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Resumo

A busca por metabolitos com potencial farmacologico oriundos de plantas e de micro-
organismos sempre foi uma area bastante explorada pela comunidade cientifica. Foi reportado
que a piperlongumina (PPL), molécula extraida de espécies de pimenta, apresenta acdo anti-
inflamatoria e por isso, o objetivo deste trabalho foi a descricdo da interacdo da PPL com
alguns alvos farmacoldgicos envolvidos no processo de transporte e de inflamacdo. A
primeira etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interacdo da PPL com a albumina de
camundongo (RSA), pois entender a interacdo de pequenas moléculas com esta proteina
contribui para compreensdo da distribuigdo dos farmacos no organismo. Os resultados de
supressdo de fluorescéncia mostraram que a PPL se liga na RSA espontaneamente e que 0
processo é entropicamente dirigido. Também foi mostrado que a PPL acessa dois sitios
cooperativos da RSA com constantes de ligacdo de (2.3+0.1)-10° e (1.3+0.1)-10°> M™%, Com as
ferramentas de docagem e dindmica molecular verificou-se os sitios de interagdo como sendo
ricos em residuos apolares. Além disso, com a analise dos dados de supressdao de
fluorescéncia do sistema RSA-PPL, nds mostramos a necessidade da correcdo do efeito de
filtro interno antes de associar os desvios no méaximo de intensidade de fluorescéncia a
mudancgas de polaridade no ambiente da sonda fluorescente. Também mostramos a
possibilidade de utilizar as areas do espectro de emissdao do Trp, em vez de um Unico
comprimento de onda. A segunda etapa deste trabalho foi dedicada ao estudo da interacdo da
PPL com o dominio NBD da HSP70. A anélise dos dados de supressdo de fluorescéncia
mostrou o equilibrio das componentes entrdpicas e entalpica na interacdo da PPL com o NBD.
Além disso, foi mostrado que a PPL acessa dois sitios do NBD com constantes de ligacdo
equivalentes a (6.3 + 0.2)-10° M ,de modo cooperativo. Os ambientes de interacdo foram
descritos com o uso do docagem molecular. Com a dinamica molecular associada ao método
de MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area), a energia livre de
interacdo foi estimada como sendo (-58 + 3) e (-49 + 3) kJ-mol™ para os sitios 1 e 2. A
terceira etapa deste trabalho foi dedicada a modificacdo de alguns grupos quimicos da
estrutura da PPL. As estruturas inspiradas na PPL foram submetidas aos calculos de docagem
molecular para a verificagdo na mudanca de afinidade pela proteina NF-kB.

Palavras-chave: Piperlongumina, RSA, HSP70, Espectroscopia de Fluorescéncia, Dicroismo

circular, Docking Molecular, Dinamica Molecular, MMPBSA.



Abstract
The search for metabolites with pharmacological potential from plants and microorganisms
has always been an area widely explored by the scientific community. It was reported that
piperlongumine (PPL), a molecule extracted from pepper species, exhibits anti-inflammatory
property and therefore the aim of this work, was the description of the interaction of PPL with
some pharmacological targets involved in the transport and inflammation process. The first
step of this work was dedicated to the study of the interaction of PPL with rat serum albumin
(RSA), once understanding the interaction of small molecules with albumin contributes to the
understanding of the distribution of the drug in the body. Fluorescence quenching results
showed that PPL binds to RSA spontaneously and that the process is entropically driven. It
was also shown that PPL accesses two cooperative sites in RSA structure with binding
constants of (2.3 + 0.1)-10° e (1.3 + 0.1)-10° M. With the docking and dynamic analyses, the
interaction sites were found to be rich in non-polar residues. Furthermore, by analyzing the
fluorescence quenching data from the RSA-PPL system, we showed the importance of
applying inner filter correction over the entire fluorescence spectrum prior to any conclusion
regarding changes in the polarity of the fluorophore microenvironment. We also demonstrated
the convergence of the results obtained from the treatment of fluorescence data using the area
below the spectrum curve and the intensity in a single wavelength. The second stage of this
work was dedicated to the study of the interaction of PPL with the NBD domain of HSP70.
Analysis of the fluorescence guenching data showed the balance of entropic and enthalpic
components in the interaction of PPL with NBD. Furthermore, it was shown that PPL has a
cooperatively mode of binding, accessing two NBD sites with a binding constant of (6.3
0.2)-10* M™%, The interaction environments were described using molecular docking. With
molecular dynamics associated with the MMPBSA method (molecular mechanics Poisson-
Boltzmann surface area), the free energies of interaction were estimated to be (-58 + 3) e (-49
+ 3) kJ-mol™ for sites 1 and 2. The third step of this work was dedicated to the modification
of some chemical groups of the PPL structure. PPL inspired molecules were submitted to

molecular docking calculations in order to verify the changes in affinity for NF-kB protein.

Keywords: Piperlongumine, RSA, HSP70, Fluorescence Spectroscopy, Circular Dichroism,
Molecular Docking, Molecular Dynamics, MMPBSA.
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1.  INTRODUCAO

1.1  Piperlongumina

A natureza sempre foi uma fonte profundamente explorada para obtencéo de farmacos.
Nos Gltimos 20 anos, um tergo dos farmacos aprovados pelo FDA (do inglés Food and Drug
Administration) foram baseados em produtos naturais ou em seus derivados.! Atualmente a
busca por metabdlitos com potencial farmacologico oriundos de plantas e de micro-
organismos continua sendo uma area de pesquisa bastante explorada pela comunidade
cientifica.

Um exemplo de produto natural que vem sendo estudado recentemente é a
piperlongumina, também conhecida como piplartina (PPL). Esta molécula tem apresentado
resultados promissores como ansiolitico, anti-tumoral, anti-inflamatério e antiangiogénico.?
Entre os alvos moleculares da PPL encontram-se proteinas kinases como MAPK, JNK e p38,
receptores como IL-8R e MDR1, fatores de transcricdo como AP-1 e NF-xB, entre outros
revisados por Prasad e Tyagi.>

A piperlongumina é um alcal6ide amida isolada da casca do caule e de raizes de
diferentes espécies de pimenta, mas esta molécula destaca-se como sendo o principal
componente presente na pimenta-longa (Piper longum L)*. A pimenta-longa tem um longo
histérico de uso na medicina tradicional indiana, conhecida como Ayurveda, sendo utilizada
no tratamento tumores, malaria, asma, infeccdes respiratdrias, entre outras doencas revisadas
por Bezerra e colaboradores.”

A PPL tem massa molecular igual a 317.3 g/mol e é uma molécula lipofilica com
coeficiente de particdo (logP) igual a 1.63. Este metabdlito foi isolado pela primeira vez em
1961 por quimicos indianos que estudavam a pimenta-longa e sua estrutura quimica (Figura

1) foi caracterizada em 1968*.

H2C0

HzCO

OCH=

Figura 1: Estrutura quimica da PPL
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