 1,4707 g de citrato
de sddio e dilui-o em 500,0 mL. Em um béquer, foram adicionados 100,0 mL da
solucado &cido citrico, e em seguida foi adicionado outros 100,0 mL da solucéo
fosfato citrato de sodio resultando numa solucao de pH 3,7, sendo que para esse

processo foi necessario o auxilio de um medidor de pH.

4.4.3 Corante Rosa de Bengala

Na preparacao da solucédo de RB a uma concentracdo de 10 mM, diluiu-se
10,20 mg do corante RB, na qual possui uma massa molar de 1017,60 g.mol,
em 1 mL de etanol. A partir dessa solucéo realizou as diluicdes necessarias

para cada experimento.

4.4.4 Proteina Albumina do Soro Humano

A solucdo da HSA foi preparada diluindo 33,25 mg dessa proteina, sendo
que possui uma massa molar de 66000 Dalton, em 500 yL de uma solugcao
tampéo fosfato (50,0 mM de pH 7,0) para se obter uma concentracéo final de 1,0
mM, e a partir dessa solucdo realizou as diluicbes necessarias para cada

experimento.

4.4.5 Varfarina

Para o preparo da solugcao de varfarina de concentragcao de 10 mM, foram
pesados 3,09 mg e diluido em 1,0 mL de etanol, sendo que a massa molar da
varfarina é de 308,33 g.mol'. A partir dessa solugdo realizou as diluigcGes

necessarias para cada experimento.

4.4.6 Ibuprofeno
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Para o preparo da solugéo de ibuprofeno de concentracao de 10 mM, foram
pesados 2,06 mg e diluido em 1,0 mL de etanol, sendo que a massa molar do
ibuprofeno é de 206,28 g.molt. A partir dessa solucéo realizou as diluigcbes

necessarias para cada experimento.

4.4.7 Diflunisal

Para o preparo da solucao de diflunisal de concentracdo de 10 mM, foram
pesados 2,50 mg e diluido em 1,0 mL de etanol, sendo que a massa molar do
diflunisal é de 250,20 g.mol*. A partir dessa solucdo realizou as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.4.8 Diazepam

Para o preparo da solucéo de diazepam de concentracdo de 10 mM, foram
pesados 2,85 mg e diluido em 1,0 mL de etanol, sendo que a massa molar do
diazepam é de 284,74 g.moll. A partir dessa solucdo realizou as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.4.9 Digitoxina

Para o preparo da solucéo de digitoxina de concentracdo de 10 mM, foram
pesados 7,66 mg e diluido em 1,0 mL de etanol, sendo que a massa molar da
digitoxina é de 764,94 g.mol'. A partir dessa solucdo realizou as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.4.10 Biliverdina
O preparo da solucéo de Biliverdina 1mM, foi realizado a partir da diluicdo

de uma solucao ja preparada de concentracao 4,0 mM.

4.4.11 Acido Linoleico

Foi utilizada uma solucéo preparada de concentracao 1,0 mM.

4.4.12 Glicose
Foi preparado solucdo de glicose de concentracdo de 2,0 M, sendo que a
massa molar desse composto é de 180,156 g.mol, pesou-se entdo 1,80 g deste

e dilui-o em 5,0 mL de tampéao fosfato de concentracédo 50,0 mM de pH 7,0.
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4.4.13 Azida de Sdédio
Na preparacao da solucdo de azida de sédio 2% (m/v), pesou-se inicialmente

0,02 g do composto e diluiu em 1,0 mL na agua.

4.4.14 Borato de Sadio
Para o preparo da solucao de borato de sodio de concentracédo de 0,10 M,

foram pesados 61,83 mg e dilui em 100 mL na agua.

4.4.15 Dodecil Sulfato de Sodio
Na preparacao da solucdo de dodecil sulfato de sédio 20% (m/v), pesou-se

inicialmente 2,0 g do composto e diluiu em 10,0 mL na agua.

4.4.16 Metionina
Na preparacdo da solucdo de 40 mM de metionina, pesou-se inicialmente
2,98 mg do composto, sendo que a massa molar é 149,21, e diluiu em 0,50 mL

de tampéo fosfato de concentracdo 50,0 mM de pH 7,0.

4.4.17 Acido Hipocloroso

O acido hipocloroso foi preparado através da diluicdo de uma solucdo
concentrada de 1,53 mol.L, sendo assim, diluiu 66 pL do acido em 934 uL de
agua, para entdo obter uma solugéo de concentracédo de 0,1 mol.L™.

4.4.18 Acido Hipobromoso

Preparou inicialmente uma solucdo de brometo de sédio 0,2 mol.L, na qual
foram utilizados 103,1 mg desse sal para ser diluido em 5 mL de agua. A seguir
a obtencéo da solucdo de acido hipobromoso (HOBY) foi através da combinacéo

entre as solucdes de HOCI 0,01 mol.L* e NaBr 0,2 mol.L™.

4.4.19 Tioflavina T
Para o preparo da solucéo estoque de Th-T 0,01 M foram pesados 3,18 mg
de Th-T, sendo que a massa molar é de 318,86 g.mol?, e diluido em 1 mL de

solucdo tampéo fosfato (50,0 mM de pH 7,0) em um tubo de microcentrifugacao
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de 1,5 mL e a partir desta fizeram-se as diluicdbes necessarias para cada

experimento.

4.4.20 Nitrato de Niquel

O preparo da solucédo de nitrato de niquel de concentracdo de 10 mM, na
qual possui massa molar de 290,7 g.mol*, foi utilizado 2,90 mg da solucéo e
diluiu-o em 1,0 mL de agua. E a partir dessa solucdo realizou as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.4.21 Sulfato de Cobre

O preparo da solucédo de sulfato de cobre de concentracdo de 10 mM, na
qual possui massa molar de 159,6 g.mol?, foi utilizado 1,60 mg da solucédo e
diluiu em 1,0 mL de agua. E a partir dessa solugcédo realizou as diluicbes

necessarias para cada experimento.

4.4.22 Acetato de Chumbo

O preparo da solucéo de acetato de chumbo de concentracdo de 10 mM, na
qual possui massa molar de 379,33 g.mol?, foi utilizado 3,79 mg da solucéo e
diluiu em 1,0 mL de agua. E a partir dessa solucdo realizou as diluicdes

necessarias para cada experimento.

4.4.23 Sulfato de Zinco

O preparo da solucdo de zinco de concentracdo de 10 mM, na qual possui
massa molar de 179,47 g.mol?, foi utilizado 1,80 mg da solucéo e diluiu em 1,0
mL de agua. E a partir dessa solucao realizou as diluicdes necessarias para cada

experimento.

4.5 Metodologia

4.5.1 Docking Molecular

Antes de iniciar os estudos de docking, foi necessario obter as coordenadas
tridimensionais do receptor, no caso presente a HSA, que foi selecionada do
PDB. Também € necessario ter as coordenadas tridimensionais do ligante. E o

software que promoverd os estudos da possivel formagdo dos complexos.
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Também foi necessario o acompanhamento do processo por meio de um

programa grafico para analisar os resultados em cada etapa.

451.1 Software Autodock 4.2.6

4.5.1.1.1 Conformacdo estrutural da proteina HSA cristalografica

A escolha da estrutura cristalografica da HSA para os estudos de docking
molecular, deve conter apenas a estrutura da proteina, sendo assim, o PDB
escolhido ndo apresenta nenhum ligante complexado a ele. Desse modo, a
escolha da estrutura cristalografica da proteina no PDB possui o coédigo 1A06

(SUGIO et al., 1999), e este apresenta uma resolucéo de 2,50 A.

4.5.1.1.2 Docking Cego

Com o auxilio do software DS foram eliminadas as moléculas de agua que
continham na proteina HSA (PDB 1A06).

Com o auxilio do Autodock tools, foram adicionados os &tomos de
hidrogénios polares na estrutura da HSA.

Em seguida determinou os parametros da caixa para realizar os estudos de
docking cego, sendo assim, as coordenadas que foram utilizadas deveriam
envolver toda a estrutura da proteina HSA. Entdo os parametros da caixa que
foram utilizadas estdo representadas na Tabela 1, aplicando uma malha de
afinidade de resolucéo de 0,375 A.

Tabela 1. Coordenadas da Caixa utilizadas no estudo de docking cego

Coordenadas N° de pontos Centro da Caixa Deslocamento
X 126 29,535
y 126 31,826
126 23,5

O parametro de algoritmo utilizado nesse estudo foi o Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA), com o tamanho populacional de 150 individuos, um nimero
méaximo de gera¢fes em 27.000, com uma avaliagcdo maxima de energia em 2,5

milhdes em 100 corridas. Foi utilizado também o Auto-Grid4 junto ao programa
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Autodock 4.2.6, para determinar os conférmeros e seus respectivos valores
energeéticos.
Durante todo o procedimento do docking cego, o ligante foi tratado como

uma estrutura flexivel, e a proteina como rigida.

4.5.1.1.3 Procedimento de docking molecular no software Autodock 4.2.6

4.5.1.1.3.1 Sitio de Sudlow |

A estrutura da proteina HSA utilizada nos estudos de docking molecular
possui o codigo 1A06, sendo que esta foi obtida no site do PDB. Em seguida
realizou os procedimentos de preparacdo da estrutura da proteina, utilizando os
softwares DS e as ferramentas do software Autodock.

No software DS, retirou todas moléculas de agua presentes na estrutura da
HSA, e em seguida com o Autodock tools, realizou a adicdo de hidrogénios
polares a essa estrutura.

O estudo do docking molecular ao sitio Sudlow I, foi realizado em 100
corridas, utilizando os parametros LGA, com tamanho populacional de 150
individuos, em um numero maximo de geracbes em 27.000, e com uma
avaliacdo maxima de energia em 2,5 milhdes. O Auto-Grid 4 foi utilizado para
calcular os valores energéticos das possiveis poses no sitio de ligacao.

Nesse estudo os parametros da caixa que foram utilizadas estéo

representadas na Tabela 2, com uma malha de afinidade de resolucdo em 0,375

A.

Tabela 2. Coordenadas da caixa no docking molecular ao sitio Sudlow .

Coordenadas N° de pontos Centro da Caixa Deslocamento
X 46 30,373 0,833
y 68 32,244 0,417
64 34,403 10,861

4.5.1.1.3.2 Sitio de Sudlow II
O estudo de docking molecular para o sitio Sudlow II, foram realizados sob

a estrutura criatlografica de codigo 1A06, obtida no PDB. A essa estrutura foram
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analisadas pelo software DS e com as ferramentas do software Autodock, e em
seguida realizadas os protocolos para o estudo de docking utilizando o software
Autodock.

No software DS a proteina foi averiguada se haveria alguma auséncia de
aminoacidos em sua estrutura, e também retirar as provaveis moléculas de agua.
E com as ferramentas do software Autodock foram realizadas a adicdo de
hidrogénios polares.

O estudo do docking molecular ao sitio Sudlow II, foi realizado em 100
corridas, utilizando os parametros LGA, com tamanho populacional de 150
individuos, em um numero maximo de geracdes em 27.000, e com uma
avaliacdo maxima de energia em 2,5 milhdes. O Auto-Grid 4 foi utilizado para
calcular os valores energéticos das possiveis poses no sitio de ligacao.

Nesse estudo os parametros da caixa que foram utilizadas estéo
representadas na Tabela 3, com uma malha de afinidade de resolugédo em 0,375

A.

Tabela 3. Coordenadas da caixa no docking molecular ao sitio Sudlow II.

Coordenadas N° de pontos Centro da Caixa Deslocamento
X 50 15,388 -14,139
y 100 27,694 -4,111
44 18,635 -4,889

4.5.1.1.3.3 Sitio Ill de farmacos ou Sitio FA1

A estrutura da proteina HSA utilizada nos estudos de docking molecular foi
obtida no site do PDB, como citado anteriormente, e esta estrutura cristalografica
nao apresenta nenhuma interacdo com ligantes. Em seguida, realizou os
procedimentos de preparacdo da proteina, utilizando os softwares DS e as
ferramentas do software Autodock.

No software DS, retirou todas moléculas de agua presentes na estrutura da
HSA, e em seguida com o Autodock tools, realizou a adicdo de hidrogénios
polares a essa estrutura.

O estudo do docking molecular ao sitio Ill, foi realizada em 100 corridas,

utilizando os parametros LGA, com tamanho populacional de 150 individuos, em
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um namero méaximo de gera¢des em 27.000, e com uma avaliagdo maxima de
energia em 2,5 milhdes. O Auto-Grid 4 foi utilizado para calcular os valores
energéticos das possiveis poses no sitio de ligacéo.

Nesse estudo os parametros da caixa que foram utilizadas estéo

representadas na Tabela 4, com uma malha de afinidade de resolugédo em 0,375

A

Tabela 4. Coordenadas da caixa no docking molecular ao sitio FA1

Coordenadas N° de pontos Centro da Caixa Deslocamento
X 60 46,151 16,556
y 58 20,315 -11,472
z 40 16,201 -7,278

45.1.1.3.4 Sitio FA6

A estrutura da proteina HSA utilizada nos estudos de docking molecular
possui 0 codigo 1A06, sendo que esta foi obtida no site do PDB. Em seguida
realizou os procedimentos de preparacdo da estrutura da proteina, utilizando os
softwares DS e as ferramentas do software Autodock.

No software DS, retirou todas moléculas de agua presentes na estrutura da
HSA, e em seguida com o Autodock tools, realizou a adicdo de hidrogénios
polares a essa estrutura.

O estudo do docking molecular ao sitio FA6, foi realizada em 100 corridas,
utilizando os parametros LGA, com tamanho populacional de 150 individuos, em
um nuamero maximo de geracdes em 27.000, e com uma avaliagdo maxima de
energia em 2,5 milhdes. O Auto-Grid 4 foi utilizado para calcular os valores

energeéticos das possiveis poses no sitio de ligacéo.
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Nesse estudo os parametros da caixa que foram utlizadas estao

representadas na Tabela 5, com uma malha de afinidade de resolugédo em 0,375

A.

Tabela 5. Coordenadas da caixa no docking molecular ao sitio FAG.

Coordenadas N° de pontos Centro da Caixa Deslocamento
X 44 28,887 -0,694
y 78 33,692 1,861
44 39,508 15,917

4.5.1.2 Software GOLD 5.5

A metodologia utilizando o software GOLD 5.5 é diferente do adotado ao
software Autodock 4.2.6. Comecando pela escolha da proteina, que nesse
estudo, a estrutura cristalografica da HSA deveré possuir ligantes aos sitios que
serdo estudados. Devido a esse fator, h4 a necessidade de realizar o

procedimento de redocking molecular.

4.5.1.2.1 Conformacdao estrutural da proteina HSA cristalografica

No PDB verificou que as melhores estruturas para realizar os estudos de
docking molecular sdo os que possuem os codigos 2BX8 e 2BXE (GHUMAN et
al., 2005).

O cddigo PDB 2bX8 é uma estrutura cristalografica da HSA que possui o
ligante azapropazona no sitio de Sudlow I (11A), e também no sitio Ill de farmacos
(IB). Esse codigo de PDB apresenta uma resolucédo de 2,70 A. Ja o cédigo 2BXE,
€ uma estrutura da HSA com o ligante diflunisal, e este esta presente nos sitios
de Sudlow | e Il, e também ao sitio FA6. E essa estrutura cristalografica
apresenta uma resolucéo de 2,95 A.

As duas estruturas cristalograficas do PDB foram analisadas no software DS,
primeiramente verificando se todos os aminoacidos estdo presentes nos sitios

ativos. Em seguida, foi retirado as estruturas moleculares da agua.

4.5.1.2.2 Redocking Molecular
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O processo de redocking molecular € um processo de reconstruir o complexo
proteina-ligante que estava na estrutura cristalografica da HSA.

No software DS, retirou-se todas moléculas de agua presentes da estrutura
da HSA, e em seguida no GOLD 5.5 realizou a adi¢cao dos atomos de hidrogénio.

O estudo do docking molecular foram realizados aos PDBs 2BX8 e 2BXE,
nos sitios ativos que cada uma das estruturas cristalograficas apresentam. Para
cada calculo de redocking molecular foram realizadas em 10 corridas, utilizando
0s parametros chemscore_kinase, a funcéo de pontuacdo GoldScore, sob um
raio de estudo sobre o ligante de 6,0 A.

Os resultados obtidos do estudo de redocking molecular foram analisados
no software DS em relacéo a visualizacdo das poses e também em relacdo as

pontuacdes energéticas de cada conférmero.

4.5.1.2.3 Estrutura conformacional do corante Rosa de Bengala

A estrutura do corante RB utilizada nos calculos de docking molecular foi
adquirida no banco de dados do site PubChem. A estrutura escolhida possui um
CID 25474 e esta datada em 26 de Marco de 2005 (Figura 18a). Mesmo a
estrutura sendo adquirida em um banco de dados confiavel, € aconselhavel
averiguar se a conformacdo escolhida esta adequada, ou entdo, necessita
realizar alguma adequacéao.

No caso do corante RB, foi verificado no software DS a sua estrutura
conformacional, e observou que houve a necessidade em realizar a adequacao
dos anéis aromaticos, indicando assim a ressonancia das ligacdes no anel, como

demonstrado na Figura 18b.
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Figura 18. Estrutura do corante RB. a) PubChem, b) alterac6es no DS.

4.5.1.2.4 Célculo do Docking Molecular

Com os arquivos gerados de cada redocking realizou-se entdo os estudos
de docking molecular, sendo assim, esses estudos envolvem a colocacao do
ligante, nesse caso o corante RB, em cada sitio. Entdo para cada sitio de estudo,
foram adicionados os hidrogénios, em seguida selecionou-se a regiao para os
estudos de docking molecular e variou o raio em relacdo ao corante RB a
proteina de 6 a 12 A e a funcéo de pontuagdo GoldScore.

As andlises dos resultados do docking molecular foram realizadas em duas
etapas, sendo a primeira uma andlise dos valores energéticos correspondentes
a cada conférmero obtido no estudo. E a segunda etapa foi realizada com o
auxilio do software DS, na qual, foi analisada as poses obtidas no estudo. E por
fim, correlacionou as duas informacdes para se obter uma melhor compreenséo
dos resultados.

Com os melhores resultados obtidos pela docking molecular, verificou se
havera a possibilidade de melhora-los, logo envolveu os estudos com 0s
aminoacidos das cadeias laterais de cada sitio de ligacdo. Sendo que essa
pratica envolve o processo de protonar, flexibilizar ou rotacionar os aminoacidos
que estao sendo envolvidos em cada interacdo obtidas anteriormente. A esse
estudo prevaleceu as mesmas condigbes dos parametros adotados

anteriormente.
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Com os novos resultados, realizou as mesmas analises de energia e poses.
Para entdo certificar, por analise comparativa, qual foi a melhor condicdo que

obteve os melhores resultados.

4.5.2 Estudos para a determinagdo das interacOes atrativas e repulsivas da
interacdo entre o corante RB a proteina HSA

Todos os estudos contidos aqui nessa tese sobre a determinacao das forcas
atrativas e repulsivas da interacdo do corante RB a proteina, foram realizadas
em parceria com a aluna de graduacao Giulia Grandini, pertencente ao mesmo
grupo de pesquisa que participo, do professor Aguinaldo. E também tive apoio
dos alunos Caio e Lucas, pertencentes ao grupo de pesquisa do professor
Nelson, que me auxiliaram na compreensdo dos resultados obtidos desse
estudo.

As interacdes ndo covalentes na estabilidade entre uma molécula de
interesse e seu(s) sitio(s) ativo(s) na proteina alvo foi investigado, através do
software NClplot (BOTO et al., 2020; CONTRERAS-GARCIA et al., 2012;
JOHNSON et al., 2010).

O NClplot utiliza quatro algoritmos que calculam as interacbes nao
covalentes baseado na densidade eletrénica (p) e seu gradiente reduzido (s)
(KOZUCH e MARTIN, 2013). A presenca de interacdo entre fragmentos de
moléculas provoca uma mudanca no gradiente reduzido, localizado entre os

atomos do fragmento, produzindo pontos criticos.
vp
1

2(2n2) /3 _ p4/3

s(p)= 5)

A andlise da densidade eletronica nesses pontos criticos € o que determina
o0 tipo e a natureza da interacao. Isso € realizado através do calculo da segunda
derivada da densidade (V?2p), baseado no Teorema de Divergéncia, ao longo do
eixo de interagdo. O sinal do V?p indica se o fluxo do gradiente reduzido da
densidade estd saindo (V2p>0) ou entrando (V?p<0) de um determinado
volume em um ponto de referéncia. Em resumo temos que se V?p > 0 indica

repulséo e se V?p < 0 indica atragao.
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Para determinar o tipo de interac@o que estd ocorrendo é utilizado a equacéo
laplaciano e expresso em termos do segundo autovalor A da Matriz Hessiana da
densidade eletrbnica:

V2p=)\1+ A2+)\3;onde)\1< N < A; (6)

O segundo autovalor A2 é responsavel por determinar qual o tipo de ligagédo
(ligacdo de hidrogénio, van der waals, etc). Quando Az > O trata-se de repulséo
(vermelho), quando Az ~ O trata-se de uma atragao fraca (verde) e quando Az <
0, trata-se de uma atracao forte (azul).

a)

p=0 p>0

Strong attraction: Van der Waals Strong repulsion:
0.01 H-bond, Halogen-bond interaction Steric effect in ring and cage

s(a.u.)

-0.01

-0.02

-0.03

-0.04

-0.05

-0.06

sign(A2)p(a.u.)

Figura 19. Interacdo intermolecular para o sitio Sudlow | obtido dos resultados
de docking molecular pelo software Autodock. a) Diagrama de Scatter. b) Escala

de cores do valor da fungéo A2 (MU et al., 2019).

Para determinar a densidade eletrénica, o NClIplot pode usar dados de
funcdes de onda mecéanico-quanticas ou densidades promoleculares, sendo que
de acordo com o (BOTELHO et al.,, 2021) densidades promolecuares séo
densidade de superposicdo de todos os atomos neutros esfericamente
simétricos, e essas sdo construidas através das posi¢fes atdbmicas, da proteina
e do ligante, informadas no input. Embora a densidade promolecular néo leve
em conta o relaxamento introduzido em célculos Campo Auto-consistente (SCF),
Hartree-Fock e Teoria do Funcional de Densidade (DFT), este € muito Gtil para
sistemas bioldgicos enormes (CONTRERAS-GARCIA et al., 2012).

Os inputs que foram utilizados nos calculos sdo as coordenadas das

estruturas da Rosa de Bengala (ligante) e a HSA (proteina), obtidas nos estudos
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de docking molecular. A keyword LIGAND indica o algoritmo que a densidade
deva ser obtida em modo promolecular (promolecular mode). O NClplot usa as
coordenadas externas do ligante para computar as interacdes a partir dele, até
um raio especificado. No caso desse trabalho o raio usado foi de 5 A.

O interesse do uso do NCliplot foi de verificar as interagOes atrativas e
repulsivas, de modo que as superficies foram coloridas apenas de azul (atracéo)
e vermelha (repulsdo) sem énfase no tipo de ligacdo. Toda a visualizacdo dos
resultados foi feita no software VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY
et al., 1996).

4.5.3 Determinacédo da constante de ligacdo do corante RB a proteina HSA

O primeiro intuito dessa tese é verificar se ha a interagdo do corante RB a
proteina HSA, sendo assim, verificou esse fenbmeno utilizando as técnicas
espectroscopicas de UV-vis.

Antes de realizar a preparacao das amostras, dilui-se a solucao inicial de RB
(10 mM) para 1,0 mM, e assim essa nova solucéo foi utilizada para o preparo
das solucdes desse experimento. Entdo preparou quatro amostras do corante
em diferentes concentracfes, sendo que essas concentracdes tinham uma
variacdo de 2,5 pyM e resultavam num volume total de 2,0 mL, conforme
demonstrado na Tabela 6. E entdo essas amostras foram adicionadas em uma
cubeta de quartzo de 3,0 mL, na qual possui um caminho 6ptico de 10,0 mm,

para entdo realizar as analises espectrais.

Tabela 6. Valores da concentracdo do corante RB com seu respectivo volume e

volume adicionado de tampao fosfato.

AMOSTRA [RB] (M) Vre (ML) Vtamp#o fosfato
1 2,5 5 1990
2 5,0 10 1985
3 7,5 15 1980
4 10,0 20 1975
5 12,5 25 1970

Em seguida, preparou-se novamente as quatro amostras, porém agora
adicionou 20,0 yL da proteina HSA de concentracéo inicial de 1,0 uM para cada

amostra, como citada anteriormente. Tendo as soluc¢des preparadas, realizou-se
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as andlises espectrais. Para entdo determinar a constante de associagdo entre

0 corante a proteina.

4.5.4 Determinacéo do sitio de ligacdo na HSA

Essa técnica para determinar o local preferencial do corante RB a proteina
HSA, envolve uma competicdo entre o farmaco especifico de cada sitio e o
corante. Sendo assim, foram utilizados os seguintes farmacos: Varfarina (sitio
Sudlow 1), lbuprofeno, Diflunisal e Diazepam (Sitio Sudlow IlI), Digitoxina e
Biliverdina (Sitio FA1) e Acido Linoleico (todos os sitios). Sendo que esses
experimentos foram realizados em tampéo fosfato de 50,0 mM a um pH 7,0.

Essas solucdes foram preparadas a um volume final de 2,0 mL e adicionadas
em uma cubeta de quartzo de 3,0 mL, na qual possui um caminho 6ptico de 10,0
mm, para entdo serem analisadas no equipamento de UV-vis, a uma temperatura
de 25 °C.

4.5.4.1 Ensaio de deslocamento utilizando a Varfarina

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 uL do corante RB (1,0 mM), e entéo realizou a anélise
espectroscopica desse composto, ha qual essa solucdo estava sob agitacdo. Em
seguida houve a adicao de 20 uL do farmaco Varfarina (1,0 mM) e adicdo de 2,5
ML de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos para
realizar novamente a andlise espectral. Apds esse processo comecou a realizar
adicoes da proteina em forma de titulacdo (adi¢cdes de 2,5 pL de HSA), e para

cada adicdo aguardava-se por dois minutos para realizar a analise espectral.

4.5.4.2 Ensaio de deslocamento utilizando o Ibuprofeno

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 uL do corante RB (1,0 mM), e entéo realizou a anélise
espectroscopica desse composto, ha qual essa solugéo estava sob agitacdo. Em
seguida houve a adigdo de 20 pL do farmaco Ibuprofeno (1,0 mM) e adigdo de
2,5 uL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos para
realizar novamente a andlise espectral. ApGs esse processo comecou a realizar
adicbes da proteina em forma de titulagdo (adigbes de 2,5 yL de HSA), e para

cada adicdo aguardava-se por dois minutos para realizar a analise espectral.
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4.5.4.3 Ensaio de deslocamento utilizando o Diflunisal

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 pL do corante RB (1,0 mM), e entdo realizou a analise
espectroscopica desse composto, ha qual essa solucdo estava sob agitacdo. Em
seguida houve a adigédo de 20 pL do farmaco Diflunisal (1,0 mM) e adic&o de 2,5
ML de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos para
realizar novamente a analise espectral. ApOs esse processo comecgou a realizar
adicbes da proteina em forma de titulacdo (adigdes de 2,5 uL de HSA), e para
cada adicao aguardava-se por dois minutos para realizar a analise espectral.
4.5.4.4 Ensaio de deslocamento utilizando o Diazepam

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 pL do corante RB (1,0 mM), e entdo realizou a analise
espectroscopica desse composto, ha qual essa solugéo estava sob agitacdo. Em
seguida houve a adi¢cédo de 20 pL do farmaco Diazepam (1,0 mM) e adigédo de
2,5 uL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos para
realizar novamente a analise espectral. ApGs esse processo comecou a realizar
adicdes da proteina em forma de titulagdo (adigdes de 2,5 uL de HSA), e para

cada adicdo aguardava-se por dois minutos para realizar a analise espectral.

4.5.4.5 Ensaio de deslocamento utilizando a Digitoxina

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 uL do corante RB (1,0 mM), e entdo realizou a anélise
espectroscopica desse composto, ha qual essa solucdo estava sob agitacdo. Em
seguida houve a adi¢do de 20 pL do farmaco Digitoxina (1,0 mM) e adicdo de
2,5 uL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos para
realizar novamente a analise espectral. ApOs esse processo comecgou a realizar
adicoes da proteina em forma de titulacédo (adicdes de 2,5 pL de HSA), e para

cada adicdo aguardava-se por dois minutos para realizar a analise espectral.

4.5.4.6 Ensaio de deslocamento utilizando a Biliverdina

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 uL do corante RB (1,0 mM), e entéo realizou a anélise
espectroscopica desse composto, sendo que essa solucao estava sob agitacao.

Em seguida houve a adi¢ao de 20 uL do farmaco Biliverdina (1,0 mM) e adigéo
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de 2,5 yL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois minutos
para realizar novamente a analise espectral. Apds esse processo comegou a
realizar adi¢gdes da proteina em forma de titulagao (adi¢bées de 2,5 yL de HSA),
e para cada adicdo aguardava-se por dois minutos para realizar a analise

espectral.

4.5.4.7 Ensaio de deslocamento utilizando o Acido Linoleico

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 pyL do corante RB (1,0 mM) e entéo realizou a analise
espectroscopica desse composto, sendo que essa solugao estava sob agitacao.
Em seguida houve a adigdo de 20 L do farmaco Acido Linoleico (1,0 mM) e
adicdo de 2,5 uL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou o intervalo de dois
minutos para realizar novamente a analise espectral. Ap0s esse processo
comecou a realizar adicbes da proteina em forma de titulacdo (adi¢bes de 2,5
ML de HSA), e para cada adigdo aguardava-se por dois minutos para realizar a

analise espectral.

4.5.4.8 Ensaio de deslocamento utilizando Varfarina, Ibuprofeno, Biliverdina e
Acido Linoleico

Foram adicionados a cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um caminho
optico de 10,0 mm, 20 uL do corante RB (1,0 mM), e entdo realizou a analise
espectroscopica desse composto, sendo que essa solucao estava sob agitacao.
Em seguida houve a adi¢do de 20 yL de cada farmaco: Varfarina (1,0 mM),
lbuprofeno (1,0 mM), Biliverdina (1,0 mM) e Acido Linoleico (1,0 mM), nessa
solucéo ainda houve a adi¢cao de 2,5 pL de proteina HSA (200,0 uM) e aguardou
o intervalo de dois minutos para realizar novamente a analise espectral. Apos
esse processo comecgou a realizar adicdes da proteina em forma de titulacédo
(adigcbes de 2,5 pyL de HSA), e para cada adi¢ao aguardava-se por dois minutos

para realizar a andlise espectral.

4.5.5 Determinacéo da quantidade proporcional entre ligante e proteina
A técnica utilizada para determinar a proporcdo de corante RB ligada na
proteina HSA, foi o Job’s Plot, sendo assim, preparou treze solu¢des variando

as concentracdes do corante RB e da proteina HSA conforme demonstrado na
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Tabela 7. Essa variacdo das concentragfes do ligante e da proteina obedeceu
ao requisito de manter constante a soma das concentracdes destes em 11,0
mol.L.

Essas solucdes foram adicionadas em um cubeta de quartzo de 3,0 mL, na
qual possui um caminho éptico de 10,0 mm, e entdo realizou as andlises de

espectroscopia no equipamento de UV-vis.

Tabela 7. Diferentes concentracfes das solucdes HSA e RB e valores da fracéao

molar de RB.
Amostra [HSA]f (M) [RB]t (UM) XrB
1 10,00 1,00 0,091
2 9,00 2,00 0,182
3 8,00 3,00 0,273
4 7,00 4,00 0,364
5 6,00 5,00 0,455
6 5,00 6,00 0,545
7 4,00 7,00 0,636
8 3,00 8,00 0,727
9 2,00 9,00 0,818
10 1,00 10,00 0,909
11 0,75 10,25 0,932
12 0,50 10,50 0,955
13 0,25 10,75 0,977

4.5.6 Influéncia do meio reacional

Os ensaios alterando o meio reacional foram realizadas para a verificagao
se h& ou ndo uma alteracdo comportamental na interacdo do corante RB a
proteina HSA, sendo assim, as influéncias estudadas foram a variacdo do pH,

polaridade e temperatura do meio reacional.
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4.5.6.1 Influéncia da variagéo do pH do meio reacional

Foram preparadas solucdes de tampé&o em diferentes valores de pH, sendo
assim, partindo da solucdo tampédo fosfato citado anteriormente, foram
realizadas as adicOes necessarias de fosfato monobasico para obtencdo da
solugcdo com pH 6,2. J4 para as solugbes de pH 3,7 e 5,7 foram utilizados o
tampao CIS também citado anteriormente, como esta solu¢ao possui um pH 3,7,
portanto realizou adicGes de citrato de sédio para se obter o tampéao de pH 5,7.
E utilizou-se o tampé&o TRIS de pH 8,0, também citado anteriormente.

Essas solugbes foram adicionadas o corante RB e verificou o
comportamento deste nas analises dos espectros de UV-vis, sendo assim,
adicionou-se entao 20 pL da solugdo RB 1,0 mM e 1980,0 uL de tampao a uma
cubeta de quartzo de 3,0 mL, na qual possui um caminho optico de 10,0 mm,
para ser analisada no espectrofotdmetro UV-vis cada amostra.

Em seguida realizou estudos de interacdo do corante a proteina sob a
influéncia do pH do meio reacional, entdo foram adicionados 20 yL da solugao
RB, 1980,0 yL do tampao e adicbes de 2,5 pyL da proteina HSA (200,0 uM)
utilizando a metodologia de titulagdo, em uma cubeta de quartzo de 3,0 mL, na
qual possui um caminho Optico de 10,0 mm, para entdo ser analisadas no

espectrofotdmetro de UV-vis.

4.5.6.2 Influéncia da variagéo da polaridade do meio reacional

Como o intuito desse estudo é verificar se 0 comportamento do corante a
proteina se contrasta a polaridade do meio, logo os solventes selecionados para
esse experimento foram: DMF, THF, acetonitrila, metanol e etanol, de
concentracdo analitica. Desse modo, em uma cubeta de quartzo de 3,0 mL, que
possui um caminho 6ptico de 10,0 mm, foi adicionado 20,0 puL da solugdo de RB
1,0 mM e 1980,0 uL de solvente para entdo ser analisada no equipamento

espectrometro de UV-vis.

4.5.6.3 Influencia da variagéo da temperatura no meio reacional

O teste do comportamento da interacdo do corante RB a proteina HSA em
diferente temperatura reacional, foram testadas em dois valores 40,3 °C e 20,1
°C, pois séo os valores correspondentes das temperaturas maxima e minima do

corpo humano. Entdo, em uma cubeta de quartzo de 3,0 mL, que possui um
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caminho optico de 10,0 mm, foram adicionados 20,0 yL do corante RB a uma
concentracgéo inicial de 1,0 mM, 1980,0 yL de tampé&o fosfato (50,0 mM de pH
7,0) e adigbdes de 2,5 uL da proteina HSA (200,0 uM) utilizando a técnica de

titulacdo, e em seguida foram analisadas no espectrofotdmetro de UV-vis.

4.5.7 Efeito do ion metdlico na interacdo do corante RB a proteina HSA

Os ions metalicos estdo presentes em inameras proteinas, enzimas e
moléculas ativas biolégicas (hemoglobina, citocromos com cofator de ferro,
vitaminas e entre outras), e desempenha um papel essencial nos sistemas
biologicos (funcgdes celulares e subcelulares), entretanto, os ions metéalicos
possuem uma grande capacidade de ligacdo as proteinas; portanto, suas
interacdes com ligantes, estruturas e funcdes podem ser afetadas (SLIWINSKA-
HILL et al., 2019). Entdo numa cubeta de quartzo de 3,0 mL, na qual possui um
caminho optico de 10,0 mm, foram adicionados 20,0 yL da solugéo RB (1,0 mM),
20 pL da solugao metalica (1,0 mM), lembrando que cada solu¢cdo metalica
(nitrato de niquel, sulfato de cobre, acetato de chumbo e sulfato de zinco) foi
analisada separadamente, e adigdes de 2,5 yL da solugédo de HSA (200,0 uM)
utilizando a técnica de titulacdo, para entdo realizar as analises espectrais no

eguipamento de UV-vis.

4.5.8 Comportamento do corante RB em diferentes conformacdes da proteina
HSA.

A importancia dos estudos das interacfes de medicamentos com a proteina
HSA nos permite compreender a farmacologia, farmacodinamica e também a
relacdo entre a estrutura e funcdo das drogas (PENG et al.,2012). Portanto
continuaram-se estudos para determinar e compreender a interacdo do corante
RB a proteina HSA, porém agora sob a influencia da alteragdo estrutural da
proteina, na qual este passou por processos como glicagdo, oxidacdo e

desnaturacao.

4.5.8.1 Ensaio de Glicacéo da Proteina HSA
Os estudos de ensaio de glicagdo da proteina HSA se basearam nos
procedimentos descritos nos trabalhos de Harsha et al., 2013 e Ho et al., 2010,

e realizaram-se as modificacbes necessarias. Em um pequeno frasco de vidro



52

de 2 mL, foi adicionado 600 puL de HSA de concentragdo de 1 mmol.Lt, 750uL
tampéo fosfato 100 mmol.L't num pH 7,4, 0,02% de azida de sodio e 150 yL de
metilglioxical (MGO — concentracdo de 10 mmol.L). Foi preparada também a
amostra controle, na qual a este foi substituida a solu¢cdo de MGO pelo tampéao
fosfato. Essas solugbes ficaram encubadas durante trés dias sob a um
temperatura de 37 °C.

Depois de realizar os ensaios de glicacdo da proteina, preparou-os para
serem analisadas no espectrofotometro de fluorescéncia, sendo assim, as
solugdes foram filtradas no Vivaspin 20 WMCO 10000 (GE Healthcare) e em
seguida foi centrifugada a uma rotacao de 14000 G, durante o intervalo de tempo
de vinte minutos. Para monitorar se o processo de glicacdo da proteina ocorreu,
foram realizadas analises de fluorescéncia no equipamento multidetector para
microplacas, entdo as amostras foram excitadas em 350 nm e verificou a
emissdo nos comprimentos de onda entre 400 a 500 nm. As medidas doram
realizadas em uma placa 96 pocos em PS (Labsystems) preta.

Em seguida realizou o experimento para a determinacdo da interacdo do
corante RB a proteina, sendo assim, numa cubeta de quartzo foram adicionados
20 uL da solugdo RB (1 mmol.L') e quantidades diferentes da proteina (0 — 6
umol.L1), sendo que as adicdes de HSA envolvem 2,5 uL da proteina de
concentragdo de 200 pymol.L' da HSA. Esta solucdo ficou sob agitacédo
magnética durante 2 minutos antes de cada analise espectroscépica de UV-vis,
e 0 experimento foi realizado a uma temperatura de 25 °C.

4.5.8.2 Ensaio de Oxidacao da Proteina HSA

Para os estudos de ensaio de oxidacdo da proteina foi utilizado o
equipamento de espectroscopia de UV-vis, sendo que para realizar essa analise
foi utilizado uma cubeta de quartzo, na qual possui um caminho Optico de 10 nm,
sendo que as solug¢des foram submetidas a agitacdo magnética de 2 minutos
para cada analise, na qual estavam submetidas a uma temperatura de 25 °C.

Foram realizados dois experimentos para a obtencdo da oxidacdo da
proteina, sendo que no primeiro foi utilizado o agente oxidante acido hipocloroso
(HCIO), e no segundo o agente oxidante acido hipobromoso (HBrO). O preparo

dessas solucdes utilizou-se o tampéo fosfato 0,05 mol.L* de pH 7,0.
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4.5.8.2.1 Oxidacao da Proteina HSA por Acido Hipocloroso

Em um tubo de microcentrifugacéo de 2 mL foram adicionados 377,5 uL de
tampao fosfato, 100 yL de proteina HSA 1 mmol.L%, e 20 uL de acido hipocloroso
100 mmol.L, deixou-a reagindo por um intervalo de tempo de dez minutos sob
uma rotagcédo de 300 rpm no equipamento de agitador de placas. Em seguida,
adicionou 2,5 uL de metionina de concentracéo de 40 mmol.L?, para garantir
gue todo o agente oxidante tenha sido reagido, entdo deixou a solucao reagindo
por cinco minutos no equipamento de agitador de placas, sob as mesmas
condi¢Oes citadas anteriormente.

Depois da preparacdo da oxidacdo da proteina HSA, realizou-se entao os
ensaios para determinar a interacdo entre o corante RB estrutura proteica
oxidada. Sendo assim, numa cubeta de quartzo foram adicionados 20 uL da
solucdo RB (1 mmol.L) e quantidades diferentes da proteina (0 — 6 umol.L?),
sendo que as adi¢cdes de HSA envolvem 2,5 uL da proteina de concentragao de
200 ymol.L't da HSA. Esta solucdo ficou sob agitacdo magnética durante 2
minutos antes de cada andlise espectroscépica de UV-vis, e 0 experimento foi

realizado a uma temperatura de 25 °C.

4.5.8.2.2 Oxidacao da Proteina HSA por Acido Hipobromoso

Em um tubo de microcentrifugacédo de 2 mL foram adicionados 377,5 uL de
tampédo fosfato, 100 pyL de proteina HSA 1 mmol.L?, e 20 yL de &cido
hipobromoso 100 mmol.L1, deixou-a reagindo por um intervalo de tempo de dez
minutos sob uma rotacao de 300 rpm no equipamento de agitador de placas. Em
seguida, adicionou 2,5 yL de metionina de concentragdo de 40 mmol.L, para
garantir que todo o agente oxidante tenha sido reagido, entdo deixou a solucéo
reagindo por cinco minutos no equipamento de agitador de placas, sob as
mesmas condi¢cdes citadas anteriormente.

Depois da preparacdo da oxidagdo da proteina HSA, realizou-se entdo os
ensaios para determinar a interacdo entre o corante RB estrutura proteica
oxidada. Sendo assim, numa cubeta de quartzo foram adicionados 20 pL da
solucdo RB (1 mmol.L!) e quantidades diferentes da proteina (0 — 6 umol.L?),
sendo que as adi¢des de HSA envolvem 2,5 uL da proteina de concentracao de

200 pymol.L'! da HSA. Esta solucédo ficou sob agitacdo magnética durante 2
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minutos antes de cada analise espectroscopica de UV-vis, e o experimento foi
realizado a uma temperatura de 25 °C.

4.5.8.3 Ensaio de Desnaturacao da Proteina HSA

Foram encubadas 500 pL das amostras de HSA de concentragao inicial de
200 pymol.L't em tubos de microcentrifugacdo de 2 mL, por uma hora, sob
agitacdo continua de aproximadamente 300 rpm a 70 °C em um agitador de
microtubos com aquecimento. Foi preparada também uma amostra controle com
mesma concentragcdo de HSA, e mantida a 25 °C. Para monitorar a formagéo
das fibras amiloidais nas amostras foram empregadas ao método com a
tioflavina-T, na qual foram analisadas a partir dos resultados de fluorescéncia
com auxilio do equipamento multidetector adaptado para microplacas. Essas
amostras entédo foram monitoradas pela excitagcédo da tioflavina-T em 435 nm, e
verificou a emissao de fluorescéncia nos comprimentos de onda entre 450 a 600
nm. As medidas foram feitas em uma placa 96 pocos em PS preta.

Depois do teste para verificar se ocorreu a desprotonacdo da proteina,
realizou-se entao os ensaios para determinar se o corante RB interage com essa
“nova” estrutura proteica. Sendo assim, numa cubeta de quartzo de 3 mL na qual
possui um caminho éptico de 10 nm, foram adicionados 20 pL da solugédo RB (1
mmol.L?) e quantidades diferentes da proteina (0 — 6 umol.L), sendo que as
adigbes de HSA envolvem 2,5 uL da proteina de concentracdo de 200 ymol.L?
da HSA. Esta solucédo ficou sob agitacdo magnética durante 2 minutos antes de
cada analise espectroscopica de UV-vis, e o experimento foi realizado a uma

temperatura de 25 °C.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Como a estrutura da proteina HSA possui varias regides de ligacdo e ainda
ha duas nomenclaturas para determina-las, assim, a Figura 20 demonstra como

seréo as denominagdes adotas para identifica-las.
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Figura 20. Nomenclatura dos sitios de ligacdo da proteina HSA.

5.1 Docking Molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados em dois softwares, para
realizar uma comparagdo entre os resultados obtidos, pois como relatado
anteriormente, cada software possui o seu calculo computacional em relacdo ao
valor energético dos conférmeros obtidos.

Foram também realizadas as analises das interacdes do complexo proteina-
ligante, para esse estudo foi utilizado o software DS. E para complementar esse
estudo, realizou as andlises das interacBes atrativas e repulsivas obtidas pelo
software NClplot e analisadas pelo software VMD.

Para auxiliar na compreensdo das analises das interacfes, obtidas pelos
estudos de docking molecular, entre o conférmero a proteina, foram numerados,
com o auxilio do software DS, os atomos presentes na estrutura do RB (Figura
21).
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Figura 21. Numeracao dos atomos na estrutura do corante RB.

5.1.1 Docking cego

O estudo do docking cego é um estudo para identificar os potenciais de
interacOes entre uma determinada proteina e um ligante, desse modo, o docking
deve ser realizado sob a estrutura da proteina por inteiro, assim com esses
resultados indicara quais sdo as possiveis melhores regides em que o ligante
possui maior afinidades (LIU et al., 2020).

Os calculos utilizando essa metodologia foi realizado no software Autodock
tools, e a estrutura cristalografica da HSA escolhida para esse estudo foi o PDB
1A06. Na qual este representa apenas a estrutura cristalografica da proteina
HSA, e possui uma resolugéo de 2,50 A.

Na Figura 22 podemos verificar que os conférmeros do RB estéo distribuidos
em apenas 5 sitios ativos: sitio Sudlow | (laranja), FAL1 (azul), FA6 (amarelo) e
FA9 (vinho).
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Figura 22. Resultados das energias dos conférmeros RB obtidos nos estudos de

docking cego realizados no software Autodock.

Devido a esses resultados obtidos, prosseguiu entdo com os estudos de
docking molecular para essas regifes especificas (Sudlow |, FA1 e FA6).
Entretanto, os estudos no sitio FA9 nédo foram realizados, devido ao seu baixo
porcentual (3%) de conférmeros obtidos nos estudos de docking cego (Figura
23). Porém ao sitio de Sudlow Il foram realizados os estudos de docking
molecular, mesmo este apresentando nenhum resultado, pois este é
considerado uma regido importante para as interagdes.

Sitio FA5S  Cleft (FA9)
0% 3%

Sitio FA6
11% Sitios
Sudlow |
28%

\ Sitios

Sudlow Il
0%

Sitio FA1 _/

58%

Figura 23. Resultados percentuais dos conférmeros RB obtidos nos estudos de
docking cego.
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5.1.2 Software Autodock
No trabalho de Morris et al. (2012) relata que o software Autodock realiza o
calculo do campo de forca incluindo seis pares em avaliacbes (V) e uma

estimativa para a entropia conformacional perdida na ligacéo (AS):
As= (Vi -V )+ (Vi T -V )+ (Vi - Vi + AScont)  (7)

Sendo que: (I) = ligado
(nl) = néo ligado
L = Ligante
P = Proteina

Cada um dos termos dos pares inclui avaliacées para dispersao e repulsao,
LH, eletrostatica e solvatagao.

A avaliacdo de dispersao e repulsdo sdo parametros baseados no campo de
forca AMBER. As LH sé&o direcionais, assim, ha uma funcdo que fornece a
direcdo com base no angulo da geometria da LH ideal e com os seus respectivos
valores energéticos. A avaliagdo eletrostatica estd correlacionada com o
potencial de Coulomb. E por fim, a solvatacdo leva em conta o potencial da
dissolucéo baseado no volume de atomos (V) que circulam um dado atomo e o

protegem do solvente.

5.1.2.1 Sitio Sudlow |

Os resultados dos estudos de docking molecular para o sitio Sudlow |
indicam que o corante RB possui afinidade a essa regido, como podemos
verificar na Figura 24. O conférmero do corante RB na interagdo com a estrutura

da proteina HSA, obteve um valor energético de -2,34 kcal.mol2.
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\

Figura 24. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio
Sudlow | da proteina HSA.

Os estudos das provaveis interacdes que esse conformero RB realiza nesse
sitio de ligacao, foi realizado primeiramente no software DS. Na Figura 25a
observamos que o corante RB faz 1 ligacao de hidrogénio (LH), sendo uma entre
0 atomo oxigénio (O5) do RB ao atomo hidrogénio (HZ1) do aminoécido lisina
195, e este possui um distanciamento de 1,77 A.

As outras interagdes podemos visualizar na Figura 25b, sendo que 2 séo de
Van der Waals (vdw) e 4 séo intera¢gfes . As vdw ocorrem ente o &tomo de cloro
(CI3) pertencente ao corante, até ao atomo de hidrogénio (HH22) do aminoacido
arginina 222, na qual este possui um distanciamento de 2,39 A. A segunda
interacdo de vdw ocorre entre o0 &tomo de iodo (11) do RB ao atomo de hidrogénio
do aminoécido valina 293, com um distanciamento de 2,50 A. E as interacdes n
ocorrem em: Lys195:NZ-RB (3,50 A), Lys199:HZ1-RB (2,40 A), RB:I3-Lys199
(3,63 A) e RB-Lys195 (3,83 A).
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b)

Val293 250 -

Lys195

Figura 25. Mapa de interacdo do conférmero RB ao sitio Sudlow | da proteina

HSA com a distancia em A. a) Interag&o LH, b) Interacdes vdw e .

Com os resultados e andlises dos estudos de interacfes obtidas pelo
software DS foi necessario averiguar se estas possuem carater atrativa e/ou
repulsiva. Desse modo, realizou estudos utilizando o software NClplot.

Os resultados do NClplot estdo representadas na Figura 26, e nos revelam
que a interagéo de LH com o aminodcido lisina 195 (1,77 A) possui um carater
atrativa (coloracdo azulada), indicando que essa interacéo auxilia na formacao

do complexo.
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Com relacao as outras interacdes encontradas no software DS (Figura 25b)
havia um equilibrio entre as forcas atrativas e repulsivas nos resultados pelo
software NClplot, resultando entdo que as interacdes n (aminoacidos lisina 195
e lisina 199), juntamente com a interagdo de vdw (amino&cido arginina 222) nao

auxiliam na formagao do complexo.

Lys195,
Figura 26. Resultados do NClplot da interacdo entre 0 RB ao aminoacido lisina
195 do sitio Sudlow | obtidos pelo estudo de docking molecular no software

Autodock, com a distancia em A.

5.1.2.2 Sitio Sudlow Il

Os estudos para o sitio Sudlow Il nos mostraram que o corante RB possui
baixa afinidade a essa regido. As 100 corridas realizadas no estudo nos mostram
gue os valores energéticos estao dispersos, na qual variam de -1,80 kcal/mol até
525,54 kcal/mol (Figura 27).
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Figura 27. Resultados energéticos (kcal/mol) dos conformeros obtidos nos

estudos de docking cego.

Realizou também uma analise das poses dos conférmeros obtidos nesse
estudo, desse modo podemos observar que estes ficaram dispersos em 3
regibes na regido do subdominio IlIA, como demonstrado na Figura 28.

Figura 28. Poses dos conférmeros obtidos no estudo de docking ao sitio de
Sudlow II.

5.1.2.3 Sitio FAl
Os resultados de docking molecular realizados para o sitio FA1, localizado
no subdominio IB, indicam que o corante RB possui afinidades a essa regiao

(Figura 29), e o seu valor energético foi calculado em — 2,26 kcal.mol2.
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Figura 29. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio FA1

da proteina HSA.

Com o auxilio do software DS, realizou as analises das provaveis interacées
gue possam estar ocorrendo entre o RB a proteina HSA. Desse modo, na Figura
30a observamos que h& 4 interacbes de LH, sendo duas ocorrendo com o
aminoacido arginina 114, entre os atomos hidrogénio (HE) do aminoéacido ao
atomo oxigénio (O1) do corante, a segunda interacdo é entre o atomo de
hidrogénio (HH21) da arginina ao atomo oxigénio (O1) do RB, e estas duas
interacdes possuem um distanciamento de 2,16 A e 1,88 A.

As duas outras intera¢des de LH ocorrem entre os aminoacidos arginina 117
e leucina 182. Na arginina ocorre uma interacao entre o &tomo hidrogénio (HH12)
ao atomo oxigénio (O5) do ligante, e este possui um distanciamento de 2,37 A.
E a ultima interacdo ocorre entre 0 atomo de oxigénio da Leul82 ao atomo de
hidrogénio (H2) do RB, com um distanciamento de 2,15 A.

Na Figura 30b observamos que outras interacdes estdo ocorrendo na
formacdo desse complexo a esse sitio de ligagdo. Ha duas interacdes de vdw
ocorrendo no mesmo aminoacido arginina 117, assim, a primeira interacdo é
entre o atomo hidrogénio (HN) deste aminoacido, ao atomo iodo (I11) do corante
que possui um distanciamento de 2,45 A. A segunda interac&o é entre o a&tomo
hidrogénio (HH11) do mesmo aminoacido ao atomo de cloro (Cl1) do RB, e este
possui um distanciamento de 1,93 A.

Na mesma imagem ha ainda 3 interagdes &, e estas ocorrem entre o corante

RB aos aminoacidos lisina 190, isoleucina 142 e arginina 186. A interagdo com
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a Lys190 ocorre entre o &tomo iodo (I13) do corante, e este possui um
distanciamento de 3,57 A. E 0 aminoécido lle142 esta interagindo com o atomo
iodo (14) do RB, a esta interacdo ha um distanciamento de 3,55 A. J& com o
aminoacido Argl186 ha uma interagcdo com um dos anéis aromaticos do ligante,

e esta possui um distanciamento de 3,91 A.

b)

Lys190

Figura 30. Mapa de interacdo do conférmero RB ao sitio FA1 da proteina HSA,

com o distanciamento em A. a) Interag&o LH, b) Interagdes vdw e .

No software NClplot foram constatadas apenas duas interacdes ocorrendo
na formacao do complexo. Na Figura 31 podemos observar que ha apenas uma
interacdo do tipo LH que esta ocorrendo entre o &tomo de oxigénio (O1) do
corante ao atomo de hidrogénio do aminoacido arginina 114, e que apresenta
um distanciamento de 1,88 A.

A segunda interacéo € do tipo vdw, e esta ocorre entre os a&tomos de cloro
(Cl1) do RB ao atomo de hidrogénio do aminoacido arginina 117, com um
distanciamento de 1,93 A.

Os outros aminoéacidos (llel42, Leul82, Argl86 e Lys190) que estdo
representados na Figura 30 também foram analisadas no software NClplot, e
averiguou que eles ndo possuem uma interagdo de carater atrativo, desse modo

esses aminoacidos nédo auxiliam na formagao do complexo.



65

Figura 31. Resultados do NClplot da interacdo entre 0 RB aos aminoacidos do
sitio FA1 obtidos pelo estudo de docking molecular no software Autodock, com

distanciamento em A. a) Arginina 114. b) Arginina 117.

5.1.2.4 Sitio FA6

No sitio FA6 podemos observar na Figura 32 que 0 corante interage na
proteina HSA, e esta interagdo ocorre em uma das entradas do sitio de ligagao.
Para essa regido a formacédo do complexo obteve um valor energético de — 3,25

kcal.mol1.

Figura 32. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio FA6

da proteina HSA.

Na Figura 33 podemos observar que o corante RB faz duas intera¢des LH
no sitio FA6, sendo que uma das interacfes ocorre entre o atomo oxigénio (OE1)
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do aminoécido &cido glutamico 208 ao atomo de hidrogénio (H2) do corante, e
este possui um distanciamento de 2,28 A. A outra intera¢&o ocorre entre 0 &tomo
de hidrogénio (HG1) do aminoéacido treonina 243 ao atomo de oxigénio (O5) do
RB, sendo que o distanciamento dessa interacdo é de 2,88 A.

As interacdes n também estdo presentes na formacdo desse complexo, e
podem ser observadas na Figura 33b. Na imagem podemos analisar que ha duas
interacdes do tipo n, sendo que uma acontece entre a estrutura do aminoacido
glicina 207 a estrutura do corante, e apresenta um distanciamento de 3,54 A. Ja
a outra, ocorre entre a treonina 243 a estrutura do RB, com um distanciamento
de 3,58 A.

a)

Glu208

Figura 33. Mapa de interacdo do conférmero RB ao sitio FA6 da proteina HSA,

com distanciamento em A. a) Interag&o LH, b) Interacées .

Para analisar se as interacdes obtidas pelo software DS s&o atrativas ou
repulsivas, analisou-se os resultados com o software NClplot (Figura 34)
ocorrendo apenas uma unica interagcao atrativa, sendo esta entre o corante RB
e o0 acido glutamico 208 (LH), e com uma distancia de 2,28 A.

As interagfes n que foram encontradas na analise com o software DS, foram
classificadas como interacdes que ndo auxiliam na formacdo do complexo RB-

HSA, pois estas ndo obtiveram uma isosurface atrativa (cor azulada).
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Figura 34. Resultados do NClplot da interacdo entre 0 RB ao aminoacido acido
glutdmico 208 do sitio FAB, obtido pelo estudo de docking molecular no software

Autodock, com distanciamento em A.

5.1.3 Software GOLD 5.5

No software GOLD o calculo dos valores energéticos dos conférmeros
obtidos em cada andlise foram baseados na funcao de ajuste GoldScore, que é
calculado pela Equacao 8. Onde o S(hb_ext) representa a energia da LH da
proteina-ligante, S(vdw_ext) a energia das interacdes de vdw da proteina-
ligante, e S(int) e uma penalidade para n&o incentivar as interagdes internas do
ligante (CAMBRIDGE CRYSTALLOGRAPHIC DATA CENTRE SOFTWARE,
2019; SOUZA et al., 2019).

Funcao de ajuste = S(hb_ext) + 1,3750xS(vdw_ext) + S(int) (8)

5.1.3.1 Selecao da estrutura da proteina HSA

Os estudos de docking molecular utilizando o software GOLD necessita que
a estrutura cristalografica da proteina HSA tenha algum ligante ao sitio de ligacéo
que sera estudado. Pois as coordenadas que o ligante possui na proteina &
usada para fornecer ao software GOLD os parametros para o estudo de docking
molecular (Cambridge Crystallographic Data Centre Software, 2019). Assim,
realizou um levantamento de dados ao site PDB e houve a sele¢cédo de algumas

estruturas como demonstradas na Tabela 8.
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A escolha adequada da estrutura cristalogréafica da proteina HSA deve ainda
apresentar uma boa resolucéo, no maximo até 3,5 A, pois de acordo com os
trabalhos de Liu et al. (2017), Nozawa et al. (2017), Schulte et al. (2017) e
Wlodawer et al. (2017), relatam que as resolucdes baixas, em torno de até 3,3 -

3,5 A das proteinas, ocasiona bons resultados.



Tabela 8. Cédigos de PDBs com a localizac&o dos ligantes e valor de resolucao.
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Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio Sitio
FA2 FA1  Sudlow | FA6  Sudlowll  FA5 FA9

PDB LIGANTE Resolugéo (A) A IB A 1B A 1B FENDA

2VUE Bilirrubina 2,42 +

INSU Hemina 1,90 +

2BXE Diflunisal 2,95 + + +

2BX8 Azapropazona 2,70 + +

2BXF Diazepam 2,95 +

2BXI Azapropazona 2,50 + +

2VUF Acido Fusidico 3,05 + +

2BXD Varfarina 3,05 +

41.B9 Etoposideo 2,70 +

1E7A Propofol 2,20 + i

109X Hemina 3,20 +

2BXM Indometacina 2,50 + +

1HK4 Tiroxina 2,40 +

2vDB Naproxeno (S) 2,52 +

418U 9-amino camptotecina 2,01 +

4LB2 Idarubicina 2,80 ++
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Da Tabela 8 foram escolhidas duas estruturas cristalogréficas da proteina
HSA, devido que ndo ha um Uunico codigo de PDB que apresentasse as
estruturas do ligante em todos os sitios ativos que foram estudados. Também
levou-se em conta a ndo presenca de acidos graxos em sua estrutura, pois desse
modo, eliminaria a possivel influéncia deste nos estudos de docking molecular.
Portanto, a escolha se deu pelos codigos PDB 2BX8 e PDB 2BXE.

O PDB 2BX8 (Figura 35a) € uma estrutura cristalografica da HSA, com uma
resolucéo de 2,70 A, e possui as estruturas moleculares de Azapropazona aos
sitios ativos FAl e Sudlow |. Ja o PDB 2BXE (Figura 35b) também é uma
estrutura cristalografica da HSA, porém h& estruturas de Diflunisal aos sitios
Sudlow I, Sudlow Il e FAG.

a)
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Figura 35. Estruturas cristalografica da proteina HSA obtidas no PDB. a) PDB
2BX8 e a representacao da Azapropazona. b) PDB 2BXE e a representacao do

Diflunisal.

Como séo estruturas de diferentes PDBs, ha a necessidade de realizar
estudos para certificar se estas sdo semelhantes, desse modo, realizou-se os
calculos da raiz quadratica do desvio médio (RMSD). Para realizar esse calculo
foi necesséario o manuseio do software Chimera 1.15, e assim determinou que
as estruturas sao semelhantes, pois apresentaram um baixo valor de RMSD de
0,752. Pois de acordo com os trabalhos de Kufareva et al. (2012) e Si et al.,
(2020) o método de RMSD utiliza um mapeamento das estruturas das proteinas,
calculando assim, 0 seu respectivo valor percentual de equivaléncia, e esta,
quando apresenta um valor baixo, em torno de até 3,0 A, é considerado
homologas.

Para certificar melhor sobre a semelhanca das estruturas, a Figura 36 nos
revela que ha a sobreposicdo dos PDBs, e podemos ainda verificar essa
semelhanca na Figura S4, na qual representa o alinhamento das sequencias dos

aminoacidos presentes nas estruturas.
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Figura 36. Sobreposicdo das estruturas PDB 2BX8 e PDB 2BXE realizadas no

software Chimera.

Primeiramente as analises foram realizadas utilizando o PDB 2BX8, assim,
os resultados de docking molecular para essa estrutura serdo aos sitios de
Sudlow | e também ao FAL1. Em seguida, realizou os estudos envolvendo o PDB

2BXE, na qual sdo as andlises dos resultados obtidos aos sitios Sudlow Il e FA6.

5.1.3.2 Sitio Sudlow |

Os estudos de docking molecular para o sitio Sudlow | foi utilizado o PDB
2BX8, e verificou que as melhores condi¢des para o estudo foram com o raio de
6,0 A, ndo havendo a necessidade de alterar os aminoacidos da cadeia lateral
no processo de flexibilizar, protonar ou rotacionar (Figura 37). A formacéo desse

complexo obteve um valor energético de -52,13 kcal.mol™.
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Figura 37. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio

Sudlow | da proteina HSA.

Os estudos para analisar as possiveis interacdes que possam estar
ocorrendo entre o conformero RB a proteina HSA, foi realizado no software DS.
Na Figura 38 verificamos que ha apenas duas interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio tendo o atomo de oxigénio (O3) do RB interagindo com o atomo de
hidrogénio do aminoacido lisina 199, possuindo um distanciamento de 2,21 A. A
segunda interacdo esta entre o atomo de hidrogénio (H1) do corante ao atomo
oxigénio (OE2) do aminoacido acido glutdmico 292, e esta interagdo possui um
distanciamento de 1,86 A. E ainda ha 2 interacdes do tipo m: His242—-RB:CI33
(2.79 A), Ala291:HB-RB (2.28 A).
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Figura 38. Mapa de interacdo do conféormero RB ao sitio Sudlow | da proteina

HSA, com distanciamento em A. a) Interacdo LH, b) Interacées .

E em seguida, verificou se as interacbes encontradas pela analise com o
software DS possuem caracteristicas atrativas ou repulsivas. Entdo recorreu
para os resultados gerados pelo software NCI, e estes foram analisados no
software Visual Molecular Dynamics (VMD).

Na Figura 39 podemos observar que ha interacbes com o0s aminoacidos
lisina 199, acido glutamico 292 e alanina 291, indicando que o0 corante possui
afinidade a essa regido. Sendo que este € um local formado por residuos polares
da subcamara hidrofébica Ic, localizada na entrada do sitio (GHUMAN et al.,
2005; YAMASAKI et al., 1996).

Os resultados do NClplot nos mostram que as interacdes encontradas pelo
software DS, nem todas sao interagdes que possam ocasionar a formacéo do
complexo, pois algumas delas ndo sao classificadas como atrativas, e sim em
interacdes com carater neutro, na qual possuem as forgas atrativas e repulsivas
em equilibrio.

Na Figura 39 observamos que ha apenas trés interacdes para a formacgéo
do complexo, sendo duas interagbes LH e uma interagcado n. A primeira interacéo
de LH ocorre entre o corante a lisina 199 (2,21 A), a segunda ocorre com o
aminoacido acido glutamico 292 (1,86 A) . A outra interac&o é do tipo = com o

amino&cido alanina 291 (2.01 A).
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Ala291 |

Glu292

Figura 39. Resultados do NClplot da interacdo entre o RB aos aminoéacidos do
sitio Sudlow | obtidos pelo estudo de docking molecular no software GOLD, com

distanciamento em A. a) Acido glutamico 292. b) Alanina 291.

5.1.3.3 Sitio FA1

A analise dos resultados das poses e seus respectivos valores energéticos
para o sitio FAL (sitio Il de farmaco), verificou que as melhores condi¢gfes de
estudo foram: raio de 5,0 A sob o ligante, ndo havendo a necessidade de realizar
nenhuma alteracdo nos aminoacidos da cadeia lateral. E o conférmero resultante
desse estudo possui um valor energético de -58,79 kJ.mol, um valor préximo
ao obtido no estudo do sitio Sudlow | (Figura 40).
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Figura 40. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio
FAL da proteina HSA.

Com a Figura 41 podemos analisar que o corante RB possui apenas uma
interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio, entre o &tomo de oxigénio (O4) da
estrutura do corante ao atomo de hidrogénio (HH12) do aminoacido arginina 117,
e esta possui um comprimento de 2,11 A. Podemos ainda identificar 4 interacdes
de vdw: Tyr138:HH-RB:14 (2.48 A), Arg145:HD1-RB:CI33 (2.50 A), Arg186:0—
RB:CI36 (3.15 A), Ser193:HB2-RB:I3 (3.01 A). E por fim podemos verificar que
h& ainda duas interacbes do tipo = com o aminoacido arginina 186 aos anéis
aromaticos do corante RB, e estas apresentam um distanciamento de 3,57A e
3,48A. Ao comparar esse resultado ao sitio Sudlow |, percebemos que houve um
decréscimo da quantidade dessa interagdo, isso acontece devido ao fator desse
sitio ser relativamente aberto (BHATTACHARYA, et al., 2000).



77

Ser193

Tyr138

Figura 41. Mapa de interacdo do conférmero RB ao sitio FA1 da proteina HSA,

com distanciamento em A. a) Interac&o LH, b) Interagdes vdw e .

As interacdes encontradas pelo software DS foram analisadas quanto a seu
carater atrativo ou repulsivo, desse modo, recorreu aos estudos com o software
NClplot.

Na Figura 42 observamos que a quantidade de interacbes encontradas
foram distintas em relacdo as encontradas pelo estudo anterior. Assim, pdde-se
verificar que ha trés interacées de LH com os aminoéacidos arginina 117 (2,12 A),
arginina 145 (2,07 A) e arginina 186 (2,26 A). Na Arg117 ocorre a interacdo com
0 atomo oxigénio (O1) do RB ao &tomo de hidrogénio do amino&cido. Para a
Argl145, verificamos que a interacdo de LH ocorre entre o &tomo de oxigénio (O5)
do corante ao atomo de hidrogénio do arginina. E a Gltima interacdo de LH ocorre
entre o atomo hidrogénio do aminoacido ao atomo de oxigénio (O2) do
conférmero.

Na mesma Figura 42 podemos ainda observar as interacdes de vdw que
estdo ocorrendo com as Argl17 (2,88 A), Tyr138 (2,62 A), Argl45 (2,50 A) e
Arg186 (2,38 A). Na arginina 117 a interac&o ocorre entre o atomo de iodo (I1)
do corante ao atomo de hidrogénio do aminoacido. Na tirosina 138, observamos
que a interacdo ocorre entre 0 atomo de iodo (15) do RB ao atomo de hidrogénio

da Tyrl38. A outra interagdo ocorre entre o atomo de cloro (CI1) do ligante ao
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atomo de hidrogénio da arginina 145. A dltima interagcéo de vdw é entre o &tomo

de cloro (Cl4) do corante Rb ao &tomo de hidrogénio da Arg186.

a) b)

Figura 42. Resultados do NClplot da interacdo entre o RB aos aminoacidos do
sitio FA1 obtidos pelo estudo de docking molecular no software GOLD, com
distanciamento em A. a) Arginina 117. b) Tirosina 138. c) Arginina 145. d)
Arginina 186.

5.1.3.4 Sitio Sudlow I

Os estudos de docking molecular ao sitio Sudlow Il da proteina HSA,
obtiveram resultados nada satisfatorios, mesmo realizando as alteragées dos
provaveis aminoacidos pertencentes as cadeias laterais. Sendo assim,
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observamos que as analises dos valores energéticos obtiveram uma variacao
discrepante entre o maior e o menor valor de energia (

Tabela 9), ocasionando provavelmente um deslocamento da estrutura na
regido de interacdo ou entdo uma variacdo bem significativa do diedro das

estruturas.

Tabela 9. Valores energéticos das dez melhores estruturas de RB obtidas nos
estudos de docking molecular.

Estrutura (n°) Energia (kcal.mol?)
9 42.88
5 35.41
4 35.20
10 32.45
1 30.54
6 29.76
2 19.88
3 6.63
8 0.52
7 -0.96

Na Figura 43 podemos verificar que a estrutura do corante RB esta
interagindo na regido do sitio Sudlow Il, localizado no subdominio IlIA, porém as
poses obtidas nos estudos de docking molecular, ndo apresentam uma

semelhanca, ocasionando uma variacdo na coordenacao geométrica (x, y e z).
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Figura 43. Resultados de docking do corante RB ao sitio Sudlow Il da proteina
HSA. a) Conférmeros de RB na proteina HSA. b) Poses dos conférmeros de RB

obtidas nos estudos de docking molecular.

Como as geometrias obtidas no docking molecular apresentaram ser bem
diferentes visualmente, realizou entdo os céalculos dos valores de RMSD no
software DS, utilizando como base de referéncia, o conférmero de menor energia
(Estrutura 4). Observou na Tabela 10, que os valores estédo altos, indicando que
os conférmeros ndo sdo semelhantes. Para comprovar ainda que o0s
confGrmeros apresentam conformagdes estruturais diferentes, realizou os
calculos do diedro de cada composto no software DS, sendo assim, na mesma
tabela observamos que esses valores sdo bem distintos entre eles, justificando

mais uma vez que os conférmeros obtidos séo distintos.
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Tabela 10. Valores de RMSD e Diedro dos resultados obtidos nos estudos de

docking molecular das estruturas de RB.

Estrutura (n°) RMSD Diedro (°)
3 5,7739 +63,33
9 5,8273 -98,88
8 5,2844 -99,87
7 5,2525 +83,21
10 5,7699 +75,70
2 2,6011 +71,90
6 5,7811 -104,61
5 5,7133 +72,93
1 0,5951 -98,95
4 . +73,06

De acordo com os resultados analisados para o sitio Sudlow I, podemos
concluir que o corante RB nao possui afinidade a essa regido, pois nao se obteve
uma coeréncia dos resultados energéticos e das imagens estruturais do ligante.
A justificativa para os resultados obtidos esta relacionada ao fato do PDB 2BXI
possui um grupo acido graxo de menor volume que o RB, complexado ao sitio
de Sudlow Il. Sendo assim, realizou-se o estudo de docking molecular
comparativo, portanto com o auxilio da Tabela 8 escolheu outra proteina
cristalografica.

O PDB escolhido para realizar esse estudo comparativo foi o 2BXF, na qual
possui a molécula de Diazepam no sitio Sudlow Il da proteina HSA. A escolha
desse PDB para realizar o estudo comparativo ao sitio Sudlow Il se deve a
alguns fatores como: apresentar uma resolucédo proxima dos PDBs utilizados
anteriormente (2,5 A); e também as dimensdes da estrutura do ligante ser um
pouco maior que o Diflunisal, mas ainda € um pouco menor que a estrutura do

corante RB.
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Figura 44. Representacao da estrutura cristalografica da proteina HSA obtidas

no PDB de codigo 2BXF, e a representacao do ligante Diazepam.

Verificou se as estruturas sdo semelhantes, assim, realizou os estudos de
RMSD. Inicialmente realizou a sobreposicdo das estruturas cristalograficas de
HSA (PDB 2BXE e PDB 2BXF) no software Chimera (Figura 45), e depois, no
mesmo software, obteve o resultado do célculo de RMSD em 0,772 A. O valor
de RMSD indica que as duas estruturas sao semelhantes, como também
podemos comprovar com o alinhamento das sequencias dos aminoacidos
presentes nas estruturas (Figura S7). Portanto, podé-se realizar os estudos de
docking molecular com a estrutura PDB 2BXF e comparar com 0s resultados
obtidos ao PDB 2BXE.

[
d\‘. PDB 2BXF

PDB 2BXE

Figura 45. Sobreposicdo das estruturas HSA do PDB 2BXE ao PDB 2BXF.
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Os resultados dos estudos de docking para essa proteina cristalografica
apresentou o0 mesmo comportamento dos estudos com o PDB 2BXE, havendo
desse modo a mesma discrepancia na variacado dos valores energéticos, na qual

podemos observar na Tabela 11.

Tabela 11. Valores energéticos das dez melhores estruturas de RB obtidas nos
estudos de docking molecular para a estrutura PDB 2BXF.

Estruturas (n°) Energia (kcal.mol?)
7 57,84
55,82
28,25
27,95
17,18
0
0
-15,04
-64,08
-74,17
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Na Figura 46 observamos que os resultados obtidos da estrutura RB no
docking molecular ficaram parecidos com as imagens analisadas nos estudos
com o PDB 2BXE. Sendo assim, com as analises de todos os resultados, tanto
para o 2BXE como 2BXF, podemos concluir que o corante RB de fato ndo possui
afinidade ao sitio Sudlow Il da proteina HSA. Pois de acordo com os resultados
da docking molecular, este ndo conseguiu obter as condi¢bes desejaveis para

podermos interpretar essa possivel afinidade.
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Figura 46. Resultados de docking do corante RB ao sitio Sudlow Il da proteina
HSA, utilizando o PDB 2BXF. a) Conférmeros de RB na proteina HSA. b) Poses
dos conférmeros de RB obtidas nos estudos de docking molecular.

Os resultados obtidos para o sitio Sudlow Il sdo bem diferentes dos obtidos
do sitio Sudlow I, pois ao comparar as duas regides € perceptivel que os sitios
possuem volumes diferentes, sendo que na regido de interacdo do subdominio
[IIA é menor que o do subdominio lIA. Sendo assim, esse sitio possui algumas
propriedades que dificultam que o corante RB possa se interagir a ele, como
possuir a principal regido de interacdo no centro desse sitio, considerada como
uma subcamara hidrofébica de dificil acesso, pois h& a necessidade das cadeias
laterais se movimentarem para que o ligante tenha acesso a essa regiao. Porém
esse sitio possui ainda uma regido polar na sua entrada, localizado proximos aos
aminoacidos Tyr411, Arg410, Lys414 e Ser489 (GHUMAN et al., 2005).

5.1.3.5 Sitio FA6

Os estudos de docking molecular para esse sitio, foram utilizados os
seguintes parametros: raio de interacdo 10 A sob o ligante, e houve a
necessidade de realizar a flexibilizacdo dos aminoéacidos arginina 209, acido

glutamico 354, e asparagina 483.
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Com as andlises dos resultados das poses (Figura 47) e seus respectivos
valores energéticos, verificou que o melhor conférmero para esse sitio de ligacdo

apresenta um valor energético de -67,55 kcal.mol™.

Figura 47. Conférmero RB obtido nos estudos de docking molecular no sitio FA6

da proteina HSA.

Os estudos para analisar as possiveis interagcdes que possam estar ocorrendo entre o conférmero

RB & proteina HSA, foi realizado no software DS. Na Figura 48Figura 48. Mapa de interacao
do conférmero RB ao sitio FA6 da proteina HSA, com distanciamento em A. a)
Interacdo LH, e interacdo entre o atomo de hidrogénio ao atomo iodo, b)
Interacoes =.

a verificamos que h& 3 interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio, sendo que
uma ocorre entre o atomo de oxigénio (O2) do RB ao atomo hidrogénio (HE) do
aminodacido arginina 209, e este possui um distanciamento de 1,48 A. A segunda
interacao esta entre o &tomo de oxigénio (O1) do corante ao atomo hidrogénio
(HZ1) do aminoécido lisina 351, e esta interacdo possui um distanciamento de
1,58 A. A terceira interagdo encontramos entre o atomo hidrogénio (H49) do
corante ao atomo oxigénio (OD2) da asparagina 324, e este apresenta um
distanciamento de 1,97 A. Ha também uma interac&o entre o atomo de iodo (12),
pertencente a estrutura do RB, ao atomo de hidrogénio (HH1) do aminoacido
arginina 209, com um distanciamento de 2,40 A.

Na Figura 48b ainda podemos visualizar que ha ainda 2 outras interacoes,
sendo que o aminoacido lisina 351 realiza duas interacbes = com o corante RB,

e estes apresentam um distanciamento de 2,78 A e 2,41 A.
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Figura 48. Mapa de interagdo do conférmero RB ao sitio FA6 da proteina HSA,
com distanciamento em A. a) Interacdo LH, e interacdo entre o atomo de

hidrogénio ao atomo iodo, b) Interacdes .

Os estudos com o software NClplot podemos averiguar se as interacfes
encontradas pelo software DS séo atrativas ou repulsivas. Desse modo, realizou
uma comparacao das interacdes que estao ocorrendo na Figura 48 e na Figura
49, e percebemos que ha uma diferenca entre elas, especialmente quando se
trata das interacdes de LH.

Nos estudos das interacdes de LH no software DS mostra que esta
ocorrendo uma interacdo entre o corante ao aminoacido arginina 209, porém
guando se analisa essa interacao no software NClplot, observa-se que esta néo
era atrativa, portanto esse aminoacido ndo auxilia para a formag¢éo do complexo.
Ja a asparagina 324 e lisina 351 sdo aminoacidos que auxiliam na interacao

entre RB a HSA, pois estes possuem as interacdes atrativas.

A Figura 49Figura 49. Resultados do NClplot da interagcdo entre o RB aos
aminoacidos do sitio FA6 obtidos pelo estudo de docking molecular no software
GOLD, com distanciamento em A. a) Asparagina 324. b) Lisina 351.

b consta a outra interacdo que o aminoacido lisina 351 faz no sitio de ligacao
FAG, sendo esta uma interacéo do tipo de vdw, que esta ocorrendo entre o atomo
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de cloro (Cl4) da estrutura do corante ao &tomo de hidrogénio do aminoacido
Lys351.

Figura 49. Resultados do NClplot da interacdo entre 0 RB aos aminoacidos do
sitio FA6 obtidos pelo estudo de docking molecular no software GOLD, com

distanciamento em A. a) Asparagina 324. b) Lisina 351.

5.1.4 Comparando os resultados de docking molecular

Os resultados realizados tanto no software Autodock como no GOLD
podemos observar que o corante RB interage a proteina HSA. E com o auxilio
das Tabela 12 e Tabela 13 observamos que o sitio FA6 € considerado uma
regido preferencial a formacdo do complexo, devido ao seu menor valor
energético correspondente ao seu conférmero. Nos estudos com o software
Autodock, obteve-se um valor energético de — 3,25 kcal.mol2, e com o auxilio do
software GOLD, o valor energético para esse sitio de ligacédo foi de — 67,55
kcal.mol .

Os valores energéticos obtidos nos estudos de docking molecular para os

sitios Sudlow | e FAL, apresentam um comportamento divergente quando
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comparamos o0s resultados obtidos pelos diferentes softwares. No software
Autodock podemos observar que a diferenca energética dos conférmeros € bem
pequena, em torno de 0,08 kcal.mol%, indicando que ndo ha um sitio preferencial
(em relacdo ao Sudlow | e FA1) a formacgéo do complexo.

No software GOLD podemos observar que a diferenca energética € mais
significativa, em torno de 6,66 kcal.mol?l, entre esses dois sitios ativos,
ocasionando desse modo, uma preferéncia do corante RB ao sitio FA1 (-58,79

kcal.mol?) que ao Sudlow | (-52,13 kcal.mol ).

Tabela 12. Resultados obtidos nos estudos de docking molecular utilizando o

software Autodock e NClplot.

- Energia ~
Sitio (Kcal.mol) Interagoes
S“OI"OW -2,34 L.H Lys195 (1,77A)
L.H Argl14 (1,88A)
FA1 -2,26
vdw Argl117 (1,93A)
FAG -3,25 L.H Glu208 (2,28A)

Tabela 13. Resultados obtidos nos estudos de docking molecular utilizando o
software GOLD e NClplot.

Raio Energia
Sitio A (kcal.mol Interagdes
(A) 1)
L.H Lys199 (2,21A); Glu292 (1,86A)
Suol”o"" 6 52,13
vdw Ala291 (2,01A)
Argl117 (2,12A); Arg145 (2,07A); Arg186
L.H
(2,26A)
FA1 5 -58,79
vdw | Ar9117 (2,28A); Tyr138 (2,62A); Arg145
(2,50A); Arg186 (3,15A)
L.H Asp324 (1,97R); Lys351 (2,99A);
FA6 O 67,55
(flex) ’ vdw Lys351 (2,53A)
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Nas tabelas mostram também as intera¢c6es que cada conférmero faz no sitio
de ligacdo, porém, podemos observar que as interagfes ndo sdo semelhantes
nos estudos de docking molecular referentes as duas metodologias. Entao
averiguou e comparou as conformacfes das poses obtidas em cada sitio de

ligacao.

5.1.4.1 Sitio Sudlow |

No sitio Sudlow | os conférmeros obtidos tanto no software Autodock como
Gold possuem uma semelhanca na estrutura dos anéis xantémicos, e também
uma diferenca no anel benzénico, como podemos observar na Figura 50.
Realizei o calculo de RMSD para certificar e reafirmar a simetria desses
confémeros. Sendo que esse estudo foi realizado no software DS ao invés do
software Chimera, pois o software Chimera ndo conseguia calcular o valor de
RMSD devido a estrutura do corante RB ser pequena. Portanto, o valor calculado

é de 1,219 A, indicando que ha uma semelhanca entre as estruturas.

® Conférmero do
software Autodock

PY Conférmero do
software GOLD

Figura 50. Estruturas dos conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular

ao sitio Sudlow | pelos softwares Autodock (roxo) e GOLD (azul).

Na Figura 51 nos mostra que as estruturas do conférmero RB estdo em
localizagbes diferentes no sitio Sudlow I. Porém se recorremos as Figura S1 e
Figura S5 podemos observar que as coordenadas estdo diferentes, porém nao
podemos realizar essa comparagdo, devido que as coordenadas da proteina

como um todo séo diferentes, devido que os PDBs sao diferentes, ocasionando
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assim uma impossibilidade em comparar as coordenadas dos conférmeros
adequadamente.

Como as coordenadas obtidas de cada conférmero impossibilidade realizar
um estudo adequado, recorremos as analises visualmente das poses das
estruturas de RB. Podemos observar que a estrutura obtida nos estudos com o
software Autodock estd numa posi¢cdo bem préxima a entrada do sitio Sudlow |,
uma regido considerada polar, classificada como Ic. Essa regido esta localizada
a frente do sitio Sudlow I, entre os aminoacidos lisina 199, fenilalanina 211,
triptofano 214, alanina 215, arginina 218 e leucina 238 (ABBOUD et al., 2017,
GHUMAN et al., 2005).

Ja o conférmero obtido pelo software GOLD, esta localizado huma regido um
pouco mais interna, porém ainda continua ha mesma regiao hidrofébica no sitio
de ligacao, localizada na subcamera Ic. Ocasionando desse modo os diferentes
aminoacidos quando fazemos as analises de interacdo entre o corante a HSA,

como demonstrado nas Tabela 12 e Tabela 13.

a) b)

&
.«*ﬁ;“

Figura 51. Conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular no sitio
Sudlow | da proteina HSA, e a localizagcdo dos aminoacidos (amarelo): Lys199,
Phe211, Trp214, Ala215, Arg218 e Leu238. a) softwares Autodock (roxo). b)
software GOLD (azul).
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5.1.4.2 Sitio Sudlow Il

Os estudos de docking molecular para essa regido de Sudlow I, tanto para
com o software Autodock como no GOLD, obtiveram os mesmos resultados.
Indicando que a esse sitio de ligacdo o corante RB possui baixa afinidade.

Essa afirmacgéo se deve ao fato das analises dos valores energéticos e das
poses obtidas nos estudos de docking molecular. Nos resultados energéticos
correspondentes aos conférmeros, pode-se verificar que estes estdo variando
com uma grande escala. Ja em relacdo as poses, estes estdo bem distribuidos
no sitio de ligacdo, ocasionando assim a dispersdao dos confébrmeros no
subdominio IlIA.

5.1.4.3 Sitio FA1

Na Figura 52 observamos que as estruturas dos conférmeros estao
semelhantes, tanto nos anéis xantémicos como no anel benzénico. Mesmo por
apresentar essa semelhanca visual, realizou a andlise por RMSD, e a este
calculo obteve-se um valor de 1,042, indicando entdo que estes conférmeros

apresentam uma semelhanca.

® Conférmero do
software Autodock

® Conférmero do
software GOLD

Figura 52. Estruturas dos conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular

ao sitio FA1 pelos softwares Autodock (roxo) e GOLD (azul).

Quando realizamos as andlises visualmente da pose dos conférmeros
obtidos nos dois softwares, observamos que as estruturas de RB interagem na

HSA em regides semelhantes, localizada na entrada do sitio FALl. Porém os
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conférmeros ndo apresentam a mesma as mesmas interacdes como visto
anteriormente, devido que as estruturas obtidas nos softwares estdo posicdes

invertidas.

Figura 53. Conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular no sitio FA1

da proteina HSA. a) softwares Autodock (roxo). b) software GOLD (azul).

5.1.4.3 Sitio FA6

Os conférmeros obtidos dos estudos com os softwares Autodock e GOLD
podemos observar que sdo visualmente semelhantes, tanto nos anéis
xantémicos como o anel benzénico. Porém uma parte que ira se diferenciar uma
da outra é a rotagdo do grupo carboxilico. Recorrendo aos calculos de RMSD,
obtemos um valor de 1,123 A, esse resultado indica que as estruturas possuem

semelhancas.
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® Conférmero do
software Autodock

& Conférmero do
@

software GOLD

Figura 54. Estruturas dos conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular

ao sitio FA6 pelos softwares Autodock (roxo) e GOLD (azul).

Mesmo os conférmeros apresentarem um grau de semelhanca, podemos
verificar na Figura 55 que estes ndo estdo na mesma localizacdo nos
subdominios IIA e 1IB.

A estrutura obtida nos estudos com o software Autodock estd bem préximo
ao sitio de Sudlow I, e ainda se localiza ao extremo oposto ao encontrado para
o software GOLD. Assim as interacdes encontradas para cada conférmero, como
estdo demonstradas nas Tabela 12 e Tabela 13, possuirem diferentes interaces

com diferentes aminoacidos.

a) b)
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Figura 55. Conférmeros obtidos nos estudos de docking molecular no sitio FA6

da proteina HSA. a) softwares Autodock (roxo). b) software GOLD (azul).

5.2 Constante de associagao

5.2.1 Variando a Concentracdo da Rosa de Bengala

No experimento para verificar se ha interacdo da RB na HSA,
analisou os resultados obtidos no equipamento de UV-visivel, verificou que a
fluoresceina possui um comprimento de onda maxima em torno de 549 nm. E
guando adiciona-se a proteina observa-se um deslocamento do comprimento de
onda no sentido batocrébmico (A = 563 nm), como demonstrado na
Figura 56Figura 56. Espectros de absorbancia no visivel. (a) linhas continuas -
corante RB (2,5 a 12,5 ymol.L-1). (b) linhas tracejadas — RB com HSA ([RB] =
2,5a 12,5 ymol.L-1).

- ®)

Absorbancia (uA)

o RB
. %]2,5-12,5 pmol.L*

T T T T T B
480 500 520 540 560 580 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 56. Espectros de absorbancia no visivel. (a) linhas continuas - corante RB
(2,5 a 12,5 ymol.L1). (b) linhas tracejadas — RB com HSA ([RB] = 2,5 a 12,5
pumol.L 1),

Na Figura 57 observamos que quando adicionamos pequenas
concentracbes da proteina, ha um deslocamento do comprimento de onda
maxima para o 563 nm, como esperado; e ainda foi verificado que o estado de
saturacdo, na qual interpretamos que todo o ligante esteja interagindo com a
proteina, foi alcancada quando obteve uma concentracdo em torno de 2,5

umol.L* de HSA, sendo que havia inicialmente 10 ymol.L* do corante RB.
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Figura 57. Espectro de UV-vis do RB com a adicdo da proteina HSA (0 a 6 uL).

Com os resultados dos espectros de UV-vis foi possivel entdo realizar os
calculos necessérios para determinar o valor da constante de associacdo do
corante a proteina. Porém ha a necessidade antes de realizar uma plotagem de
um grafico na qual envolve os valores inversos da absorbancia (1/AA) por o
inverso da concentragcdo da proteina que foi adicionada (1/[HSA]), como

demonstrado na Figura 58.
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Figura 58. Grafico para determinar o valor da constante de associagéo entre o

corante RB a proteina HSA.

Esse experimento foi realizado em triplicata para obter uma precisdo dos
resultados, sendo assim, utilizando os valores correspondentes dos coeficientes
angulares e lineares obtidos na Figura 58, e correlacionar com a equacao de
Benesi-Hildebrand, conseguimos determinar os valores da constante de
associacdo entre o corante a proteina que ficou em torno de 3,90 + 0,08 (x10°)

mol.L, sendo que os restantes dos valores estdo demonstrados na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores dos desvios padrdes, constantes de ligacdo e a média da

interacdo da RB com HSA.

R? Coef. Linear Coef. Angular  Ka (mol.L?) Ka (mol.L?)

09910 1,323+0,088 3,414+0,079  387x10
5
09937 1,214+0,101  3,187+0,076  455x10 (3,90 %0,08) x10

09914 1,297 +0,089 3,228+ 0,066  470x10°

Com essas andlises iniciais podemos verificar que o corante RB interage
com a proteina HSA, essa caracteristica € de enorme importancia, pois como
mencionado anteriormente, a HSA é considerada a proteina mais abundante na
corrente sanguinea, e ela possui também a caracteristica de transportar
nutrientes, farmacos e drogas no corpo humano. Entdo ha a necessidade de
compreender melhor como é essa interacdo do corante a proteina,
primeiramente entéo realizou os estudos para determinar em qual sitio de ligagcédo
da HSA esse corante tem maior afinidade, sendo que esse estudo envolve uma
competicdo do corante em relacdo a um farmaco especifico do sitio, a partir dos
resultados, ha a possibilidade de compreender e determinar a afinidade ao sitio

de ligagao.

5.2.2 Determinacao do Sitio de ligacao

A compreenséo da interacdo do ligante a uma proteina albumina envolve um
dos mais importantes tépicos no campo das ciéncias da vida, pois os sitios de
ligagdo provém informagdes importantes sobre o transporte e metabolismo de
moléculas no corpo humano, podendo assim influenciar na sua farmacocinética
e/ou no seu modo de agao, na qual podem estar envolvidas no surgimento de
efeitos colaterais indesejados ou em até na reducéo de toxicidade (GUIZADO,
2008; SANCHES, 2016).

Os estudos experimentais envolveram a utilizagdo de farmacos especificos
de cada sitio (I, Il e Ill) como demonstrado na Tabela 15, e assim determinar o
valor da constante de associacéo do corante a proteina sob a influéncia desses
farmacos, e desse modo, averiguar a partir dos resultados a possivel regido que

0 corante possui maior afinidade na proteina HSA.



97

Tabela 15. Ligantes especificos de cada sitio de ligagdo na proteina HSA.

SITIO Composto Formula Molecular
I Varfarina C19H1604
Ibuprofeno Ci3H1802
Il Diflunisal C13HsF203
Diazepam C16H13CIN20
Digitoxina C41H64013
! Biliverdina C33H34N40s6
Todos Ac. Linoleico Ci18H3202

5.2.2.1 Sitio Sudlow |

5.2.2.1.1 Varfarina

O experimento de competicdo ao sitio Sudlow | com o farmaco Varfarina
observou que os resultados de UV-vis ficaram bem parecidos com os obtidos
apenas com o corante e a proteina, aparentando que com a presenca desse

farmaco, nao teve uma influéncia na interacéo do RB a HSA, como demonstrado
na Figura 59.

a) b)

[y
o
I
[y
o
I

o
©
1
o
©

o

=
o
=

\ HSA
\'0-6 umol.L*

o
IS
1

Absorbancia (uA)
o
&

Absorbancia (uA)

o
N}
h

0.2

o
o

T T T T T T = 0.0-4— T T T T T
480 500 520 540 560 580 600 480 500 520 540 560 580 600

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 59. Espectros de absorbéncia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 umol.L™. a) Interacéo do corante RB a proteina HSA. b) Interacéo

do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Varfarina.
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Portanto determinou o valor da constante de associagcdo dessa interacéo
utilizando a equacgédo de Benesi-Hildebrand, porém para se obter esse valor, ha
a necessidade de determinar graficamente uma relacdo de AA™! por
[PROTEINA]™!, como demonstrado na Figura 60, na qual podemos visualizar
que h& uma diferenca entre os experimentos com e sem a influéncia do farmaco
Varfarina, sendo que este ndo era perceptivel nas analises obidos dos graficos
espectrais de Uv-vis.
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Figura 60. Gréfico da relagdo de AA? por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Varfarina (azul)

e sem farmaco (vermelho).

Na Figura 60 podemos ainda observar que os valores dos coeficientes da
reta média dos pontos obtidos experimentalmente sdo: coeficiente linear de
0,1520, coeficiente angular de 29,67 e coeficiente de correlacado linear de 0,9966.
Sendo assim, relacionando esses valores com a Equacdo 4, obtemos o
respectivo valor da constante de associacao entre o corante RB a proteina HSA.
Porém como as analises foram realizadas em duplicata, calculou-se entdo o
valor médio do Ka e seu respectivo valor de desvio padrdo na qual podemos
observar na Tabela 16, onde a constante de associacdo meédia dessa interagdo
possui um valor de 1,90 + 0,43 (x10°) mol.L?, sendo que esse valor é menor que
o encontrado nos estudos da interacdo do corante a proteina, recordando que o
valor dessa constante de associacédo é de 3,90 + 0,08 (x10°) mol.L?, portanto

devido a essa queda desse valor, podemos compreender que houve uma
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competicdo entre o farmaco e o corante para se interagir na mesma regido da
proteina, sendo que essa localizacdo € o sitio Sudlow I, pois € a principal regido
de interacdo do farmaco Varfarina na proteina HSA como mencionado

anteriormente.

Tabela 16. Valores das constantes de associacédo entre o corante RB a proteina
HSA sob a influéncia do farmaco Varfarina, com seus respectivos valores de

coeficiente de correlacdo e a média dos valores de Ka com o desvio padrao.

2

R Ka (mol.L) K, (mol.L")
0,9840 1.47x10°
Varfarina 1,90+0,43 (x10%)
0,9888 2.32x10°

Devemos também averiguar o valor da constante de associacdo da Varfarina
no sitio Sudlow | da HSA, pois desse modo se esta possuir um valor muito mais
significativo que o corante, provavelmente o RB terd mais dificuldade para
interagir nessa regido. Sendo assim, no trabalho de Loun et al. (1992)
determinou que a Varfarina possui um valor de Ka em torno de 1,4 a 5,7 x10°
mol.L%, portanto podemos determinar que essa andlise experimental foi
conveniente, devido que os valores das constantes de associacdo tanto do
corante como do farmaco estarem no mesmo intervalo.

Depois de todas as andlises podemos concluir que a Varfarina conseguiu
deslocar o corante do sitio de ligacao da proteina HSA, portanto devido a essa
circunstancia, compreendemos que o RB possui uma afinidade de interagcéo a

essa regido, localizada no subdominio IIA da HSA.

5.2.2.2 Sitio Sudlow Il

5.2.2.2.1 Ibuprofeno

Os estudos de competicdo de sitio utilizando o farmaco Ibuprofeno podem ser visualizados nos

espectros de UV-vis na Figura 61Figura 61. Espectros de absorbancia no visivel
variando as concentragdes de HSA de 0 a 6,0 umol.L-1. a) Interacdo do corante
RB a proteina HSA. b) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia

do farmaco Ibuprofeno.



100

b, na qual apresentou um comportamento um pouco diferente quando
comparado aos estudos realizados apenas com o corante RB a proteina HSA
(Figura 61a). Podemos notar que o estado de saturacdo da Figura 61b né&o
apresenta o0 mesmo valor de absorbancia maximo da primeira amostra (sem a
influéncia da proteina), porém ao comparamos o espectro referente apenas do
corante (primeira curva) de ambos os resultados, verificamos que a mesma
analise para a mesma amostra ndo possuem o mesmo valor de absorbancia
maximo, sendo assim, provavelmente a analise referente ao RB na Figura 61b

tenha algum erro experimental.
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Figura 61. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracfes de

HSA de 0 a 6,0 umol.L?. a) Interagdo do corante RB a proteina HSA. b) Interagédo

do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Ibuprofeno.

Para averiguar se o corante RB interage ao sitio Sudlow Il da HSA, realizou
os estudos utilizando a equacdo de Benesi-Hildebrand, portanto a partir dos
resultados obtidos na Figura 61b plotou-se um grafico de AA™! por
[PROTEINA]~!, como demonstrado na Figura 62, na qual podemos visualizar
que h& uma diferenca entre os experimentos com e sem a influéncia do farmaco
Ibuprofeno, sendo assim o valor de Ka obtido experimentalmente sob a influéncia
do farmaco foi de 1,35 + 0,42 (x10° mol.Lt, um valor abaixo ao obtido dos
experimentos utilizando apenas o ligante RB com a proteina HSA (Ka = 3,90 +
0,08 x 10° mol.L1).
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Figura 62. Grafico da relagdo de AA® por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de lbuprofeno

(verde) e sem farmaco (vermelho).

Essa reducdo do valor da constante de associacao indica que houve uma
competicao da regido onde o Ibuprofeno possui afinidade, sendo que ha estudos
como Shen et al. (2017) e Yeggoni et al. (2014) que indicam que esse farmaco
interage principalmente na regido do subdominio IIIA da HSA, porém se
compararmos com os estudos de docking molecular realizados anteriormente,
verificamos que o corante RB n&o possui afinidade a essa regidao. Entretanto nos
estudos de Ghuman et al. (2005) (Figura 63) observamos que esse farmaco
possui uma segunda afinidade numa outra regido, o sitio FA6. Desse modo,
podemos supor que esse abaixamento do valor da constante de associagao sob
a influéncia do Ibuprofeno se deve ao fato desse ligante possuir outras
localizagGes de afinidades na proteina HSA.
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Figura 63. Sitios preferenciais de ligacéo de alguns farmacos (Fonte: GHUMAN
et al., 2005 -modificado).

Com essa nova andlise dos resultados experimentais temos que certificar se
0 corante possa ou néo ter alguma afinidade a regido do Sudlow II, assim, repetiu
o experimento utilizando outros farmacos: Diflunisal e Diazepam. Portanto de
acordo com o trabalho de Ghuman et al. (2005), os estudos envolvendo o
Diflunisal devem obter o mesmo resultado que o lIbuprofeno, pois os dois
possuem as mesmas regides de interacdes (sitios Sudlow I, Sudlow Il e FA6), ja
nos estudos envolvendo o Diazepam provavelmente deva obter resultados
diferentes, pois este possui apenas a interacdo ao sitio Sudlow Il da proteina
HSA.

5.2.2.2.2 Diflunisal

Na Figura 64 podemos comparar os resultados obtidos de espectro de UV-vis dos farmacos
(Ibuprofeno e Diflunisal) com o experimento de RBnativa, Na qual este é considerado sem a influéncia
de nenhum farmaco. Ao realizar uma comparagdo entre os resultados da RBnativa (Figura

64Figura 64. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 ymol.L-1. a) Interagdo do corante RB a proteina HSA. b)
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Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Ibuprofeno.
¢) Interacao do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Diflunisal.

a) com a influéncia do Diflunisal (Figura 64c), observamos que ha um
comportamento diferente entre eles, principalmente na regido de Amax de 550 nm,
na qual é referente ao resultado apenas do corante RB sem a presenca de
proteina, sendo que esse comportamento também foi visto nos estudos sob a
influéncia do Ibuprofeno.

Podemos observar também que o comportamento do corante RB sob a
influencia do Diflunisal (Figura 64c) esta bem parecido com os resultados obtidos
anteriormente com o farmaco Ibuprofeno (Figura 64b), porém ha a necessidade
de realizar os estudos mais precisos como a determinag&o do valor da constante
de associacdo, para verificar se os comportamentos sob a influéncia desses

farmacos sao parecidos.
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Figura 64. Espectros de absorbéncia no visivel variando as concentracdes de

HSA de 0 a 6,0 umol.L™. a) Interacéo do corante RB a proteina HSA. b) Interagéo
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do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Ibuprofeno. c)
Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Diflunisal.

Para a determinacéo do valor da constante de associacao foi necessario a
utilizacdo da equacdo de Benesi-Hildebrand (Equacdo 4), porém houve a
necessidade de montar um gréafico de AA por [HSA], como demonstrado na
Figura 65. E assim determinamos que o valor da constante de associacao do
Diflunisal é de 0,86 + 0,06 (x10°) mol.L%, um valor abaixo da interacdo do corante
a proteina (Ka = 3,90 + 0,08 x 10° mol.L ), e bem préximo ao valor obtido sob a
influéncia do farmaco lbuprofeno (Ka = 35 + 0,42 x10° mol.L%).
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Figura 65. Grafico da relagdo de AA* por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Diflunisal (roxo),

Ibuprofeno (verde) e sem farmaco (vermelho).

O resultado obtido do valor do Ka entre corante RB a HSA sob a influéncia
do Diflunisal, indica que na presenca desse farmaco, o corante teve uma
dificuldade em interagir na proteina, ocasionando desse modo um abaixamento
do valor da constante de associacdo. Esse mesmo comportamento de
competicdo desse sitio de ligacdo (sitio Sudlow II) é vista nos resultados com o
Ibuprofeno, na qual realizamos a hip6tese que essa interagcdo se deva na regiao
do sitio 6 da proteina HSA ao invés do sitio Sudlow I, recordando que nos
resultados de docking molecular o corante ndo possui afinidade ao sitio Sudlow

II, e também de acordo com o trabalho de Ghuman et al., (2005), ambos os
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farmacos Ibuprofeno e Diflunisal, possuem uma segunda regido de interacéo
(sitio FAB).

Apesar dos resultados obtidos tanto com o Ibuprofeno como Diflunisal,
indicam que a hipétese da interacdo do corante RB esteja sendo no sitio FA6 da
proteina HSA esteja correta, h4 a necessidade de realizar o mesmo experimento
com o Diazepam para certificar que essa afirmacao esteja correta e adequada.
5.2.2.2.3 Diazepam

Os resultados de UV-vis da RB sob a influéncia do Diazepam podemos visualizar na Figura 66d e
comparar com os outros resultados j4 obtidos (RBnativa € sob a influéncia dos farmacos Ibuprofeno

e Diflunisal). Quando comparamos com os espectros obtidos no RBnaiva (Figura 66Figura 66.
Espectros de absorbancia no visivel variando as concentragdes de HSA de 0 a
6,0 umol.L-1. a) Interacdo do corante RB a proteina HSA. b) Interacdo do corante
RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco lbuprofeno. c) Interacdo do
corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Diflunisal. d) Interacéo

do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Diazepam.

a) com a Figura 66Figura 66. Espectros de absorbancia no visivel variando as
concentracbes de HSA de 0 a 6,0 umol.L-1. a) Interacdo do corante RB a
proteina HSA. b) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do
farmaco Ibuprofeno. c) Interagéo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia
do farmaco Diflunisal. d) Interacédo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia

do farmaco Diazepam.

d verificamos que houve novamente uma diferenciagdo no Amax em 550 nm, referente a absorcéo da

amostra que possui apenas o corante RB. E quando comparamos com os resultados obtidos dos

experimentos com Ibuprofeno (Figura 66Figura 66. Espectros de absorbancia no
visivel variando as concentracdes de HSA de 0 a 6,0 umol.L-1. a) Interacdo do
corante RB a proteina HSA. b) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a
influéncia do farmaco Ibuprofeno. c) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob
a influéncia do farmaco Diflunisal. d) Interacdo do corante RB a proteina HSA

sob a influéncia do farmaco Diazepam.

b) e Diflunisal (Figura 66Figura 66. Espectros de absorbancia no visivel variando as

concentragbes de HSA de 0 a 6,0 umol.L-1. a) Interacdo do corante RB a
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proteina HSA. b) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do
farmaco Ibuprofeno. c) Interacéo do corante RB & proteina HSA sob a influéncia
do farmaco Diflunisal. d) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia

do farmaco Diazepam.

c) observamos que tiveram um comportamento bem parecido, porém h4 a
necessidade de verificar o valor de Ka para compreender melhor o
comportamento do corante RB na proteina HSA sob a influéncia do Diazepam.
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Figura 66. Espectros de absorbéncia no visivel variando as concentragbes de
HSA de 0 a 6,0 ymol.L-1. a) Interacdo do corante RB a proteina HSA. b)
Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Ibuprofeno.
c) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Diflunisal.

d) Interagdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco
Diazepam.

A determinacdo do valor da constante de associagédo se deu com o auxilio

da equacao de Benesi-Hildebrand (Equacédo 4) na qual ha a necessidade de se
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determinar antes valores dos coeficientes angulares e lineares obtidos num
grafico de AA por [HSA]?, como demonstrado na Figura 67. Sendo assim,
obteve-se o valor de Ka para essa interacéo de 3,05 + 0,53 (x10°%) mol.L-!, uma
constante bem proximo ao obtido no experimento sem a influéncia de qualquer
farmaco (Ka = 3,90 + 0,08 x 10° mol.L™?), portanto diante dessa analise, podemos
compreender que a presencga do Diazepam faz com que o corante RB n&o tenha
nenhuma dificuldade de interagir com a proteina, portanto ndo houve uma
competicdo ao mesmo sitio de ligagao.

Com esse resultado obtido sob a influéncia do Diazepam, podemos certificar
que o decaimento dos valores das constantes de associagdo do corante RB na
proteina referentes aos experimentos da influéncia do Ibuprofeno e Diflunisal, foi
ocasionado no sitio 6, uma segunda regido de interagdo desses farmacos, ao
invés do sitio Sudlow Il, devido que ndo houve um decaimento do valor de Ka
nos experimentos com o Diazepam, na qual é considerado como um farmaco
especifico ao sitio Sudlow Il (KHATUN, et al., 2019).
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Figura 67. Grafico da relagdo de AA™* por [HSA] com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Diazepam
(dourado), Diflunisal (roxo), Ibuprofeno (verde) e sem farmaco (vermelho).
5.2.2.3 Sitio FA1

5.2.2.3.1 Digitoxina

Na Figura 68Figura 68. Espectros de absorbancia no visivel variando as
concentragbes de HSA de 0 a 6,0 ymol.L-1. a) Interacdo do corante RB a
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proteina HSA. b) Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do
farmaco Digitoxina.

b podemos analisar o comportamento do corante RB sob a influéncia do
farmaco Digitoxina, assim verificamos que o estado de saturacéo, localizado no
Amax €m 563nm, possui um valor de absorbancia menor quando comparado com
a primeira analise (Amax em 550nm), na qual este representa apenas a absorcéo
do corante. Quando comparamos esses resultados de UV-vis com 0s espectros
do experimento sem a influéncia de farmaco (Figura 68a) observamos que 0s
graficos resultantes possuem uma diferenca em relacdo aos valores
correspondentes da absorbancia maxima tanto para as analises do corante RB
e também sob a presenca da proteina, isso se justifica além dos erros
experimentais, que provavelmente a presenca da Digitoxina afeta de alguma
forma a interacdo do corante na proteina.
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Figura 68. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracfes de
HSA de 0 a 6,0 umol.L. a) Interagcdo do corante RB a proteina HSA. b) Interacédo
do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Digitoxina.

Ha a necessidade de averiguar com mais precisdo esses resultados de espectroscopia de UV-vis
obtidos. Desse modo, realizou os estudos de determinar o valor da constante de associagao entre

o corante a proteina sob a influéncia da Digitoxina, portanto a partir dos resultados obtidos da

Figura 68b e dos valores das concentragdes de HSA utilizadas nos experimentos, plotou-se um
grafico de AA por [HSA] como demonstrado na Figura 69Figura 69. Grafico da relacéo
de AA-1 por [HSA]! com seus respectivos valores de R2, coeficiente linear e
coeficiente angular sob a influéncia de Digitoxina (azul claro) e sem farmaco

(vermelho).
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. Verificamos que no grafico que o comportamento da reta referente a
Digitoxina esta bem semelhante ao sem farmaco, indicando que provavelmente
que a presenca desse farmaco nao interfira na interacdo do RB a proteina.
Porém ha a necessidade de determinar o valor do Ka, obtido a partir dos valores
dos coeficientes angulares e lineares da reta na Equacao 4, para certificar a

influéncia do farmaco na interagdo do corante na proteina.

8-
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Figura 69. Grafico da relagdo de AA* por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Digitoxina (azul

claro) e sem farmaco (vermelho).

O valor da constante de associacdo do corante RB a proteina HSA sob a
influéncia da Digitoxina é de 2,06 + 0,59 (x10°) mol.L, sendo um valor um pouco
abaixo do registrado sem a influéncia de nenhum farmaco (3,90 + 0,08 x10°
mol.L'1) indicando que o farmaco consegue deslocar o corante da proteina,
ocasionando assim, uma competi¢cao de interagcdo numa certa localizacéo, sendo
que essa regiao € conhecido como sitio FA1, localizada no subdominio IB da
HSA, um local onde a Digitoxina possui uma maior afinidade (MANJUSHREE et
al., 2019).

Como o valor de Ka nao obteve um decaimento muito significativo, entao
propde-se duas hipdteses que possam ter influenciado nesse resultado, sendo
a primeira de que o valor da constante de associagéo da Digitoxina ser menor
gue do RB, assim havera uma pequena dificuldade desse farmaco conseguir

deslocar o corante da proteina. A segunda hipétese seria de que como o sitio
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FALl é considerado uma regido relativamente aberta, e tendo a Digitoxina um
volume menor que o RB (Figura 70), porém a sua geometria € uma cadeia longa,
possivelmente apresenta um comportamento parecido com os acidos graxos
interagindo principalmente com o aminoécido Arg117 (BHATTACHARYA, et al.,
2000), ocasionando assim um baixo deslocamento do corante, devido que esse
farmaco possa estar ou ndo competindo a mesma regido de interacdo com o

corante RB.

a) b)

HO\\\\

Ol
I

Figura 70. Geometria espacial da conformacéo estrutural. a) Rosa de Bengala.

b) Digitoxina.

Para verificar a primeira hipétese foi realizado o estudo envolvendo os
valores das constantes de associacao do farmaco Digitoxina e comparado com
o do corante na proteina obtido experimentalmente. Ao realizar o levantamento
de dados, verificou que no trabalho de Hage et al. (1999) a Digitoxina possui um
valor de Ka de 5,2 + 0,02 x10% mol.L't um valor bem abaixo que o do corante RB
(3,90 + 0,08 x10° mol.Lt), indicando desse modo que esse farmaco apresentara
uma dificuldade em deslocar o corante da proteina, pois de acordo com Peters,
T.J (1996) para realizar esse estudo de deslocamento ha a necessidade de que
os ligantes em estudo apresentam um valor proximo da constante de associacao.

Para averiguacao da segunda hipotese foi necessaria a realizagao da busca
de outro ligante, no qual este apresente um volume e geometria parecidos com
o corante RB, sendo assim, escolheu-se a molécula de Biliverdina (Figura 71)
que apresenta volume de 543,096 A3 e uma éarea superficial de 517,547 A2,
valores bem proximos aos obtidos no RB, tendo um volume de 464,881 A3 e area
de 431,394 A?, sendo que esses resultados foram obtidos com o auxilio do
software DS 20109.
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Figura 71. Estrutura Molecular do farmaco Biliverdina.

5.2.2.3.2 Biliverdina

Os estudos sob a influéncia da Biliverdina podem ser visualizados na Figura 72 e podemos
comparar os resultados da influéncia desse farmaco com os resultados experimentais da interacéo

do corante a proteina sob nenhuma influéncia de algum farmaco. Ao analisarmos melhor a Figura
72Figura 72. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 ymol.L-1. a) Interagcdo do corante RB a proteina HSA. b)
Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Biliverdina.

b, observamos que a presenca da Biliverdina fez com que a linha base dos
espectros de UV-vis tivesse uma pequena elevacdo, sendo que essa
caracteristica ndo foi visualizado em nenhum outro experimento realizado
anteriormente.

Essa alteracdo da linha base dos espectros de UV-vis sob a influéncia da
Biliverdina, fez com que o valor da absorbancia referente ao comprimento de
onda maxima do estado de saturacdo (Amax = 563 nm) se igualasse ao valor
obtido no experimento apenas com o corante (Amax = 550 nm), e assim quando
comparamos 0s espectros com esse farmaco e sem o farmaco, eles aparentam

ter o mesmo valor.

a) b)
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Figura 72. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 umol.L™. a) Interacéo do corante RB a proteina HSA. b) Interagéo
do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Biliverdina.

Para averiguar corretamente se a presenca da Biliverdina houve alguma
alteracdo na interacdo entre o RB a HSA, devemos realizar o célculo para
determinar o valor da constante de associacdo, utilizando desse modo a
Equacédo 4. Entretanto ha a necessidade de realizar antes a plotagem de um
grafico de AA* por [HSA]* como demonstrado na Figura 73, para assim certificar
se a presenca da Biliverdina afeta no comportamento da interacdo do corante na
proteina. O valor de Ka referente a esse experimento de interacdo do corante
RB a proteina HSA sob a influéncia da Biliverdina foi de 8,05 + 0,95 (x10°) mol.L-
1, um valor totalmente diferente dos obtidos nos experimentos anteriores, porém
esse aumento da constante de associacao indica que mais moléculas do corante
RB esta interagindo na proteina HSA, desse modo, a presenca da Biliverdina fez
com que ndo houvesse uma competicdo de sitios como esperado, mas sim

ocorresse o efeito alostérico.
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Figura 73. Gréfico da relacdo de AA™ por [HSA]* com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Biliverdina

(verde claro), Digitoxina (azul claro) e sem farmaco (vermelho).

O Efeito Alostérico € um termo que se refere a capacidade dos ligantes de
alterar a flexibilidade e a estrutura das regides proteicas distantes do local de
ligacdo, possivelmente alterando a atividade biolégica da proteina, mesmo
guando a proteina ndo se desdobra, sendo assim, este ndo pode ser interpretado
em termos e teorias classicas de a¢cdo enzimatica, mas sim como algum tipo de
transicdo molecular, na qual é induzida ou estabilizada na proteina quando se
liga a um ligante alostérico. (MONOD, et al., 1965; SHAO, et al., 2017)

Nas analises realizadas ao sitio FA1 da HSA, observamos que o RB possui
uma afinidade a esse sitio devido aos estudos realizados com a Digitoxina e
também com a docking molecular, porém, nos experimentos sob a influéncia da
Biliverdina, verificamos que ocorreu um efeito alostérico. Com o auxilio dos
estudos de Zsila (2013) observamos que a Biliverdina possui um valor de
constante de associagado (15 x10° a 17 x10° mol.L*) maior que o RB, desse modo
h& uma dificuldade para que o corante consiga se interagir na regido do sitio FA1
da proteina. Porém devido a presenca da Biliverdina no subdominio IB, fez com
gue o RB comecasse a interagir em outras regides da HSA, mas nao foi possivel

determinar quais eram as “novas regides” dessa interagéo.

5.2.2.4 Acido Linoleico

Na Figura 74b podemos visualizar que os espectros de UV-vis sob a
influéncia do Acido Linoleico obteve 0 mesmo comportamento observado com
os farmacos referentes aos sitios | e Il, na qual os valores maximos de absorcao
referentes as curvas de saturacdo, ndo obtiveram o mesmo valor que a analise
com apenas o RB. E quando comparamos 0s espectros referente apenas ao
corante das Figura 74a e Figura 74b observamos que ha uma pequena
diferenca, na qual o segundo experimento possui um valor de absorbancia

maxima maior que o primeiro experimento.

a) b)
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Figura 74. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 umol.L?. a) Interacdo do corante RB a proteina HSA. b) Interagdo

do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Acido Linoleico.

Os estudos para compreender se a presenca do Acido Linoleico interfere na
interagdo do corante na proteina, h4 a necessidade de determinar o valor da
constante de associacao dessa interacao. Sendo assim, primeiramente realizou
a plotagem de um segundo grafico de AAl por [HSA]! como demonstrado na
Figura 75, para entdo com a Equacéo 4 determinar o valor de Ka a partir dos
valores dos coeficientes angulares e lineares obtidos no segundo grafico.
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Figura 75. Grafico da relagdo de AA™! por [HSA]* com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Acido Linoleico

(preto) e sem farmaco (vermelho).

Na Figura 75 observamos que a reta em preto esta um pouco distinta quando

comparada a reta vermelha, porém o valor da constante de associacdo do RB
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sob a influéncia do Acido Linoleico (Ka = 3,23 + 1,34 x10° mol.L'Y), é bem
parecido com o experimento do RB sob nenhuma influéncia de outro ligante (Ka
= 3,90 + 0,08 x10° mol.L!). Desse modo, podemos afirmar que a presenca do
Acido Linoleico néo altera a intera¢&o do RB na proteina, e isso se deve a alguns
fatores, na qual provavelmente pode ser por causa do valor da constante de
associacdo desse ligante ser menor que o do corante, porém ao estudar 0s
trabalhos de Birjandi et al., (2014) e Kemp et al., (2019) averiguamos que o valor
da interacdo do Acido a proteina fica em torno de 9.2 x 10% a 4.3 x 10° mol.L™,
sendo assim, podemos descartar essa hipotese, devido que os valores sédo
préximos. Outro fator que possa ter influenciado nos resultados € em relacédo a
estrutura do &cido, pois apesar de ser longa, € pouco volumosa, podendo
ocasionar entdo a interagao simultanea das duas estruturas, tanto o RB como o
Acido Linoleico, nos mesmos sitios de interagdo da HSA, assim n&o havera a

alteracéo do valor de Ka do corante sob a influéncia desse acido.

5.2.2.5 Sondas especificas de cada sitio com Acido Linoleico

O experimento de interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia
das Sondas especificas de cada sitio (Varfarina, Ibuprofeno e Biliverdina) e com
o Acido Linoleico, denominaremos essa influéncia como “todos os farmacos”.

Na Figura 76c podemos visualizar que os espectros de UV-vis referentes a
influéncia de todos os farmacos possui um comportamento bem semelhante aos
espectros dos estudos sob a influéncia da Biliverdina (Figura 76b), na qual a
linha base teve um pequeno deslocamento quando houve a adicdo das sondas,
portanto essa elevacdo da linha base é referente a presenca da Biliverdina.

A Figura 76 nos auxilia comparar também 0s espectros desse experimento
com os espectros obtidos sob nenhuma influéncia de farmacos (Figura 76a) e
podemos analisar que além do fato haver a alteracdo da linha base, os valores
das absorbancias maximas referentes aos estados saturados e apenas com o
corante, ndo possuem o mesmo valor, como podemos visualizar nos
experimentos com a Varfarina e Ibuprofeno. Desse modo, observamos que os
espectros referentes sob a influéncia de todos os farmacos possuem as
caracteristicas visualizadas nos experimentos relacionadas a cada sonda

realizadas anteriormente.
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Figura 76. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 umol.L™. a) Interacéo do corante RB a proteina HSA. b) Interacéo
do corante RB a proteina HSA sob a influéncia do farmaco Biliverdina. c)
Interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia de todos os farmacos.

A verificacdo para determinar o comportamento do corante sob a influéncia
de todos os farmacos se deu sob os estudos do valor da constante de associagao

desse ligante a proteina HSA, desse modo, ha a necessidade de plotar um
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grafico de AA~* por [PROTEINA]~* como demonstrado na Figura 77, para ent&o
com a Equacgéao 4 determinar o valor de Ka a partir dos valores dos coeficientes

angulares e lineares obtidos nesse grafico.
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Figura 77. Grafico da relagdo de AA* por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia de Todos os

Farmacos (verde esmeralda) e sem farmaco (vermelho).

Analisamos melhor os gréaficos da Figura 76 e Figura 77 observamos que as
retas ndo possuem 0 mesmo 0 comportamento, na qual ha um distanciamento
entre eles, e assim resultando na diferenciacdo dos valores das constantes de
associacao, na qual para os experimentos sob a influéncia de todos os farmacos,
o valor de Ka é 7,33 + 0,59 (x10°) mol.L, enquanto para o experimento sem a
influéncia de nenhum farmaco o valor de Ka é de 3,90 + 0,08 (x10°) mol.L™.
Portanto, esse comportamento nos faz compreender que provavelmente as
caracteristicas obtidas em cada analise experimental das sondas especificas, se
reflitam nos resultados obtidos no experimento sob a influéncia de todos os
farmacos, como a competicdo de sitios (Sudlow | e FAG6), e também o efeito
alostérico pela presenca da Biliverdina. Ou entdo, possa ocorrer que na presenca
de todos os farmacos, o corante comece a ter alguma(s) interacao(des) em
regido(6es) na qual ndo havia essa afinidade, ou em regido(6es) de menor
afinidade(s). Essas hipbéteses sdo sugeridas devido que a constante de
associacdo € uma relacdo da quantidade molar de RB ligado por RB e HSA

iniciais, assim se ha um aumento do valor de Ka, podemos certificar que mais
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estruturas moleculares do corante estéo interagindo na proteina, mesmo tendo
as principais regides (sitios) de interacdes ocupados pelas sondas especificas.
Portanto nos estudos realizados até agora, com o intuito de determinar qual
o sitio preferencial do RB na HSA, percebemos que a sonda interage facilmente
na proteina de estudo (Tabela 17), porém, este ndo possui uma regido
preferencial, sendo que nos sitios nos quais houveram competicao, os valores
da constante de associacdo ficaram bem préximos, indicando que ha uma
afinidade de interacdes nessas regides. E mesmo quando ha a interferéncia de
todas as sondas especificas de cada sitio, foi observado um aumento no valor
de Ka (Tabela 17), indicando que mais conformagdes estruturais do corante

estdo interagindo na proteina.

Tabela 17. Valores da constante de associacao (Ka) do corante RB.

K, (M™)gg SITIO
HSAnatva (3,90 + 0,08)x10°
VARFARINA (2,42 + 0,95)x105 Sudlow |
IBUPROFENO (1,35 + 0,42)x10° Sudlow Il ou FAG*
DIFLUNISAL (0,86 + 0,06)x10° Sudlow Il ou FAG6*
DIAZEPAM (3,05 + 0,53)x10° Sudlow II
DIGITOXINA (2,06 £ 0,59)x10° FAl
BILIVERDINA (8,05 + 0,95)x10° FA1l

AC. LINOLEICO

TODOS

(3,23 + 1,34)x10°

(7,33 + 0,59)x10°
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* Segundo sitio de ligagédo de acordo com o trabalho de Ghuman et al., 2005.

Devido a caracteristica do corante RB se interagir facilmente em véarias
regides da HSA, realizaram-se alguns estudos mais aprofundados como:
Determinagdo da Proporcdo de Ligante na Proteina; Influéncia de Diferentes
Meios Reacionais; e a Investigacdo da Interacdo do Corante em Diferentes
Conformacfes Estruturais da Proteina HSA, sendo que esta representa as

anomalias estruturais da proteina em diferentes enfermidades.

5.3 Proporgéo entre Proteina-Ligante

O experimento de Job’s Plot envolve a alteracdo da relacédo da fragdo molar entre o RB e a proteina,
sendo que a somatdria das duas fragdes tem que ser igual a 1, referente a porcentagem total (100%)

da solug&o resultante. Na Figura 78Figura 78. Resultado do Teste de Job’s Plot do
corante RB na proteina HSA. a) Espectros de absorbancia obtidos no UV-vis. b)
Valores referentes da absorbancia em 563nm referente aos valores das fracdes

molares do corante RB.

aéarepresentacao dos resultados de espectros de absorc¢édo obtidos de cada analise, na qual variou
a concentragdo molar de RB de 1 a 13 pmol.Lt. Podemos visualizar ainda que quando aumenta a
concentragdo da proteina na solucdo resultante ha um deslocamento dos espectros no sentindo

batocrémico, onde o valor maximo de absorgéo tende a um comprimento de onda (A) de 563nm. J&

na Figura 78Figura 78. Resultado do Teste de Job’s Plot do corante RB na
proteina HSA. a) Espectros de absorbancia obtidos no UV-vis. b) Valores
referentes da absorbancia em 563nm referente aos valores das fracdes molares
do corante RB.

b representa um grafico com os valores de absor¢cdo em A= 563nm por fracao
molar do RB, e assim realizar as médias lineares desses pontos, sendo que ha
a necessidade de determinar essa linearidade para os resultados crescentes e
também para os decrescentes, pois desse modo podemos determinar a relacao

da quantidade molar de corante que esteja interagindo em uma proteina.
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Figura 78. Resultado do Teste de Job's Plot do corante RB na proteina HSA. a)
Espectros de absorbéncia obtidos no UV-vis. b) Valores referentes da
absorbancia em 563nm referente aos valores das fracdes molares do corante
RB.

Para determinar a relacdo proporcional da quantidade molar de ligante
interagindo a proteina, primeiramente deve-se verificar a fragdo molar referente
ao RB obtido da interseccéo das semirretas, como demonstrada na Figura 78b,
e este possui entdo o valor de 0,8564, na qual este sera utilizado na Equacao 5
para determinar a quantidade proporcional da sonda interagindo com uma Unica

proteina.

P CL+Cp

(5)

Podemos averiguar que os calculos realizados com a Equacgdo 5 nos
revelam que a relacdo de RB na proteina é de 6:1, indicando que sao seis
estruturas moleculares da sonda interagindo ao mesmo tempo em uma Unica
proteina. Sendo assim, devido a essas quantidades significativas de interacoes,
ha uma dificuldade em determinar o sitio preferencial desse corante na proteina,
como demonstrado nos experimentos de competi¢cdes de sitios, e também nos
estudos de docking molecular.

Para compreender melhor o comportamento do corante a proteina, realizou-
se estudos alterando o meio reacional, pois desse modo verificou se o

comportamento visualizado nos experimentos até agora, se assemelham algum
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experimento envolvendo a alteracdo do meio reacional como: variagado do pH,

polaridade ou termodinamico.

5.4 Influéncias do Meio Reacional

O objetivo desse estudo é determinar se o comportamento obtido na
alteracdo do meio reacional se possui alguma semelhanca com os resultados
obtidos nos experimentos de competicbes de sitios, demonstrados
anteriormente. E também analisar se ocorrem mudancas nos valores da

constante de associacao entre o RB e a HSA.

5.4.1 Variando a polaridade do meio reacional

Nesse estudo averiguou o comportamento do corante RB em diferentes
meios, na qual estes possuem polaridades distintas, desse modo as solugdes
selecionadas para esse estudo foram: THF, Etanol, Acetonitrila, DMF, Acetona
e Metanol.

Na Figura 79a podemos analisar os resultados dos espectros obtidos
experimentalmente, desse modo, analisamos que todas as andlises obtiveram
um deslocamento no sentindo batocromico quando comparamos com 0S
resultados do solvente PBS, e ainda podemos observar que o RB diluido no
solvente Acetona, obteve uma grande elevacao da linha de base, referente ao
valor da absorbancia que ficou por volta de 0,5 u.A. E na Figura 79b os resultados
dos espetros de UV-vis foram normalizados, pois desse modo podemos
compreender melhor como é o comportamento do corante nos diferentes meios
reacionais, e também comparar com os resultados obtidos experimentalmente
dos estudos ja realizados da interacdo entre 0 RB a HSA. Portanto, podemos
concluir que o espectro do complexo HSA-RB se assemelha aos espectros de
solucdes de RB em solventes de THF, DMF e Acetona.
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Figura 79. Espectros de absorbéancia no visivel dos resultados dos estudos em
diferentes polaridades do meio reacional. a) Resultados experimentais. b)

Normalizacao dos resultados experimentais.

Para obter uma melhor compreensdo dos resultados experimentais,
recorremos a Tabela 18 que nos fornece alguns valores fisico-quimicos dos
solventes utilizados nos experimentos, e com auxilio dos estudos de Parker
(1962), podemos classifica-los como solventes aproéticos dipolares ou solventes
préticos, sendo que essa classificacdo se baseia nas interagfes especificas dos
cations e anions que este o possui. E ainda com o acréscimo dos estudos de
Reichardt et al. (2011), podemos ter ainda uma terceira classificagdo, a de

solventes aproticos apolares.

Tabela 18. Propriedades caracteristicas dos solventes: indice de refragcdo (n),
momento dipolo (u), constante dielétrica (¢) e energia de transicdo normalizada
(EY). (GOES FILHO, 2010; REICHARDT et al., 2011)

Solvente n p (D) £ EY
Tampao Fosfato pH 7.4 1,333 1,86 80,1 1,000
THF 1,407 1,75 7,58 0,207
DMF 1,431 3,82 36,7 0,386
Acetonitrila 1,344 3,92 37,5 0,46
Metanol 1,328 1,70 32,7 0,762
Etanol 1,361 1,69 24,5 0,654

Acetona 1,359 2,88 20,7 0,355
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De acordo com os estudos de Parker (1962) e Reichardt et al. (2011)
podemos determinar que 0s solventes pudessem ser classificados como
préticos, ou apréticos dipolares, ou aproéticos apolares, como mencionado
anteriormente, sendo assim, a classificacdo de solvente prético se da pela
ligacdo entre o &tomo de Hidrogénio a elementos quimicos mais eletronegativos,
como fldor, nitrogénio, oxigénio e entre outros. Sob um aspecto mais fisico-
quimico podemos determinar que essa classificacdo se da a compostos que
possuem uma permissividade relativa (¢) acima de 15, e também valores da
escala empirica de solventes (EY) entre 0,5 e 1,0. Desse modo podemos entdo
definir gue o Tampéao Fosfato, Metanol e Etanol sdo classificados como solventes
proéticos.

Continuando os estudos, os solventes apréticos dipolares possuem uma
caracteristica em nao formar Ligac6es de Hidrogénio, mas realizam interacfes
de Van der Waals (dipolo induzido-dipolo induzido), devido a presenca de pares
de elétrons livre. E sob os aspectos fisico-quimico possuem também um alto

valor de &, como nos solventes préticos (acima de 15) descrito anteriormente,

mas os valores de E¥ ficam num intervalo de 0,3 a 0,5. Sendo assim, podemos
classificar a Acetonitrila, THF, DMF e Acetona como solventes aproticos
dipolares (GOES FILHO, 2010; PARKER, 1962; REICHARDT et al., 2011).

Nos solventes aproticos apolares possui uma interacdo bem fraca com o
soluto, pois ocorrem apenas forcas especificas direcionais, como inducéo e
dispersdo. Ja no ambito fisico-quimico possuem os valores baixos tanto para
permissividade relativa, normalmente abaixo de 15, como momento dipolo (u<
2,5 D), e também no valor de EY, na qual possui o intervalo de 0,0 a 0,3 (GOES
FILHO, 2010; PARKER, 1962; REICHARDT et al., 2011).

Realizando uma analise das informacbOes relatadas nos paragrafos
anteriores, podemos compreender que 0s solventes préticos possuem uma
afinidade maior em solutos aniénicos ao invés dos solventes aproticos dipolares.
Porém, com o auxilio da Figura S10, observamos melhor o comportamento do
corante sob a influéncia dos diferentes meios reacionais, e entdo podemos
visualizar que o espectro de absor¢cdo do experimento do corante a proteina é

semelhante as analises realizadas nas amostras experimentais com 0s
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solventes THF, DMF e Acetona, na qual estes sao considerados como solventes
apréticos dipolares.

5.4.2 Variando o valor de pH

Nesse estudo vamos utilizar valores variaveis de pH do meio reacional,
sendo assim, utilizou-se dois padrBes para obter as suas variaveis. O primeiro
padrao foi o valor de pH utilizado nos experimentos dos estudos de interacdo do
corante a proteina, lembrando que estes eram conduzidos a um meio reacional
neutro, num pH 7,4, entdo as variaveis desse padrao foram pH 6,2 e pH 8,0. O
segundo padrdo que foi utilizado é referente ao valor do P.lI da proteina HSA,
recordando que o valor deste é de 4,7, logo as variaveis desse padréo foram pH
3,7 e pH5,7.

Na Figura 80 visualizamos que o0s espectros tiveram 0 mesmo
comportamento, obtendo desse modo dois picos referentes aos pKa(s) das
hidroxilas que componham a estrutura do RB (515 nm e 549 nm). Porém as
intensidades dos valores das absorbancias variaram inversamente proporcional
ao valor do pH, sendo que no pH mais &cido obteve uma menor intensidade, e
no pH mais basico um maior valor de absorbancia. De acordo com o trabalho de
Bezkrovnaya et al. (2006) isso se deve ao fato de que o0s espectros referentes
aos pHs 6,2 e 7,4 correspondem aproximadamente ao valor de pKai aparente,
na qual referem-se a semelhanca dos espectros de absor¢cdes das espécies HR-
e R?, e nos valores de pH mais acido ha uma predominancia da forma estrutural
lactdnica (Figura 10), na qual sédo espécies neutras (Hz2R) e assim possuem uma

absorcéo baixa (Figura S11).
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Figura 80. Espectros de absorbancia no visiveldas anlises do RB sob a

influéncia da variancia do valor de pH (3,7; 5,7; 6,2; 7,4 e 8,0) do meio reacional.

Na Figura 80 nos mostra que o espectro referente ao pH 6,2 é semelhante
ao pH 7,4, sendo assim, realizou os estudos de interacdes entre o RB a proteina
apenas nos meios reacionais com os valores de pH 3,7; 5,7; 7,4 e 8,0. O intuito
dessa analise é averiguar se a alteracdo de acidez do ambiente reacional altera
a interacdo do corante a HSA, pois essa modificacdo dos valores de pH pode
estar relacionados a alguma enfermidade que esteja envolvida com alteracéo
metabdlica ou respiratdria, como por exemplo a cirrose (GARIBAY et al., 2019).

Os estudos da interacdo do corante a HSA sob a influéncia dos valores de
pHs do ambiente reacional, podem ser visualizados na Figura 81. E entdo na
Figura 81Erro! Fonte de referéncia nédo encontrada.a podemos visualizar os r
esultados da interagdo no meio reacional mais éacido (pH 3,7), na qual
identificamos que ha uma diferenciacdo ao comparar com 0S outros espectros
de interacdes ja visualizados anteriormente. Sendo que o espectro referente ao
corante no meio reacional mais acido ja possui uma baixa intensidade de
absorbéancia, na qual esta relacionada com a mudanca estrutural da sonda,
assim na adi¢do da proteina fez com que os picos maximos do espectro de UV-
vis ja figuem em 563 nm, ao invés de ter um deslocamento gradual de 549 nm
para 563 nm, como visto nos experimentos anteriores.

No experimento de pH 5,7 obteve os resultados espectrais semelhantes aos
da solucgéo neutra (pH 7,4) e também da béasica (pH 8,0), porém observamos que
a Unica diferenca deste diante dos outros resultados, é que quando h& a adicédo

da proteina na solucéo, a tendéncia para o estado saturado € mais rapida,
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ocasionando desse modo, um decaimento mais acentuado do espectro de
absorcdo com o deslocamento para 0 Amax de 563 nm. E para os resultados da
interacd0 Nno meio neutro e basico possuem também um comportamento bem
semelhante, porém ha uma diferenciacgéo visivel apenas no espectro referente a

andlise do corante (coloracdo preta) sem a presenca da proteina, como ja foi

N

averiguado na Figura 80.
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Figura 81. Espectros de absorbancia no visivel obtidos das anélises dos estudos
de interag&o do corante RB a proteina HSA em diferentes valores de acidez do
meio reacional. a) pH 3,7. b) pH 5,7. ¢) pH 7,4. d) pH 8,0.

Com os resultados dos espectros obtidos das analises de interacdo entre o
corante a proteina, sob a alteracdo da acidez do meio reacional, verificou os
valores do Ka para comparar melhor os resultados dessas interagcdes, sendo
assim, ha a necessidade de realizar antes a plotagem de um gréafico de AA™* por

[HSA]? como demonstrado na Figura 82 para entdo conseguir realizar os
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estudos comparativos dos valores das constantes de associagdo do RB na
proteina nos diferentes valores de pHs do meio reacional. Sendo assim, na

Tabela 19 podemos verificar os valores obtidos das analises do gréafico, e
também os valores calculados de cada amostra. Portanto, observamos que nos
pHs mais acidos a estrutura de RB se interagiu um pouco mais a proteina quando
comparado ao meio reacional neutro, lembrando que quanto mais a solucéo
possuir carater acido, hd mais conformacdes lactonicas desse modo podemos
afirmar que essa conformacédo possui uma afinidade maior que a zwitterionica
na proteina devido ao seu maior grau de hidrofobicidade. Porém ao verificar o
resultado da amostra de pH 5,7 podemos notar que o valor de Ka é superior aos
valores das solucdes de pH 7,4 e pH 3,7, isso se deve a formacé&o das estruturas
zwitterionicas e lactonicas, entretanto se compararmos as estruturas
zwitterionicas das amostras de pH 5,7 e pH 7,4 podemos analisar que na
primeira solucdo havera dois hidrogénios ionizaveis, enquanto na segunda
solucdo apenas um, ocasionando desse modo, uma maior afinidade a proteina.

E enquanto no pH 3,7 havera mais estruturas lactonicas que zwitterionicas.

— pH3,7
— pH57
— pH74
— pHS8

1/AA

1/[HSA]

Figura 82. Grafico da relagdo de AA™! por [HSA]? sob a influéncia de diferentes
valores de acidez do meio reacional: pH 3,7 (azul), pH 5,7 (verde), pH 7,4

(vermelho) e pH 8,0 (roxo).
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Tabela 19. Resultados das andlises do grafico AA™ por [HSA]! para determinar
os valores das constantes de associacdo das amostras em diferentes meios

reacionais de acidez.

pH 3,7 pH 5,7 pH 7,4 pH 8,0
R2 0,9910 0,9932 0,9910 0,9976
Coeficiente | se,0037 1.491+0029 3.414+0079 3.189 + 0,037
Angular
Cofifr']‘ggr”te 1,209 + 0,042 2,024 +0,033 1,323 +0,088 1,431 + 0,042
5
Ka (x10 7,33 13,6 3,90 + 0,08 4,49
mol.L?)

5.4.3 Efeito do ion metélico na interacdo do corante RB a proteina HSA

O estudo da interacdo do corante a proteina sob a influéncia do ion metélico
bivalente (carga +2) € de grande valia, pois no plasma sanguineo ha ions
metalicos que podem afetar as interagdes entre o farmaco e a HSA, pois estes
estdo envolvidas nas ligacdes de coordenadas na proteina, desse modo, alguns
ions metalicos podem afetar as intera¢cdes entre o farmaco e a proteina, podendo
ocasionar um aumento no efeito da toxicidade (ARIGA et al., 2017; LI et al., 2005;
ZHANG et al., 2007).

A analise da Figura 83 nos mostra que os espectros ficaram parecidos,
principalmente entre os experimentos que envolvem os metais Cobre, Niquel e
Zinco, ja os resultados dos espectros referentes ao metal Chumbo estéo
parecidos com os resultados das analises da interacdo entre o corante a proteina
sem influéncia de nenhum metal (HSAnativa). Porém para compreender melhor
esse estudo, ha a necessidade de determinar o valor da constante de associacéo
de cada experimento, pois com 0s respectivos dados podemos analisar com
maior precisdo o comportamento do corante na proteina sob a influéncia desses

metais.
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interacdo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia dos metais. a) Cu*?. b)

Ni*2. c) Pb*2. d) Zn*2. e) sem influéncia de metais



130

O estudo para determinar o valor da constante de associacdo de cada
experimento, ha a necessidade de realizar antes um grafico de AA™ por [HSA]*
como demonstrado na Figura 84 para entdo a partir dos valores dos coeficientes

angulares e lineares de cada amostra, determinar o valor de Ka dessa interacao.

201

-~ HSAnativa
-= Niquel
-+~ Cobre
154 -¥ Chumbo °
-~ Zinco
&
<
< 104
—
[ )
5-
G T T T 1
0 1 2 3 4

1/[HSA]

Figura 84. Grafico da relagdo de AA™! por [HSA]? sob a influéncia de diferentes
metais: Niquel (preto), Cobre (azul), Chumbo (verde), Zinco (roxo) e HSAnatva

(vermelho).

Na Tabela 20 podemos analisar que o valor da constante de associacao do
experimento com Cobre e Niquel tiveram um valor préximo, sendo o primeiro em
torno de 4,78 x 10° mol.L* e o segundo em 4,81 x 10° mol.L?, esse resultado é
justificavel de acordo com os trabalhos de Zhang et al. (2007) e Sadler et al.
(1994), na qual informam que esses ions metalicos se interagem na mesma
posicdo da proteina, mais precisamente nos residuos N-terminais, situado
proximo aos aminoacidos Aspl, Ala2 e His3. Nos estudos de Sadler et al. (1994)
verificamos que a presenca dos ions Cu*? e Ni*? na proteina HSA ocasionam a
ressonancia do aminoacido Lys4, sendo que essa ressonancia sera afetada
pelos efeitos paramagnético do ion Cobre, (configuracéo eletrénica de orbital
“d”), e diamagnético do ion Niquel.

Para as amostras que possuiam o ion Zinco, obteve um valor de Ka de 7,29
x 10° mol.Lt, bem parecido ao valor obtido nos experimentos com Chumbo,

assim provavelmente devem possuir a mesma regido de interacdo. Portanto nos
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trabalhos de Sadler et al. (1996), Stewart et al., (2003); Zhang et al., (2007)
relatam que o ion Zinco esté localizado perto dos amino&cidos histidinas (His105,
His146, His247) e asparaginas (Aspl07, Aspl08, Asp249), sendo que essa
localizacédo é denominada como Sitio A.

Os valores experimentais dos ions bivalentes dos metais Cobre, Niquel,
Chumbo e Zinco possuiram um valor da constante de associacdo maior que 0
encontrado nos experimentos da HSAnatva, Sendo assim, podemos compreender
que provavelmente a formacdo do complexo ion metal com a proteina,
ocasionara alteracfes na conformacéo da proteina, o que pode afetar a cinética
de ligacBes ao corante e pode até inibir a interagdo do RB a HSA, e sob a analise
farmacocinético, o aumento do valor de Ka ir4 causar o efeito de tamponamento
dos farmacos, afetara na concentracao deste, e podera de alguma forma ter um

prolongamento na duracdo no plasma (TANG et al., 2006; ZHANG et al., 2007).

Tabela 20. Resultados das analises do grafico AA™* por [HSA]* para determinar

os valores das constantes de associacdo das amostras nos diferentes metais.

R2 Coeficiente Coeficiente Ka (x10°
Angular Linear mol.L?1)
Cobre 0,9850 2,701 £+ 0,079 1,506 + 0,089 4,78
Niquel 0,9919 2,689 + 0,057 1,475+ 0,065 4,81
Chumbo 0,9970 2,142 + 0,028 1,666 + 0,031 7,29
Zinco 0,9970 2,142 + 0,028 1,666 + 0,031 7,29
HSAnativa 0,9910 3,414 + 0,079 1,323+0,088 3,90 +0,08

5.4.4 Estudo Termodinamico

Os estudos termodinamicos nos fazem compreender o comportamento do
corante RB a proteina sob a influéncia da temperatura, sendo assim, para este
estudo foram analisadas nos valores minimos em 20,1 °C e maximos em 40,3
°C. Porém esse intervalo foi adotado devido que séao valores limites das
temperaturas na qual a proteina possa adquirir e sua deformacao estrutural ndo
seja permanente, sendo assim, a HSA consegue se modificar conforme a
alteracado da temperatura. (AHMAD et al., 2015; REZAEI-TAVIRANI et al., 2006).
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Na Figura 85 observamos que os resultados espectrais obtidos da analise na temperatura de 20,1
°C possui um comportamento um pouco diferente ao visualizado nos experimentos nas

temperaturas de 40,3 °C e ambiente. Pois na Figura 85Figura 85. Espectros de
absorbancia no visivel dos resultados da andlise da interacdo do corante RB a
proteina HSA sob a influéncia da temperatura. a) 20,1 °C. b) 40,3 °C. c)
Temperatura ambiente.

a verificamos que o estado saturado esta acima do espectro obtido apenas
da andlise do RB (linha preta), entretanto o estado de saturacdo nos faz
compreender que toda sonda esteja interagindo a HSA, porém devemos realizar
0s estudos envolvendo os calculos da constante de associacdo, pois assim,

poderemos entender melhor a interagdo do corante a proteina.
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Figura 85. Espectros de absorbéncia no visivel dos resultados da anélise da
interacédo do corante RB a proteina HSA sob a influéncia da temperatura. a) 20,1
°C. b) 40,3 °C. c) Temperatura ambiente.

Os célculos para a determinacdo do valor de Ka s&o necessarios

primeiramente realizar um grafico de AA por [PROTEINA]* como demonstrado
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na Figura 86, pois a partir dos resultados dos coeficientes angulares e lineares
obtidos das analises do grafico, e juntamente com o auxilio da Equacéo 4,
podemos determinar os valores correspondentes da constante de associacéo
dos estudos termodinamicos. E ainda na Figura 86 podemos verificar que o
comportamento experimental referente a temperatura de 20,1 °C se diferencia
dos outros experimentos, e provavelmente possua um valor de interagcdo menor

comparados aos outros.

201
-e- Temperatura ambiente

= 20,1°C
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15+
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Figura 86. Grafico da relagdo de AA™ por [HSA]? sob a influéncia de diferentes
valores de temperatura: 20,1 °C (roxo), 40,3 °C (verde) e Temperatura ambiente

(vermelho).

Na Tabela 21 estao representados os valores obtidos das analises do grafico
da Figura 86, e ainda ja estéo calculados os valores da constante de associacdo
de cada amostra. Podemos compreender que a alteracéo da temperatura, mais
precisamente a diminuicdo desta, faz com que o valor de Ka entre 0 RB a HSA
tivesse um decaimento, provavelmente isso se deve ao fato de que a estrutura
conformacional da proteina tenha se modificado, e assim resultando num
pequeno empecilho para ocorrer a interacdo. Porém na temperatura de 40,3 °C
nao houve uma variacao significativa do valor de Ka quando comparado ao
experimento referente a temperatura ambiente, sendo assim, podemos
compreender que essa temperatura ocasionou uma deformacdo na proteina,
porém esta ndo foi tdo significativa como nos casos de experimentos de

desnaturacao.
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Tabela 21. Resultados das andlises do grafico AA* por [HSA] ! na determinacéo

dos valores das constantes de associacdo das amostras sob a influéncia da

temperatura.
Temperatura R2 Coeficiente Coeficiente Ka (x10°
(°C) Angular Linear mol.L?)
20,1 0,9882 2,804 £ 0,088 0,689 + 0,119 2,46
40,3 0,9924 3,531+0,089 1,014 +0,120 3,32
Ambiente 0,9910 3,414 + 0,079 1,323+0,088 3,90 +0,08

Nos estudos termodindmicos envolve ainda os célculos dos valores das
grandezas energéticas que componham o sistema, como os valores de Entalpia
(6), Gibbs (7) e Entropia (8). Sendo que a determinacdo destes nos facilita a
compreensao dos resultados da interacdo entre 0 RB a HSA, pois de acordo com
Ferrier (2018) o valor da entalpia nos faz compreender se a interagcado absorve
(endotérmico) ou libera (exotérmico) calor para ocorrer, enquanto os valores de
entropia nos indicam a alteracdo aleatéria ou de desordem dos reagentes e
produtos, e por fim os estudos envolvendo o valor de energia de Gibbs nos faz

compreender se a reacao € favoravel, desfavoravel, ou se esta em equilibrio.

ke _ AH (1 1) 3
"o, TR \1,7 T, (6)
AG = —RTInk (7)
AG = AH — TAS 8)

Portanto os valores dos estudos termodinamicos demonstrados na Tabela
22, nos mostram que os dois experimentos sdo desfavoraveis nos valores de

entalpia, devido aos processos serem endotérmicos, tendo o valor de AH = +
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1,13 kJ.mol 1. Entretanto, os valores de entropia sdo favoraveis, devido ao valor
deste ser positiva, indicando que o sistema possui um valor de grau de desordem
minimo, na qual refere-se ao estado de seu menor valor de potencial quimico.
Portanto com a compreensao dos resultados obtidos da entalpia e entropia de
cada sistema, concluimos que esses experimentos sdo considerados como

reversiveis e espontaneos, devido ao valor de AG,, possuir um sinal negativo.

Tabela 22. Resultados termodinamicos (Entalpia, Gibbs e Entropia) do processo
de interacdo entre o corante RB a proteina HSA nas temperaturas de 20,1 °C e
40,3°C.

AH ASm AGm
Temperatura (°C)
(kJ.mol?) (J.K1t.mol?) (kJ.mol?)
20,1 +1,13 +107,06 -30,25
40,3 +1,13 +109,29 -33,11

5.5 Aplicacfes do corante em diferentes proteinas

Com os estudos até agora podemos concluir que o corante possui uma
grande afinidade a proteina HSA, e também devido a suas propriedades ha uma
ampla diversificagdo na sua aplicacdo, como por exemplo, nas areas de novos
materiais (placas solares), na identificacdo de agentes quimicos (forcas
armadas), e também principalmente nas areas médicas. Portanto, devido a esse
altimo fator, investigou o comportamento do corante em diferentes estruturas
proteicas, na qual estes representam algumas enfermidades que acarretam na
deformacé&o da geometria estrutural da HSA, como por exemplo a diabetes (HSA
glicada), Parkinson e Alzheimer (HSA oxidada e HSA desnaturada), como
relatados nos trabalhos de Bode et al. (2018), Michnik et al. (2018), Qiu et al.
(2020), e Taheri et al. (2018).

5.5.1 Proteina HSA Glicada
De acordo com os trabalhos de Ahmed et al. (2019) e Stanhope (2017) as
proteinas albuminas séricas humanas sao suscetiveis a glicacdo nédo enzimatica

quando expostas a altas concentracbes de glicose, devido a incorporacéo
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nucleofilica dos acgucares redutores livres nos ainoacidos presentes nos grupos
de proteinas, lipideos e DNA. E a patrtir dos trabalhos de Harsha et al. (2013) e
Singh et al. (2001) esse processo de glicagdo proteica in vivo € classificado como
complexo, sendo que inicialmente ha a formacéo das bases de Schiff a partir da
reacao dos grupos amino com glicose ou entéo frutose, para em seguida passar
por um rearranjo de Amadori, na qual € uma converséo de aldose para cetose,
como demonstrado na Figura 87. Devido ao rearranjo ha a formacédo de a-
dicarbonilos reativos, como o metilglioxal (MGO), que também é formado a partir
de outros padrdes de degradacéo, entretanto esses Produtos Finais de Glicacéo
Avancada (AGEs) produzem o mesmo resultado quimico, isto €, a formacao de
ligacBes cruzadas covalentes entre as proteinas (SINGH et al., 2001). Entretanto
esse processo de glicacdo de uma reacdo ndo enzimatica é também conhecido
como Reacdo de Maillard (SZKUDLAREK et al., 2016).

NH,,

(Proteina) @ .

|

OH
@—N:CH—CIH—R (Base de Schiff)
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o
Il
@—NH —cH—Cc—R (Produto de Amadori)

Produtos Finais de Glicagdo Avancada (AGEs)

'DlH
—C—R (Acicar)
I

H

— I [=]
"\-\n,;,’f

Figura 87. Estagios da glicacdo ndo enzimatica das proteinas (Fonte: BEM et
al., 2006).

A metodologia adotada na preparacdo das AGEs foi eficaz, devido que é
possivel diferenciar as duas estruturas proteicas (glicada e ndo glicada), como
podem visualizar na Figura 88. Sendo assim, as amostras foram analisadas no
equipamento de fluorescéncia que inicialmente foi excitada em 295 nm (Figura
88a), sob uma sensibilidade a 50, desse modo foi possivel identificar as solu¢des
HSAcontrole € HSAgiicada, (SOlUGA0 controle é a que ndo sofreu o processo de
glicacdo), em relacdo a diferenciagdo dos espectros de fluorescéncia. Para

certificar realmente se ocorreu a alteracdo conformacional estrutural da proteina
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pelo processo de glicagdo, realizou-se as analises de fluorescéncia em 350 nm
(Figura 88b) sob uma sensibilidade de 100, e assim foi possivel identificar que

houve a formacéo das AGEs, devido a diferenciacao significativa dos espectros.
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Figura 88. Resultados de fluorescéncia das HSAcontrole (preto) e HSAgicada
(vermelho) com concentragées de 40 ymol.Lt. a) excitacdo em 295 nm, e

sensibilidade 50. b) excitacdo em 350 nm, e sensibilidade 100.

Como o processo de glicacédo foi adequada para se obter a proteina para o
estudo, logo, realizou 0 mesmo processo para determinar a interacéo entre o RB
a essa nova estrutura proteica. Sendo assim, as analises de UV-vis desse
experimento estdo demonstradas na Figura 89b, e observamos que o estado de
saturacdo nao obteve o mesmo valor de absorbéncia que a primeira analise

(amostra com apenas RB). E quando comparamos com os resultados obtidos da
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solugéao controle (Figura 89a) aparenta possuir um comportamento um pouco
diferente, na qual se observa que a proteina glicada apresenta mais espectros
gque estdo decaimento a partir da primeira analise. Porém ha a necessidade de
averiguar melhor esse comportamento, verificando desse modo, os valores
correspondentes das constantes de associagdo entre o corante nessas

proteinas.
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Figura 89. Espectros de absorbancia no visivel variando as concentracdes de
HSA de 0 a 6,0 ymol.L%. a) Interacdo do corante RB a proteina HSAnatva. b)

Interacdo do corante RB a proteina HSAgiicada.

A determinacédo do valor da constante de associacdo nos faz compreender
melhor como é a interacdo entre a sonda e a proteina, desse modo, antes de
determinar o seu respectivo valor, ha a necessidade de realizar a montagem de
um grafico de AA~! por [PROTEINA]~* como demonstrado na Figura 90, sob a
analise desse grafico, a determinacéo dos valores dos coeficientes angulares e
lineares da analise desse gréafico, nos auxilia juntamente com a Equacéao 4,
determinar o respectivo valor de Ka. Desse modo, a constante de associacéo
encontrada nesse experimento foi de 0,219 x 10° ymol.L?, indicando que o
corante nessa proteina possui uma menor afinidade de se interagir quando

comparado a solucéo de HSAnatva (Ka = 3,90 + 0,08 x 10° umol.L).
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Figura 90. Gréafico da relagdo de AA! por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia da HSAgiicada (roxo)

e HSAnativa (vermelho).

O valor determinado da constante de associacdo envolvendo as AGEs é
aceitavel, devido que a diminuicdo da capacidade de ligacdo entre o ligante a
proteina glicada € uma correlacdo exponencial com a soma das modificacdes
dos aminoacidos lisina e arginina pertencentes ao sitio Sudlow | da HSA,
diminuindo desse modo, o valor de Ka da sonda. (LIM et. al., 2007; SCHMITT et
al., 2005; SHAKLAI, et. al., 1984; SZKUDLAREK et al., 2016; WANG et al.,
2013).

No de trabalho de Wang et al. (2013) essa alteracdo dos aminoacidos lisina
e arginina se devem ao fato da formagéo de duas estruturas de glicose que se
interagem a regido do sitio Sudlow | da HSA, na qual a primeira conformacao &
considerada fechada (piranose), na qual possui ligacdes de hidrogénio com os
aminoacidos tirosinal50, arginina 222 e arginina 257, e o seu anel fica
comprimido entre as cadeias laterais leucina 238 e alanina 291, ja a segunda
conformacdo possui uma geometria aberta, e esta esta localizada proximo a
lisinal95. E de acordo com o trabalho de Raghav et. al. (2016) esse processo
resulta na formacéo de AGEs que dao origem a formacao de liga¢cbes cruzadas
covalentes na forma de agregados de proteina, ocasionando desse modo, a

alteracao na estrutura proteica.
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5.5.2 Proteina HSA Oxidada

O &cido hipocloroso (HOCI) e hipobromoso (HOBr) séo classificados como
acidos hipohalogenados (HOX), na qual possuema uma caraxteristica
importante, sdo oxidantes fortes com propriedades antibacterianas potentes,
logo, eles pertencem ao sistema de defesa dos mamiferos, na qual séo
produzidos por neutréfilos, mondcitos e possivelmente macrofagos (HOCI) e
eosindfilos ativados (HOBr). (PATTISON e DAVIES, 2004; WEISS et. al., 1986;
THOMAS, 1979; ZGLICZYNSKI et al., 1968).

De acordo com os trabalhos de Pattison et al. (2001 e 2004) e Sivey et al.
(2013) a modificagdo da conformacdo estrutural dos aminoacidos por HOX
depende de alguns fatores, como a nucleofilicidade, abundancia e também a
acessibilidade inerentes as proteinas, sendo assim, as fracdes de aminoacidos
que podem ser oxidadas por hipohalogenados sao: tidis (cisteina), sulfetos
(metionina), aminas (lisina) e fendis (tirosina). E como é possivel correlacionar o
potencial do HOX em algumas patologias, portanto € importante compreender
as modificacbes quimicas induzidas por este composto, utilizando-se desse
modo residuos de Tyr halogenados como marcador. (PATTISON et al., 2004).

A preparacédo da proteina oxidada pelos acidos hipocloroso e hipobromoso
seguiu os protocolos ja mencionados anteriormente (sec¢ao 4.5.7.2 Ensaio de
Oxidacao da Proteina HSA) para entéo prosseguir com os estudos de interacdes
entre essas proteinas ao corante RB. Porém, no preparo destes, houve a adicdo
do composto metionina, essa substancia foi adiconada nas solucdes devido que
€ considerada um alvo facil de oxidacédo pelo HOX para produzir sulfoxido de
metionina, e ainda serve como antioxidante na reac¢do, ocasionando desse
modo, uma protecado aos outros residuos do ataque do HOX. (HAZEN et al.,
1997; SIVEY et al., 2013).

Os estudos de interacdes dessas proteinas oxidadas com o RB estdo
representados na Figura 91, e desse modo, podemos averiguar que tanto o
experimento com HSA oxidada por acido hipocloroso (Figura 91a) como pelo
acido hipobromoso (Figura 91b) obtiveram um comportamento bem
semelhantes, na qual o estado de saturacdo nédo obteve o mesmo valor de
absorbéancia referente ao corante RB (espectro preto), indicando desse modo,
gue nem toda molécula do corante se interagiu a estrutura proteica, porém esses

resultados sdo contrarios aos que sdo observados nos experimentos utilizando
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a proteina nativa (Figura 91c), aquela que néo sofreu nenhum processo de
alteracao estrutural, sendo que a amplitude destes espectros da absorbancia no

estado saturado possui a mesma amplitude do espectro referente ao RB.
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Figura 91. Resultados de interacdo do corante RB em diferentes estruturas da
proteina HSA. a) HSA oxidada por HOCI. b) HSA oxidada por HOBr. ¢) HSAnativa.

Para compreender melhor o comportamento do corante nas proteinas HSAs
realizou os célculos necesséarios para determinar o valor da constante de
associacdo de cada amostra. Sendo assim, primeiramente plotou o gréfico de
AA~" por [PROTEINA]~* como demonstrado na Figura 92. A determinacéo do
valor da constante de associacado nos experimentos, utilizou-se os valores dos
resultados dos coeficientes angulares e lineares, representados na Tabela 23,
obtidos no gréafico da Figura 92, para entdo serem relacionados na Equacéo 4 e
assim obter os valores de Ka de 4,83 x 10° mol.I"* (HSAoxiHocl) € 3,83 x 10° mol.L-
L (HSAoxiHOB).
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Figura 92. Grafico da relagdo de AA* por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia da HSAoxiHoci

(preto), HSAoxiHosr (azul) € HSAnatva (vermelho).

Tabela 23. Valores dos resultados dos coeficientes (lineares e angulares),
coeficiente de correlagdo linear (R?) e constantes de associacdo (Ka) para
HSAnativa, HSAoxiHocl € HSAoxiHOBT.

Coef. Linear  Coef. Angular R? Ka (mol.L?)

HSAnaiva 1,174 +0,103 3,479 +0,080 0,99938 (3,90 + 0,08)x10°
HSAoxihoc 1,632 +0,102 3,380 +0,079  0,9935 4,83x105

HSAoxinosr 1,258 +0,180 3,288 + 0,139  0,9790 3,83x10°

Nos trabalhos de Anraku et al., (2001) e Rahming, (2014) afirmam que a
alteracdo da estrutura proteica pelo processo de oxidagéo por hipohalogenos
ocasiona uma alteracdo no valor da constante de associacdo entre o ligante a
proteina, pois isso se deve ao fato de que o processo de oxidagdo altera a
estrutura secundaria, mas ndo ocasiona a desnaturacao desta, mas apenas uma
abertura na proteina na qual ocasionard& uma maior exposicdo da area

hidrofébica. Ocasionando desse modo, uma alteracdo nas propriedades fisicas
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dos residuos dos aminoacidos e também na conformacéo tridimensional da
proteina. (SIVEY et al., 2013).

A alteracdo da conformacéo estrutural tridimensional da proteina pode
ocasionar uma alteracdo na afinidade da sonda a HSA. Sendo assim, recorreu
aos trabalhos de Anraku et al.( 2001) e Fehske et al. (1979), na qual afirmam
que as modifica¢des sofridas ao subdominio IIA, principalmente no aminoacido
triptofano 214, ndo afetam as interacées com a sonda, desse modo, justificam
os resultados de Ka ndo possuirem uma diferenciacdo muito significativa. Ainda
nos mesmos trabalhos (ANRAKU et al., 2001; FEHSKE et al., 1979) relatam a
influéncia do sitio Sudlow Il, na qual trabalhavam com a sonda cetoprofeno, e
sendo assim, a justificativa do abaixamento do valor de Ka é devido a oxidac&o
dos aminoacidos arginina 410 e arginina 485, porém nao posso afirmar que esse
mesmo comportamento seja parecido com os resultados obtidos no experimento
com o acido hipobromoso, devido que nos estudos de docking molecular,
averiguamos que a sonda em estudo (RB) ndo possui afinidade a essa regiao.
Sendo assim, a oxidacdo da albumina provavelmente tenha efeitos individuais
nas diferentes partes da proteina, e como essas partes possuem propriedades
funcionais diferentes, pode-se esperar uma variedade de efeitos na fungcdo da
albumina de acordo com a sonda escolhida no estudo. (Anraku et al., 2001).

5.5.3 Proteina HSA Desnaturada

A desnaturacdo de proteinas refere-se a destruicdo da estrutura da
molécula, sendo que essa alteracdo estrutural se deve a varios fatores
ambientais fisicos e quimicos como: temperatura, desidratacdo, radiacdo
ultravioleta e todos os tipos de produtos quimicos toxicos (LU et al., 2005;
SCHELLMAN, 2002; ZHANG et al., 2011). Entretanto, a desnaturagdo protéica,
de um modo geral, ndo causa a destruicdo da estrutura primaria, mas sim da
secundéria, na qual esta relacionada ao desdobramento e/ou agregagédo do
estado nativo soluvel da proteina aos agregados ordenados insollveis que séo
ricos em folhas [3, e estes entdo sao denominadosfibras amiloides, que quando
interagem com materiais intra e extracelulares, ocasionam as doencgas
amiloidais. (ALI et al., 2019; BRANDTS et al., 1975; HUANG et al., 1981;
MARTINS, 2013; ZHANG et al., 2011)
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Para certificar se o procedimento de desnaturacado adotado para o preparo
da proteina foi eficiente, é necessério realizar uma andlise de fluorescéncia das
amostras (controle e desnaturada), sendo que, nessa caracterizacdo ha a
necessidade da adicdo da solucéo de Tioflavina T (THT), na qual esta é utilizada
para identificar se ocorreu a alteracdo conformacional da proteina no processo
de desnaturacéo, se liga rapidamente as fibrilas amiloides, acompanhado por um
aumento dramatico da fluorescéncia em torno de 485 nm, quando excitado em
455 nm (BAN et al., 2003; FREIRE et al., 2014; NAIKI et al., 1990; SABATE et

al., 2007), como demonstrado na Figura 93.
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Figura 93. Espectro de fluorescéncia na identificacdo de proteina desnaturada
sob a analise de Tioflavina T, tendo como resultados de HSAcontrole €m azul e

HSAdesnaturada €m verde.

Tendo a confirmacdo que a proteina foi desnaturada, realizou-se entéo os
estudos envolvendo a intera¢do do corante a essa nova estrutura. Sendo assim,
na Figura 94 podemos verificar o comportamento do RB na estrutura proteica
que foi desnaturada e comparar com o resultado experimental da HSAnativa, Na
qual representa a proteina que ndo sofreu o processo de alteracao estrutural por
desnaturacdo. Portanto ao observar os resultados dos espectros de UV-vis
dessas intera¢des, notamos que n&o ha uma diferenciacao significativa e assim
pode ser que 0 RB ndo apresenta um comportamento diferente na HSAdesnaturada,

porém, ha necessidade de investigar e interpretar melhor esses resultados
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obtidos, sendo assim, realizou os estudos de determinag&o do valor da constante

de associagdo entre a sonda a proteina.
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Figura 94. Resultados dos espectros no visivel do corante RB na presenca da
proteina HSA (0 a 6 ymol.L ™). a) HSAdesnaturada. b) HSAnativa.

A determinacéo do valor de Ka envolve primeiramente a plotagem do grafico
de AA™! por [PROTEINA]™* como demonstrado na Figura 95, utilizando os
resultados obtidos dos espectros da Figura 94. E com o auxilio da equacéo de
Benesi-Hildebrand (Equacdo 4) podemos calcular os valores da constante de
associacado envolvidos nessa interagao, portanto o valor de Ka obtido para o
experimento com a proteina desnaturada foi de 6,85 x 10° mol.Lt, na qual
representa um valor maior que no experimento com a HSAnatva (Ka = 3,90 + 0,08
x 10° pymol.L?), indicando desse modo, que esse aumento da afinidade do
corante na HSA significa que mais estruturas da sonda estédo interagindo na
proteina, porém ndo necessariamente na mesma regido que foi estudado e

determinado na HSAnativa.
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Figura 95. Grafico da relagdo de AA* por [HSA]! com seus respectivos valores
de R?, coeficiente linear e coeficiente angular sob a influéncia da HSAdesnaturada

(verde) e HSAcontrole (Vvermelho).

A variacao do valor da constante de associacao obtida no experimento com
a proteina desnaturada se deve ao fato da estrutura conformacional da HSA ter
sofrido uma alteracdo denominada como estruturas amiloides, na qual esta
possui uma configuracdo estrutural empacotada e ordenada, pois possuem uma
arquitetura rica em folhas-B, ligadas por Ligagdes de Hidrogénio
perpendiculares, formando desse modo uma estrutura cross-B, como
demonstrado na Figura 96. (FALCAO, 2015; KNOWLES et al., 2014; LINDING
et al., 2004).

hidrogénio

Fibrilas

Figura 96. Filbras amiloidais e suas representacdes (FALCAO, 2015).
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As LigacOes de Hidrogénio presentes na folha-3 ocorrem entre o carbonil da
cadeia principal (-C=0) e a amina secundaria da cadeia principal (-NH) em outra
cadeia da proteina, e o distanciamento entre as camadas folha-p fica em torno
de 0,47 nm (DeBUTTS, 2019). E de acordo com o trabalho de Falcdo (2015) a
maior parte das interacbes entre o0s residuos de aminoécidos sé&o
intramoleculares, enquanto no estado amiléide predominam as interacdes
intermoleculares, justificando desse modo, 0 aumento da interacdo da molécula

RB na estrutura proteica.

6. CONCLUSOES

Nos estudos de docking molecular, observou que o corante RB possui
afinidade aos sitios de Sudlow I, FA1 e FA6 da proteina HSA, sendo que o FA6
foi considerado um sitio preferencial para a formacdo do complexo. Essa
informagéo se deve em relacdo aos resultados obtidos das poses juntamente
com 0s seus respectivos valores energéticos, que para esse sitio de ligacdo
obteve o conférmero de menor energia em comparacdo aos outros sitios. Essa
mesma analise foi observada tanto para os estudos utilizando o software
Autodock como no GOLD.

Nos estudos do docking molecular, em ambas metodologias, o sitio Sudlow
Il foi caracterizado como uma regido na qual o corante RB possui baixa
afinidades, devido que os resultados obtidos a esse sitio de ligacdo obtiveram
variancias nas estruturas conformacionais das poses e também nos valores
energeéticos.

Como os estudos de docking molecular ndo envolveram a influéncia de
estruturas de acidos graxos, assim 0s estudos experimentais seguiram 0S
mesmos padrdes, realizando desse modo o0 experimento sem a presenca de
acidos graxos. Porém foi realizado um experimento especifico na qual havia a
presenca de estruturas de acidos graxos (acido linoleico) para a realizacdo do
experimento de competicao de sitio, a este observou que a presenca desse acido
graxo néo influencia a formacéo do complexo.

Os estudos experimentais de competicao de sitios corresponderam com 0s
resultados obtidos nos calculos computacionais, sendo assim 0 corante possui
afinidades aos sitios Sudlow I, FAl1 e FA6, e nenhuma afinidade ao sitio Sudlow

Il da HSA. Porém ao sitio Sudlow Il foi necessario realizar uma contraprova,
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devido que os estudos iniciais a esse sitio de ligacdo foram com a substancia
Ibuprofeno, que de acordo com a literatura possui duas regides de afinidades.
Entdo realizou dois testes, uma com a substancia Diazepam para comprovar a
ndo afinidade do corante RB ao sitio Sudlow Il, e o outro com a substancia
Diflunisal, para comprovar a afinidade do corante RB ao sitio FAG.

Os resultados experimentais (valores de Ka) obtiveram os mesmos padroes
dos resultados obtidos nos estudos de docking molecular. Desse modo, o
corante RB possui maior afinidade a regido de FAG6, devido ao seu baixo valor
de Ka, resultado este obtido nos experimentos de competicdes dos sitios ativos.

Devido a alta afinidade do corante RB a proteina HSA, foi averiguado a
guantidade proporcional de RB interagindo a HSA. Para esse estudo foram
adotados os protocolos de Job’s Plot, assim, foi determinado que 6 (seis)
estruturas moleculares de RB estdo interagindo a 1 (uma) Unica estrutura da
proteina HSA.

Nos experimentos sobre o comportamento do RB a alteracdo do meio
reacional, foram verificados que o corante na proteina, possui um
comportamento semelhante quando este mesmo RB esté presente em solventes
menos polares, como: DMF, THF e Acetona. E também foi observado que o
aumento da acidez do meio reacional esté diretamente relacionado ao valor da
constante de associacdo entre o0 RB a HSA, assim, se haver um aumento na
acidez do meio reacional, havera um aumento no valor de Ka.

E por fim, nos estudos relacionados a alteragcdo da estrutura molecular da
proteina HSA, foram realizados estudos de processos de glicacdo, oxidacdo e
desnaturacdo, pois estes representam situacbes de enfermidade, como:
diabetes, Alzheimer e parkinson. Os resultados desses estudos nos revelaram
gue ha uma diminui¢c&o no valor da constante de associacao entre o corante RB
a estrutura de proteina que sofreu o processo de glicacdo. Enquanto na proteina
gue sofreu o processo de desnaturagéo, foram observados um processo inverso
da glicacéo, resultando desse modo no aumento da formacdo do complexo
proteina-ligante. E por fim o processo de oxidacgao, tanto por HOCI como HOBt,
nao influenciam significativamente na formacgéo da interagéo entre RB a HSA.

Diante destas conclusdes, o corante RB possui uma caracteristica bem
interessante, que é o fato dele possuir uma alta afinidade a proteina HSA. Essa

particularidade possui um lado positivo, por exemplo na area meédica
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(identificacdo e/ou tratamento de alguma patologia). O corante RB pode ser
utilizado na presenca de outros farmacos, pois a presenca destes ndo afetam
significativamente a ligacdo do corante a proteina, como foi observado nos
experimentos de competicdo de sitios. E também o corante pode ser utilizado
em pacientes que apresentam algumas doencgas, como Alzheimer, Parkinson e
Diabetes, pois 0 RB ainda consegue ligar na proteina mesmo havendo a

alteracéo da estrutura proteica ocasionada por essas patologias.

7. PERSPECTIVAS

7.1 Tese

Como o corante RB estd sendo estudado em tratamentos medicinais
(relatado na parte de Aplicacbes), desse modo este trabaho auxilia na
compreensao da interacdo desse ligante na proteina HSA. Porém ainda ha a
necessidade de realizar estudos mais aprofundados, tanto tedrico como
experimental, em relacdo aos sitios.

Nos estudos de docking ainda é possivel averiguar se o corante RB possui
afinidades a outros sitios de interacdo da HSA, pois de acordo com o Teste de
Job’s Plot pelo menos h&a 6 estruturas desse corante ligando a proteina. Ou
entdo verificar se € possivel o mesmo sitio acomodar duas ou mais estruturas
de RB.

Na parte experimental ainda pode realizar estudos com outras técnicas que
possam averiguar se existe algum sitio preferencial para a formacédo do
complexo ou se ha outros sitios que possa haver afinidades entre o corante a

proteina.

7.2 Aluno
Tenho o interesse em realizar um pés doutorado para aprimorar as técnicas
aprendidas no doutorado e também se possivel, aprender novas técnicas para

abranger o conhecimento e a compreenséo do tema.
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APENDICE

Figura S1. Coordenadas do conférmero (-2,34 kcal.mol ) obtido nos estudos de

docking molecular ao sitio de Sudlow I, utilizando o software Autodock.

X y z
C1 -3.296830 -1.194700 -2.005750
Cc2 -3.519540 -0.758593 -3.319290
C3 -2.453580 -0.676433 -4.226350
C4 -1.171940 -1.099740 -3.829490
C5 -0.945645 -1.502000 -2.505820
C6 -2.006760 -1.549700 -1.594380
Cc7 -0.018665 -1.140850 -4.839280
C8 -0.321132 -0.965326 -6.138110
Cc9 -1.736210 -0.511849 -6.533100
C10 -2.075420 -0.443631 -7.844330
C11 -1.026260 -0.746643 -8.931450
C12 0.410317 -1.129250 -8.529400
C13 0.740033 -1.232230 -7.220480
11 1.853900 -1.494930 -10.010200
12 -4.030220 0.088503 -8.395820
13 -5.454560 -0.216740 -3.926810
14 -1.664260 -2.155690 0.386741
01 -1.342500 -0.679234 -10.146800
02 -2.705360 -0.140319 -5.539170
03 -4.388020 -1.273510 -1.085300
H1 -4.584960 -2.195160 -0.899792
Cl4 1.390190 -1.592400 -4.410660
C15 2.249500 -0.690731 -3.768560
Cl6 3.531050 -1.101110 -3.378710
C17 3.953480 -2.413620 -3.630080
cl1 4.610730 0.031458 -2.573320
C18 3.093520 -3.316250 -4.271390
Cl2 5.563080 -2.929120 -3.139820
C19 1.811500 -2.905140 -4.660750
Cl3 3.623430 -4.964320 -4.586510
Cl4 0.731615 -4.037250 -5.467000
C20 1.786100 0.752212 -3.491850
04 1.155060 1.018830 -2.436680
05 2.073970 1.787740 -4.434970
H2 3.022600 1.935610 -4.466050
H3 0.058985 -1.778270 -2.185670

H4 1.755870 -1.503870 -6.933430
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Figura S2. Coordenadas do conférmero (-2,26 kcal.mol ) obtido nos estudos de

docking molecular ao sitio de FA1, utilizando o software Autodock.

X y z
C1 -1.31771 -3.03158 1.33685
Cc2 -0.35755 -2.38569 0.543783
C3 -0.16582  -0.9992 0.682431
C4 -0.99743 -0.25649 1.53038
C5 -1.9772 -0.90222 2.29528
C6 0.960928 -0.29087 -0.07928
Cc7 -2.12473 -2.29182 2.21172
C8 1.87114 -1.06017 -0.70247
C9 1.63076 -2.5736 -0.82418
C10 2.59745 -3.3645 -1.35152
C11 3.89823 -2.74036 -1.89274
C12 4,10227 -1.21574 -1.83452
C13 3.15321 -0.42885 -1.27674
11 5.85317 -0.35953 -2.6159
12 2.31733 -5.44406 -1.44164
13 -1.55066 -5.11363 1.2075
14 -3.22021 0.211698 3.56903
01 47921 -3.47732 -2.38392
02 0.390821 -3.16702 -0.40658
03 -3.10162 -2.95715 3.01611
H1 -2.76477 -3.06059 3.90896
Cl4 1.17167 1.22908 0.057362
C15 2.20833 1.72215 0.861003
Cl6 2.40069 3.10478 0.985841
C17 1.55639 3.99435 0.307037
ci1 3.70161 3.72508 1.99647
C18 0.520194 3.50106 -0.49746
ClI2 1.7974 5.73007 0.463155
C19 0.328463 2.11727 -0.62282
Cl3 -0.53972 4.61647 -1.35197
Cl4 -0.97339 1.49743 -1.63173
C20 3.13592 0.746295 1.60788
04 3.52905 -0.30698 1.04253
05 3.55248 1.03917 2.9448
H2 2.8564 1.52053 3.39748
H3 -0.88194 0.825445 1.59505

H4 3.29595 0.650914 -1.23389
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Figura S3. Coordenadas do conférmero (-3,25 kcal.mol ) obtido nos estudos de

docking molecular ao sitio de FAB, utilizando o software Autodock.

X y z
C1 3.52123 -1.79537 -3.04012
C2 3.03497 -2.62735 -2.02311
c3 2.67775 -2.08814 -0.77878
c4 2.74589 -0.69644 -0.58239
c5 3.26518 0.128605 -1.58892
Cé6 3.65321 -0.41981 -2.81831
c7 4.42814 0.819819 -4.32524
C8 2.24072 -0.07002 0.722202
9 1.54894 -0.85765 1.56465
C10 1.48902 -2.37222 1.31162
C11 0.701996 -3.1516 2.09328
C12 -0.069 -2.53219 3.27537
C13 0.053505 -1.02668 3.56913
11 0.811325 -0.24195 2.76778
12 -0.95742 -0.18958 5.20887
13 -0.79562  -3.2584 4.00099
14 0.540727 -5.20876 1.70119
01 2.26641 -2.9858 0.269307
02 2.32253 1.45087 0.95013
03 1.14786  2.2067 1.05868
H1 1.22071 3.59103 1.26644
ci14 2.46968 4.21875 1.36509
C15 3.64574 3.46372 1.2572
C16 3.57075 2.07894 1.04993
Cc17 5.0473 1.12999 0.91387
cil 5.21375 4.25218 1.38203
C18 2.56186  5.9566 1.62544
Cl2 -0.25509 4.53963 1.40135
C19 -0.22522 1.51678 0.94963
Ci3 -1.06784 1.64247 1.87543
Cla -0.54173 0.73479 -0.20529
C20 -0.15174 -0.13771 -0.11628
04 2.85021 -4.69177 -2.35954
05 3.8857 -2.35273 -4.30643
H2 4.62721 -2.95292 -4.18999
H3 3.36749 1.19976 -1.41495
H4 0.899297 0.824741 2.97402
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Figura S4. Representacdo da sequéncia do alinhamento dos aminoacidos
referentes as estruturas PDB 2BX8 e PDB 2BXE.

1

21

4

RMSD: ca

2BX8,chanA 1 SEVAHRFKDL CEENFKALVL IAFAQYLQQC PFEDHVKLVN EVTEFAKTCV

2BXE,chainA 1SEVAHRFKDL GEENFKALVL IAFAQYLQQC PFEDHVKLVN EVTEFAKTCV
51 61 Al 81 91

RMSD: ca —

2BX8,chainA 51ADESAENCDK SLHTLFGDKL CTVAJTLRETY GEMADCCAKQ EPERNECFLQ‘

2BXE,chainA 51 ADESAENCDK SLHTLFGDKL CTVAl. . ... . . ./ADCCAKQ EPERNECFLQ
101 11 121 131 14

RMSD: ca

2BX8,chainA 101 HKDDNPNLPR LVRPEVDVMC TAFHDNEETF LKKYLYEIAR RHPYFYAPEL‘

2BXE,chamA 92 HKDDNPNLPR LVRPEVDVMC TAFHDNEETF LKKYLYEIAR RHPYFYAPEL

151
RMSD: ca

161

191

2BX8,chainA 151|LF F AKRYKAA
2BXE,chainA 142|LF FAKRYKAA

FTECCQAADK
FTECCQAADK

KQRLKCASLAQ
KQRLKCASLQ

201
RMSD: ca

211

221

241

2BX8,chain A 201|KF CERAFKAW
2BXE,chain A 192 KF CERAFKAW

KAEFAEVSKL
KAEFAEVSKL

VIDLTKVHTE
VIDLTKVHTE

251
RMSD: ca

27

281

291

2BX8, chainA 251D D RAD LAKY |
2BXE,chainA 242 DD RAD LAKY |

RMSD: ca

2BX8,chain A 301|L AADF VESKD
2BXE,chain A 292|L AADFVESKD

RMSD: ca

2BX8,chain A 301|L AADF VESKD

CENQDSI1SSK LKECCEKPLL EKSHCIAEVE NDEMPADLPS
CENQDSISSK LKECCEKPLL EKSHCIAEVE NDEMPADLPS
301 31 321 331 341
VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE
VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE
301 3N 321 331 341
VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE
VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE

2BXE,chain A 292|L AADFVESKD

351
RMSD: ca

2BX8,chainA 351|T TLEKCCAAA
2BXE,chainA 342 T TLEKCCAAA

401
RMSD: ca

2BX8,chainA 401 [NALLVRY TKK
2BXE,chain A 392 WAL LVRY T KK

SKCCKHPEAK
SKCCKHPEAK

451 461 471 481 491

RMSD: ca

2BX8,chalnA 451VVLNQLCVLH EKTPVSDRVT KCCTESLVNR RPCFSALEVD ETYVPKEFNA‘

2BXE,chainA 442|VV L NQLCVLH EKTPVSDRVT KCCTESLVNR RPCFSALEVD ETYVPKEFNA
501 511 521 531 541

RMSD: ca

ZBxs,chainASMT.‘TFHADI CTLSEKERQI KKQTALVELV KHKPKATKEQ LKAVMDDFAA

2BXE,chainA 492 |E| |[TIF[TFHADI| CTLSEKERQI KKQTALVELVY KHKPKATKEQ LKAVMDDFAA
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RMSD: ca

2BX8,chainA 550F VEKCCKADD KETCFAEEGK KLVAASQAA

2BXE,chainA 541 FVEKCCKADD KETCFAEEGK KLVAASQAA
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Figura S5. Coordenadas do resultado -52,13 kJ.mol! obtidos pelo docking
molecular para o sitio Sudlow I, utilizando o software GOLD.

X y z
C1 7.17740 -7.03520 5.26220
Cc2 6.91890 -8.26820 5.73000
C3 5.82340 -8.58270 6.51380
C4 491220 -7.54760 6.78790
C5 5.16060 -6.28080 6.30970
C6 6.26210 -5.98100 5.49460
Cc7 5.63230 -9.90930 6.99220
C8 6.59410 -10.86800 6.70870
C9 7.69430 -10.51380 5.85530
C10 8.63090 -11.45300 5.48840
C11 8.52190 -12.80640 5.84940
C12 7.45830 -13.12400 6.82290
C13 6.54810 -12.19360 7.20030
11 10.27040 -10.88240 4.32070
12 7.42780 -15.02830 7.63420
13 3.81900 -4.73390 6.82100
14 8.83640 -6.64470 4.02650
01 9.29750 -13.68710 5.38330
02 7.86420 -9.24810 5.44770
03 6.54010 -4.79460 4.99440
H1 7.37440 -4.49130 5.36300
Cl4 4.54110 -10.19460 7.94080
C15 3.17150 -10.06920 7.63610
Cl6 2.20580 -10.44640 8.57100
C17 2.58480 -10.90120 9.79910
cll 0.49410 -10.33660 8.17650
C18 3.91910 -11.02600 10.14170
ClI2 1.35230 -11.33520 10.97810
C19 4.86780 -10.66430 9.20950
Cl3 4.38490 -11.63950 11.72410
Cl4 6.57150 -10.79500 9.63130
C20 2.76880 -9.51220 6.33280
04 3.16000 -10.29570 5.32300
05 2.14700 -8.46700 6.18480
H2 1.86980 -7.89790 7.02250
H3 4.02350 -7.74180 7.36440

H4 5.75360 -12.46830 7.87370
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Figura S6. Coordenadas do resultado -58,19 kJ.mol! obtidos pelo docking

molecular para o sitio FA1, utilizando o software GOLD.

X y z
C1 2.5148 8.1924  9.3547
C2 2.2985 9.4894 9.0773
c3 1.4637 9.9343  8.0682
Cc4 0.7725 8.9575 7.3298
c5 0.9791 7.6251 7.6073
Ccé 1.8089 7.188  8.6503
c7 1.3062 11.3267 7.8198
C8 2.0495 12.2281 8.5679
9 2.8716 11.7298  9.6356
C10 3.5677 12.5938 10.4497
C11 3.4508 13.9898 10.3414
C12 2.7027 14.4786 9.1662
C13 2.0339 13.6261  8.3522
11 2.7456 16.51 8.7696
12 48276 11.8315 11.9357
13 3.7568 7.5921 10.945
14 -0.0042 6.1874  6.4155
o1 3.9695 14.7716 11.1864
02 3.0246 10.4113  9.8232
03 2.03 5.9302 8.973
H1 1.8654  5.3797  8.2025
ci14 0.5273 11.7781 6.653
C15 -0.7623 12.3396  6.7287
C16 -1.3886 12.8202  5.5773
Cc17 -0.7699 12.7117  4.3672
cil -2.9797 13.5663 5.6746
C18 0.4904 12.1543 4.249
Cl2 -1.5919 13.2882  2.9216
C19 1.1089 11.6936  5.3914
Ci3 1.2803 12.0479 2.6798
Cla 2.7042 10.9615 5.2618
C20 -1.4534 12391  8.0289
04 -0.6516 12.8551  8.9923
05 -2.6186 12.0589 8.2114
H2 -3.0137 12.0431 9.1841
H3 0.083 9.2464  6.5546
H4 1.4556 14.0165 7.5317
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Figura S7. Representagdo da sequéncia do alinhamento dos aminoéacidos
referentes as estruturas PDB 2BXE e PDB 2BXF.

1 11 21 31 &

RMSD: ca

2BXF, chain A 1‘SEVAHRFKDL GEENFKALVL IAFAQYLQQC PFEDHVKLVN EVTEFAKTCV

2BXE,chainA 1|SEVAHRFKDL CEENFKALVL IAFAQYLOQQC PFEDHVKLVN EVTEFAKTCV
51 61 4l 81 91

RMSD: ca

2BXF,chainA 51[ADESAENCDK SLHTLFCGDKL CTVA|[TLRETY GEMADCCAKQ EDERNECFLQ‘

2BXE,chainA 51 ADESAENCDK SLHTLFGCDKL CTVA]. .. ... . .[ADCCAKQ EPERNECFLQ
101 111 121 131 141

RMSD: ca

2BXF,chainA 101[HKDDNPFNLFR LVRFEVDVMC TAFHDNEETF LKKYLYEIAR RHDYFYADEL‘

2BXE,chainA 92\HKDDNPNLFPR LVRPEVDVMC TAFHDNEETF LKKYLYEIAR RHPYFYAPEL
151 161 171 181 191

RMSD: ca

2BXF,chainA151‘LFFAKRYKAA FTECCQAADK AACLLPKLDE LRDEGKASSA KQRLKCASLQ

2BXE,chainA 14?2l FFAKRYKAA FTECCOQOAADK AACLIPKIDE |RDEGKASSA KQRLKCASLQ
201 21 221 231 241

RMSD: ca

2BXF,chainA 201 KFGERAFKAW AVARLSQRFP KAEFAEVSKL VTDLTKVHTE CCHGDLLECA

2BXE,chainA 192 KFCERAFKAW AVARLSQRFP KAEFAEVSKL VTDLTKVHTE CCHGDLLECA
251 261 271 281 291

RMSD: ca

2BXF,chainA >51DDRADLAKY 1 CENQDSISSK LKECCEKPLL EKSHCIAEVE NDEMFPADLFS

2BXE,chainA 242 DDRADLAKY | CENQDSISSK LKECCEKPLL EKSHCIAEVE NDEMPADLPS

301
RMSD: ca

311

341

2BXF, chain A 301/ L AADFVESKD
2BXE, chainA 292|L AADFVESKD

RMSD: ca

2BXF,chainA 351/ T T LEKCCAAA
2BXE,chainA 342/ T T LEKCCAAA

RMSD: ca

2BXF, chain A 401 1 A L
2BXE, chain A 392 || A |

RMSD: ca

2BXF, chain A 450|5 WV V/
2BXE, chain A 441 SV V/

RMSD: ca

2BXF, chain A 500~ &

VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE
VCKNYAEAKD VFLGMFLYEY ARRHPDYSVV LLLRLAKTYE

351 361 37 381 391
DPHECYAKVF DEFKPLVEEP QNLIKQNCEL FEQLGEYKFQ
DPHECYAKVFE DEFKPLVEEP QNLIKQNCEL FEQLGEYKFQ

401 411 421 431 441
LVRYTKK VPQVSTPTLV EVSRNLGKVG SKCCKHP[.[E[A |[KRMPCAEDYL
LVRYTKK VPQVSTPTLY EVSRNLGKVG SKCCKHPIEA|. [KRMPCAEDYL

451 461 471 481 491
LNQLCVL HEKTPVSDRV TKCCTESLVN RRPCFSALEV DETYVPKEFN
LNQLCVL HEKTPVSDRVY TKCCTESLVN RRPCFSALEV DETYVPKEFN

501 511 521 531 541
TFTFHADI CTLSEKERQI KKQTALVELV KHKPKATKEQ LKAVMDDFAA
TETEHADI CTLSEKERQI KKQTALVELY KHKPKATKEQ LKAVMDDFAA]

2BXE, chain A 491 ~ &

RMSD: ca

2BXF,chain A 550/F VEKCCKADD

551 561 571
KETCFAEECK KLVAASQAA
KETCFAEECK KLVAASQAA

2BXE,chainA 541|F VEKCCKADD
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Figura S8. Coordenadas do resultado -67,55 kJ.mol! obtidos pelo docking

molecular para o sitio FAS, utilizando o software GOLD.

X y z
C1 -3.8017 -16.027 -12.1003
C2 -3.7992 -17.33 -11.7717
c3 -2.9621 -17.8849 -10.8205
Cc4 -2.1023 -17.0097 -10.1336
c5 -2.0987 -15.6711 -10.4549
Cé6 -2.9708 -15.1172 -11.4037
c7 -3.0022 -19.2808 -10.5466
C8 -3.8528 -20.0848 -11.2913
9 -4.7378 -19.4656 -12.2387
C10 -5.6493 -20.2165 -12.9451
C11 -5.8239 -21.593 -12.7239
C12 -4.8264 -22.2294 -11.8408
C13 -3.9152 -21.4919 -11.1608
11 -4.8307 -24.2953 -11.7088
12 -5.1459 -15.2451 -13.5192
13 -0.7279 -14.4056 -9.4682
14 -6.8587 -19.2972 -14.3835
01 -6.7632 -22.2427 -13.2624
02 -4.653 -18.153 -12.4977
03 -3.0248 -13.8444 -11.7384
H1 -2.173 -13.5828 -12.0987
ci14 -2.0079 -19.8763 -9.6362
C15 -2.3008 -20.3536 -8.3437
C16 -1.3118 -20.983 -7.5857
Cc17 -0.0462 -21.103 -8.0785
cil -1.686 -21.6237 -5.9897
C18 0.2848 -20.6352 -9.3373
ClI2 1.1965 -21.8649 -7.0922
C19 -0.6994 -20.0265 -10.086
Ci3 1.919 -20.8239 -9.9629
Cla -0.2955 -19.405 -11.6823
C20 -3.6524 -20.1591 -7.7902
04 -4.0124 -18.8722 -7.8167
05 -4.3661 -21.0592 -7.3639
H2 -3.9721 -22.0233 -7.2312
H3 -1.4527 -17.3801 -9.3587
H4 -3.2325 -21.9796 -10.4853
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Figura S9. Gréficos obtidos dos experimentos de adicdo de proteina HSA no

corante RB (triplicata) e gréficos para a obtencdo da constante de associacéo

utilizando a equacéo de Benesi-Hildebrand.
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Figura S10. Espectros de UV-vis normalizados do experimento do RB sob a

influéncia da polaridade do meio reacional. a) THF. b) Etanol. c) Acetonitrila. d)
DMF. e) Acetona. f) Metanol.
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Figura S11. Espectros de UV-vis obtidos no experimento do RB sob a influéncia
da alteracao do valor de acidez (pH 3,7; 7,4; 8,0) do meio reacional.

3_

. = pH3,7
X — pH74

~ | F - pH8,0

32

© -

g -

Q "

«0 B

2

(@]

31

<

T T T I
200 300 400
Comprimento de onda (nm)



