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RESUMO 

 

 

A folha de louro verde brasileira, uma especiaria muito apreciada na cozinha local (Aniba 

riparia, Lauraceae), contém compostos químicos que apresentam derivados de benzoíla 

chamados riparinas, que possuem propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas e 

ansiolíticas. No entanto, não está claro qual o tipo de interação que as riparins desempenham 

com qualquer alvo molecular. Como um alvo rentável, a albumina de soro humano (HSA) é 

uma das principais proteínas extracelulares, com uma capacidade excepcional para interagir 

com várias moléculas, e também desempenha um papel crucial no transporte, distribuição e 

metabolismo de uma grande variedade de ligantes endógenos e exógenos. Para delinear o 

mecanismo de interação HSA-riparina, a espectroscopia e os métodos computacionais foram 

aplicados de forma sinérgica. Uma avaliação através de espectroscopia de fluorescência 

mostrou que a emissão, atribuída ao Trp 214, a 346 nm, diminuiu com as titulações das 

riparinas. Observou-se um mecanismo de supressão estática na ligação das riparinas à HSA. 

Os experimentos de fluorescência realizados em 298, 308 e 318 K possibilitaram a realização 

de análises termodinâmicas que indicassem uma reação espontânea na formação do complexo 

(ΔG <0). O experimento do balanço entálpico-entrópico e com um cálculo de modelagem 

molecular revelou que interações hidrofóbicas, ligação de hidrogênio e interações não 

específicas estão presentes para as riparinas I - III com a HSA. O conjunto de resultados das 

mudanças da fração de fluorescência obtidos através de Schatchard não foi conclusivo ao 

estabelecer que tipo de cooperatividade esteja presente na interação. Para esclarecer o 

complexo HSA-riparinas, a abordagem de Hill foi utilizada para distinguir o índice de 

afinidade e a constante de ligação. Observou-se uma correspondência entre as estruturas 

moleculares das riparinas, devido à presença do grupo hidroxila no anel B, com parâmetros 

termodinâmicos e índice de afinidade. Riparin III realiza uma ligação de hidrogênio 

intramolecular, que afeta o coeficiente de Hill e a constante de ligação. Portanto, a presença 

de grupos hidroxila é capaz de modular a interação entre riparinas e HSA. Os experimentos de 

competição de sítio indicaram o sítio I como sendo o mais acessado, e as ferramentas de 

modelagem molecular reforçavam os resultados experimentais detalhando a participação de 

resíduos. 

 

 

Palavras-chave: riparina, albumina do soro humano, fluorescência, deslocamento de drogas. 

  



 

ABSTRACT 

 
 

The green Brazilian bay leaf, a spice much prized in local cuisine (Aniba riparia, Lauraceae), 

contains chemical compounds presenting benzoyl-derivatives named riparins, which have 

anti-inflammatory, antimicrobial and anxiolytic properties However, it is unclear what kind of 

interaction riparins perform with any molecular target. As a profitable target, human serum 

albumin (HSA) is one of the principal extracellular proteins, with an exceptional capacity to 

interact with several molecules, and it also plays a crucial role in the transport, distribution, 

and metabolism of a wide variety of endogenous and exogenous ligands. To outline the HSA–

riparin interaction mechanism, spectroscopy and computational methods were synergistically 

applied. An evaluation through fluorescence spectroscopy showed that the emission, 

attributed to Trp 214, at 346 nm decreased with titrations of riparins. A static quenching 

mechanism was observed in the binding of riparins to HSA. Fluorescence experiments 

performed at 298, 308 and 318 K made it possible to conduct thermodynamic analysis 

indicating a spontaneous reaction in the complex formation (ΔG<0). The enthalpy-entropy 

balance experiment with a molecular modeling calculation revealed that hydrophobic, 

hydrogen bond and non-specific interactions are present for riparin I - III with HSA. The set 

of results from fractional fluorescence changes obtained through Schatchard was inconclusive 

in establishing what kind of cooperativity is present in the interaction. To shed light upon the 

HSA-riparins complex, Hill’s approach was utilized to distinguish the index of affinity and 

the binding constant. A correspondence between the molecular structures of riparins, due to 

the presence of the hydroxyl group in the B-ring, with thermodynamic parameters and index 

of affinity were observed. Riparin III performs an intramolecular hydrogen bond, which 

affects the Hill coefficient and the binding constant. Therefore, the presence of hydroxyl 

groups is capable of modulating the interaction between riparins and HSA. Site marker 

competitive experiments indicated Site I as being the most suitable, and the molecular 

modeling tools reinforced the experimental results detailing the participation of residues. 

 

 

Keywords: riparin, human serum albumin, fluorescence, drug displacement. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Aniba riparia é uma espécie de planta nativa da Amazônia, pertencente à família 

Lauraceae, da qual as riparinas I, II e III podem ser isoladas. (DOS SANTOS et al., 2011). 

Estas substâncias, do ponto de vista fitoquímico, apresentam uma classe especial de alcaloides 

contendo uma função alcamida. As alcamidas são consideradas compostos bioativos com 

eficácia medicinal, aromatizante e no controle biológico (inseticida, bactericida); sendo, 

portanto, um grupo de metabolito de grande interesse atual (TORRES; CHAVEZ, 2001). 

Estudos indicam que as riparinas apresentam diversas atividades biológicas: 

antimicrobiana, relaxante, antidepressiva e ansiolítica. No entanto, até o momento não estão 

claras as interações destes derivados de benzoíla com qualquer molecular específico; as 

investigações da bioatividade foram realizadas “in vitro” e em modelos animais, 

especialmente envolvendo roedores. Como um alvo factível, a albumina do soro humano 

(HSA) é uma das macromoléculas mais importantes e abundantes no sistema circulatório. A 

investigação da interação entre as riparinas I, II e III com a HSA contribui para a 

compreensão da afinidade riparina-proteína, bem como a disposição, transporte e 

metabolismo destas benzoil-tiraminas no nível molecular.  

No presente estudo, a supressão do sinal de fluorescência foi empregada para analisar 

a interação das riparinas à HSA, em condições fisiológicas simuladas. Em particular, foi 

investigada a influência do padrão de hidroxilação, presente nas riparinas II e III, na 

característica de ligação com HSA e os sítios específicos de ligação de cada riparina na HSA. 

Os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para a compreensão do potencial das 

riparinas e os seus possíveis mecanismos de interação. 

 

 

 1.1 FAMÍLIA LAURACEAE 

 

 

Consideradas uma das mais primitivas famílias pertencentes à divisão 

Magnoliophyta, a família Lauraceae é formada por cerca de 50 gêneros e 2500-3000 espécies 

de plantas encontradas em florestas tropicais e subtropicais. (DOS SANTOS et al., 2011). No 

Brasil, os domínios fitogeográficos destes vegetais são a Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata 

Atlântica e Pantanal, onde habitam 24 gêneros e 441 espécies. As espécies são, 
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predominantemente, árvores e arbusto; exceto as plantas do gênero Cassytha, que são 

trepadeiras parasitas. (QUINET et al., 2015). Economicamente, as Lauraceaes se destacam na 

fabricação de papel, industria madeireira e construção civil. Os seus óleos essenciais e 

alcaloides são altamente usados na perfumaria, cosmotologia e farmacêutica. Algumas 

espécies - como a Cinnamomum camphota, Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O. 

teleiandra, Laurus nobilis e Aniba riparia- são empregadas na medicina popular; outras, são 

conhecidas mundialmente devido aos seus usos na culinária, como o abacate (Persea 

americana) e canela (Cinnamomum zeylanicu) (MARQUES, 2001; QUINET; ANDREATA, 

2002). Neste cenário de ampla utilidade das espécies, associado à exploração econômica e a 

inexistência de programas efetivos de manejo florestal, um número elevado dessas estão 

ameaçadas de extinção (OLIVEIRA; MARCCUS, 2013). 

 

 

1.1.1 Aniba riparia 

 

 

O gênero Aniba compreende cerca de 40 espécies, das quais 29 são encontradas no 

Brasil, principalmente na Amazônia. (MARQUES; AZEVEDO, 2011; URBINATI et al., 

2014; QUINET et al., 2015). Dentre estas, destaca-se a Aniba riparia (Ness) Mez (Figura 1), 

cujo extrato obtido do fruto verde possui atividade antimicrobiana comprovada contra 

Candida albicans, Bacillus cereus, Klebsiela pneumoniae e Staphylococcus aureus 

(MARQUES, 2001). 
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Figura 1 - Aniba Riparia 

 
Fonte: Aniba in Flora do Brasil 2020 em construção (2017). 

 

 

Popularmente conhecida no Brasil como “louro”, esta espécie é uma planta típica da 

região norte do país, encontrada nos estados Amazonas, Rondônia e Roraima. (SILVA et al., 

2015; ANIBA, 2017). Os frutos desta angiosperma contêm diferentes componentes químicos, 

tais como flavonóides, neolignanas, stirilpironas e alcamidas (BARBOSA-FILHO et al., 

1987). Estas últimas, formadas a partir de feniletilaminas naturais -como a tiramina e 

dopamina- com ácidos orgânicos, têm despertado amplo interesse farmacológico em virtude 

de apresentarem efeito notável sobre um organismo vivo, tecido ou células receptoras, mesmo 

em pequenas quantidades (OLIVEIRA, 2012). 
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A partir do fruto verde da Aniba riparia, podem ser isoladas as tiraminas conjugadas 

(Figura 2) N-benzoil-tiramina (riparina I) e os seus análogos N-2-hidroxi-benzoil-tiramina 

(riparina II) e N-2,6-dihidroxi-benzoil-tiramina (riparina III) (CASTELO-BRANCO et al., 

2000). Resultados da condensação do éter metílico da tiramina (agente simpaticomimético) e 

do ácido salicílico (agente queratolítico e antimicótico), as riparinas - denominadas assim em 

referência à planta - denotam efeitos antimicrobiano, ansiolítico e amplo potencial terapêutico 

(CASTELO-BRANCO et al., 2000; CATÃO et al., 2010; DE CARVALHO et al., 2013) 

 

 

Figura 2 - Estrutura química das riparinas I (A), II (B) e III (C). 

 

Fonte: Adaptada de DE CARVALHO et al. (2013, p. 166). 

 

 

A riparina I demonstra atividade antinociceptiva (ARAÚJO et al., 2009), por 

exemplo, efeitos de antiansiedade em modelos animais, (DE SOUSA et al., 2005). A riparina 

II tem demonstrado efeito inibitório - direto ou indireto - sobre a atividade, produção ou 
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libertação de mediadores pró-inflamatórios envolvidos na geração de dor associada à 

inflamação, (DE CARVALHO et al., 2013) e significante atividade antidepressiva, 

(TEIXEIRA et al., 2013). A riparina III, administradas intraperitonealmente ou oralmente, 

também mostra atividade antidepressiva e ansiolítica em roedores, (SOUSA et al., 2004; DE 

MELO et al., 2006, 2013). E, as três riparinas naturais demonstram atividade antimicrobiana 

em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (CATÃO et al., 2010). 

 

 

1.2 ALBUMINA DO SORO HUMANO 

 

 

A albumina do soro humano (HSA, Figura 3) é uma proteína globular, monomérica, 

produzida no fígado. A HSA é constituída por 585 resíduos de aminoácidos e composta por 

três domínios helicoidais homólogos (denotados I, II e III), cada dividido em dois 

subdomínios (A e B), estruturalmente semelhantes (DOCKAL; CATER; RÜKER, 1999). Na 

HSA há um total de 17 pontes dissulfeto, um tiol livre de Cys34 e apenas um resíduo de 

triptofano (Trp) na posição 214 (Trp 214) localizado no subdomínio IIA (ZHANG; WILCOX, 

2002; ZHANG; MA, 2013).  

A proteína apresenta em sua estrutura sete sítios de ligação, sendo os sítios I e II, 

chamados Sudlow I e II. Estes estão localizados, respectivamente, nas cavidades hidrofóbicas 

dos subdomínios IIA e IIIA e, são os dois principais sítios de ligação para pequenas moléculas 

orgânicas. Recentemente, o subdomínio IB (sítio III) foi identificado como local de ligação 

primário ou secundário para alguns compostos (ZSILA, 2013).  
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Figura 3 - Estrutura da albumina do soro humano  

 
Fonte: SUGIO et al (1999). 

 

 

A HSA é uma importante e abundante proteína componente do plasma sanguíneo. 

Esta possui importantes funções fisiológicas como: contribuição para manutenção da pressão 

osmótica do plasma e regulação da concentração de fluídos em diferentes tecidos, devido à 

sua carga negativa. Ademais, a albumina é uma molécula de transporte, na qual a região 

exterior é essencialmente polar e a interior tem caráter hidrofóbico. Neste sentido, a proteína 

possui uma excepcional capacidade de interagir com uma variedade de moléculas - 

bilirrubina, hemina, tiroxina, compostos lipofílicos, por exemplo -, tendo papel fundamental 

no transporte, distribuição, metabolismo de ligantes endógenos e exógenos, (GELAMO; 

TABAK, 2000; PETITPAS et al., 2001). 

Características estruturais dos compostos, especificamente o número e a 

configuração do radical hidroxila, influencia as características de ligação com a HSA. O 

radical OH também está associado com a reatividade das moléculas aromáticas e é importante 

para as suas atividades biológicas (HEIJNEN et al., 2001; WOODMAN; MEEKER; 

BOUJAOUDE, 2005; XIAO et al., 2008). 
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1.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica experimental muito empregada em 

sistemas biológicos, cujo princípio se baseia nas transições eletrônicas entre os estados 

excitados e o de menor energia. As moléculas (fluoróforos) em seu estado natural encontram-

se no estado de menor energia - estado fundamental - e após absorverem radiação proveniente 

de uma fonte externa, como uma lâmpada incandescente ou um laser adquire uma nova 

configuração - estado excitado (S1 , S2,...).  

No entanto, as moléculas não permanecem nos estados eletrônicos excitados. Assim, 

ao atingirem um dos níveis de vibração de um estado excitado as moléculas perdem 

rapidamente energia através de modos não radiativos (conversão interna) e decai até o menor 

nível de vibração do menor estado eletrônico excitado. A partir deste nível, ao retornar ao 

estado fundamental, pode ocorrer emissão de energia (fóton) gerando o sinal de fluorescência, 

cuja taxa é tipicamente10
-8 

s (LAKOWICZ, 1999). Na Figura 4 está disposto o diagrama de 

Jablonski, o qual ilustra este processo. 

A transição não radiativa entre dois níveis vibracionais isoenergéticos pertencentes a 

estados eletrônicos de multiplicidades diferentes é denominada cruzamento intersistema 

(CIS). Uma molécula excitada para o nível vibracional S1 pode mover-se para o nível 

vibracional isoenergético do estado tripleto (T), de modo que a relaxação vibracional 

promove-a para o nível vibracional mais baixo de T1. O estado tripleto é caracterizado pelo 

emparelhamento nos orbitais eletrônicos, ou seja, os spins dos elétrons estão paralelos. No 

caso em que a molécula entra em um estado excitado triplete (T1), o retorno desta para o 

estado fundamental (S0) dá origem à fosforescência. Neste mecanismo, o intervalo de tempo 

entre a captação do fóton e a emissão da energia captada envolve tempos de até milissegundos 

(LAKOWICZ, 1999).  
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Figura 4 - Diagrama de Jablonski.  

 
Fonte: Adaptado de Lakowicz (1999, p.557) 

 

 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica analítica que se baseia na 

fluorescência. Toda molécula fluorescente pode ser caracterizada por dois tipos de espectro: o 

de emissão e o de excitação. O espectro de excitação é um gráfico da intensidade de 

fluorescência emitida em função do comprimento de onda de excitação, em um comprimento 

de onda de emissão fixo. O gráfico da intensidade relativa da luz emitida em função do 

comprimento de onda emitido, em um comprimento de onda de excitação fixo é designado 

espectro de emissão. O comprimento de onda de emissão e a intensidade de fluorescência são 

determinados pela estrutura da molécula (LAKOWICZ, 1999).  

 

 

1.3.1 FLUORESCÊNCIA INTRÍNSECA DEVIDA AO RESÍDUO DE TRIPTOFANO 

 

 

As aplicações bioquímicas da técnica de fluorescência utilizam frequentemente 

moléculas que possuem fluorescência intrínseca. Em proteínas, os três aminoácidos 
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aromáticos - fenilalanina, tirosina e triptofano- são fluorescentes. A emissão de proteína é 

dominada pelo triptofano, que absorve no comprimento de onda mais longo e exibe o maior 

coeficiente de extinção. A emissão devida somente ao resíduo de triptofano ocorre próximo 

ao ultravioleta e pode ser seletivamente medida excitando a amostra em 295nm; nesse 

comprimento de onda não há absorção dos demais resíduos aromáticos (LAKOWICZ, 1999). 

Uma característica valiosa da fluorescência intrínseca de proteínas é a elevada 

sensibilidade do resíduo de triptofano a perturbações em seu microambiente devidas às 

transições de conformação, ligação de substrato e desnaturação, por exemplo. Essas podem 

afetar o microambiente em torno do aminoácido e alterar o seu espectro de emissão. Em 

virtude disso, o espectro de emissão, anisotropia e a supressão dos resíduos de triptofano nas 

proteínas são altamente empregados para analisar estrutura, função de proteínas e reação de 

associação, (LAKOWICZ, 2006).  

 

 

2 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar a afinidade das riparinas I, II e III com a HSA em condições fisiológicas 

simuladas empregando-se a espectroscopia de fluorescência e os métodos computacionais. 

 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Investigar o modo de supressão da fluorescência da HSA devido à adição das 

riparinas I - III; 

Investigar a afinidade das riparinas com a HSA; 

Analisar a influência do padrão de hidroxilação, presente na riparina II e III, nas 

características de ligação com a HSA; 

Identificar o sítio de ligação específico para cada riparina na HSA; 

Delinear o mecanismo de interação HSA-riparina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

3.1 QUÍMICOS 

 

 

As riparinas, para o estudo, foram extraídas por síntese orgânica e gentilmente 

cedidas por um de nossos colaboradores na forma pura e de acordo com a metodologia 

descrita na literatura (BARBOSA-FILHO; SILVA; BHATTACHARYYA, 1990). Albumina 

sérica humana, varfarina, ibuprofeno, alaranjado de metila, fosfato de sódio dibásico, metanol 

e cloreto de sódio (NaCl) foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Company (EUA). 

Todos os outros produtos químicos são de grau analítico e a água ultrapura produzida pelo 

equipamento Milli-Q foi utilizada nos experimentos. A HSA foi dissolvida em solução 

tampão de fosfato 50 mM contendo NaCl (150 mM, pH 7.0). A concentração de proteína foi 

determinada espectrofotometricamente, utilizando o coeficiente de extinção molar de 36500 

M
-1

 cm
-1

 em 280 nm (PAINTER; HARDING; BEEBY, 1998). As soluções estoque das 

riparinas I, II e III foram preparadas em metanol nas concentrações 23,8, 5,42 e 1,23 mM, 

respectivamente. As concentrações das riparinas I, II e III foram confirmadas 

espectrofotometricamente, utilizando os coeficientes de extinção molar de 34959, 22280 e 

16198 M
-1

 cm
-1

 em 225 nm, respectivamente, os quais foram determinados utilizando 

espectros de absorbância das riparinas, mostrados no Apêndice A. 

 

 

3.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

Os experimentos de fluorescência foram realizados no espectrofotômetro de 

fluorescência Varian Cary Eclipse equipado com células de quartzo de 1,0 cm e banho 

termostato Siga Eclipse. A fenda de excitação e de emissão, ambas, foram fixadas em 5,0 nm.  

A emissão do triptofano (Trp 214) foi seletivamente medida excitando as amostras 

em 295 nm e os espectros de fluorescência foram registrados no intervalo 300 - 505 nm. 

Todas as intensidades de fluorescência foram corrigidas para o tampão e efeitos de filtro 

interno (Equação 1) (LAKOWICZ, 1999; WU et al., 2015; CARUSO et al., 2016). 

 

              
                                                                                                                 (1) 
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Fcorr e Fobs são as intensidades de fluorescência corrigida e observada e Aex e Aem são a 

absorbância do sistema no comprimento de onda de excitação e de emissão, respectivamente.  

Nos experimentos de supressão de fluorescência a titulação do ligante foi realizada 

com a adição de quantidades apropriadas de solução estoque de riparina I, II e III à solução de 

HSA (2,0 mL) em concentrações constante de 2,0, 4,0 e 8,0 μM. Os ensaios, visando serem 

investigados através do método Stern - Volmer e do gráfico duplo- logarítmico, foram 

executados empregando-se solução de HSA 4 μM, riparina I, II e III variando de 0 à 8 μM, 

com incremento de 1 μM. Os experimentos foram realizados em temperaturas constantes de 

298K, 308 e 318K. Os dados, cujas análises foram feitas pelo método Função de Densidade 

de Ligação, foram obtidos em 298 K, utilizando-se soluções de HSA 2 e 8 μM, riparina I, II e 

III na faixa de concentração de 0 - 12 μM, também com incremento de 1,0 μM.  

Com o intuito de verificar o efeito do metanol como cosolvente, alíquotas deste 

álcool foram adicionadas à solução de HSA (2.0, 4.0 e 8.0 μM, em 298 K) de modo que a 

variação de volume correspondesse às utilizadas nos experimentos de titulação, nos quais as 

soluções de riparina I, II e III em metanol foram empregadas. O volume final de metanol na 

solução tampão foi <1%, em todos os experimentos.  

 

 

3.3 EXPERIMENTOS DE COMPETIÇÃO DE SÍTIO 

 

 

Os experimentos de competição de sítio foram efetuados empregando-se a varfarina, 

o ibuprofeno e o alaranjado de metila, os quais se ligam, respectivamente, ao sítio I, II e III da 

proteína do soro humano, (WYBRANOWSKI et al., 2008; ZSILA, 2013). As soluções de 

HSA contendo o marcador de sítio foram preparadas na proporção 1:1 (4,0 μM cada). A 

mistura foi homogeneizada por de 1h no escuro e a titulação da solução de riparina I, II e III 

(de 0 a 10 μM, com incrementos de 1,0 μ M) foi feita. Os espectros de fluorescência foram 

registrados a temperatura de 298 K, sob as mesmas condições experimentais descritas 

anteriormente.  
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3.4 CÁLCULO AB INITIO  

 

 

O programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009) fornecido pelo Núcleo de 

Computação Científica da Universidade Estadual Paulista (NCC / GridUNESP) foi aplicado 

para calcular as estruturas das riparinas. A geometria otimizada foi calculada na fase gasosa 

com as moléculas de riparina isoladas usando o método DFT / B3LYP / 6-31G (d, p). O 

cálculo da frequência vibracional foi realizado a fim de verificar a otimização das moléculas 

de riparina. O mapa de potencial eletrostático molecular (Molecular Electrostatic Potential – 

MEP) foi calculado para investigar a distribuição da densidade de carga na superfície 

molecular da riparina I, II e III. 

 

 

3.5 CÁLCULO DE MODELAGEM MOLECULAR 

 

 

A estrutura cristalina da HSA (PDB ID: 1AO6) (SUGIO et al., 1999) foi obtida no 

Banco de Dados de Proteínas (Protein Data Bank, PDB). As estruturas tridimensionais das 

moléculas de riparina foram obtidas a partir do programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009). 

O programa AutoDockTools (ADT) (SANNER, 1999) foi utilizado para preparar a HSA e as 

riparinas por fusão de átomos de hidrogênio não-polares, adicionando cargas parciais e tipos 

atômicos. A raiz rígida do ligante foi gerada automaticamente, definindo como ativa todas as 

ligações rotativas e as torções possíveis para as riparinas I e II; para a riparina III, a ligação 

C3-C21 foi definida como não rotativa, mantendo a ligação de hidrogênio intramolecular 

entre o átomo de hidrogênio H22 da hidroxila e o oxigênio O3 do grupo carbonila. Os mapas 

de redes foram gerados com um espaçamento de 0,375 Â e dimensões de 60 x 60 x6 0 pontos 

pelo programa AutoGrid 4.2 (MORRIS et al., 1998), centrado no sítio I da estrutura da HSA. 

O programa AutoDock 4.2 (MORRIS et al., 1998) foi empregado para estudar o sítio de 

interação entre as riparinas e a HSA, aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) 

para minimização, usando 2,5 milhões como número de avaliações de energia, 150 como 

tamanho de população e tolerância desvio quadrático médio (root-square-mean deviation, 

RMSD) para análise de cluster de 2,0 Å. Posições de partida aleatórias em toda a superfície 

da proteína e orientações aleatórias foram utilizadas para os ligantes. Para cada simulação de 

acoplamento, foram gerados 100 confôrmeros diferentes. A representação estrutural foi 
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preparada usando PyMOL (DELANO, 2002), e o mapa de interação foi calculado usando 

LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).  

 

 

3.6 MÉTODOS E CÁLCULOS 

 

 

3.6.1. SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA NO ESTADO ESTACIONÁRIO 

 

 

Os mecanismos de supressão da fluorescência são classificados como dinâmicos ou 

estáticos. O primeiro é devido a colisão entre o supressor e fluoróforo e, o último à formação 

de um complexo não fluorescente no estado fundamental. Estes dois mecanismos podem ser 

discriminados em resposta à temperatura. Os complexos ligados, para a supressão estática, 

tornam-se mais instáveis à medida que a temperatura aumenta e as constantes de supressão 

diminuem; comportamento oposto é observado para a supressão dinâmica. Os mecanismos de 

supressão tem sido amplamente analisados pelo modelo de Stern-Volmer (Equação 2) 

(LAKOWICZ, 1999): 

 

  

 
                                                                                                                  (2) 

 

F0 e F representam as intensidades relativas de fluorescência antes e após a adição do 

supressor, respectivamente; Kq é a constante de velocidade biomolecular de supressão; τ0 é o 

tempo de vida médio das biomoléculas na ausência de supressor, normalmente 10
-8 

s 

(LAKOWICZ, 1999); [L] é a concentração do supressor e Ksv é a constante de Stern-Volmer, 

a qual pode ser determinada pela regressão linear do gráfico F0/F versus [Q].  

Em sistemas em que o mecanismo de supressão estático está envolvido na interação, 

a constante de associação (Ka) e o número de sítios (n) por molécula de proteína podem ser 

obtidos a partir do gráfico duplo logarítmico (BI et al., 2004): 

 

    
    

 
               

 

     
      

  
     

                                                                        (3) 
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na qual [P] é a concentração da proteína. 

 

 

3.6.2 TERMODINÂMICA DA INTERAÇÃO DA PROTEÍNA COM O LIGANTE 

 

 

Em geral, as forças que regem a interação entre uma molécula pequena e uma 

proteína incluem forças de Van der Waals, ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas, (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). Análises dos espectros de fluorescência 

obtidos em diferentes temperaturas permitem determinar os parâmetros termodinâmicos  -

mudanças de entalpia (ΔH), entropia (ΔS) e energia livre (ΔG) - envolvidos na interação do 

ligante com a macromolécula. De acordo com as análises de Van't Hoff, se a entalpia não 

muda significativamente com o intervalo de temperatura aplicado experimentalmente, então, 

o valor de entropia pode ser obtido empregando-se a Equação 4 

 

      
  

  
 

  

 
                                                                                                                     (4) 

 

Ka é a constante de ligação na temperatura correspondente e R é a constante universal dos 

gases (~8,31 J K
−1

 mol
−1

). A energia livre de Gibbs pode ser estimada a partir da Equação 5. 

 

                                                                                                                                (5) 

 

Os sinais e a magnitude dos parâmetros termodinâmicos ajudam a descrever a 

espontaneidade do processo de formação do complexo e a inferir a natureza das ligações que 

determinam a inserção do ligante no arcabouço proteico (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). O 

valor negativo para a energia de Gibbs indica que o processo entre o ligante e a 

macromolécula é espontâneo. Este é regido pela contribuição da entalpia para valores de ∆H 

<< 0, pela entropia para ∆H ≥ 0 e ∆S >> 0. Interações relacionadas, principalmente, com o 

termo da entalpia, são do tipo intermolecular, tais como: ligações de hidrogênio, interações 

eletrostática e de Van der Waals; reorganização do solvente é associada à entropia. Assim, 

valores positivos para ∆H e ∆S evidenciam interações hidrofóbicas e quando negativos, para 

ambos parâmetros, sugerem ligação de hidrogênio ou interações de Van der Waals; interações 
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eletrostáticas entre as espécies iônicas presentes na solução aquosa são caracterizadas por 

∆H<0 e ∆S> 0 (CARUSO et al., 2012; ZHANG et al., 2013). 

 

 

3.6.3 FUNÇÃO DE DENSIDADE DE LIGAÇÃO  

 

 

Isotérmicas de ligação de equilíbrio podem fornecer informações sobre a 

estequiometria de ligação e a afinidade macroscópica entre o ligante e a macromolécula. O 

método gráfico função de densidade de ligação (BDF, do inglês, binding density function) 

permite obter quantitativamente parâmetros de interação entre o ligante e a macromolécula, 

que podem não ser acessados por outros métodos. O BDF pode ser aplicado à qualquer 

sistema macromolécula-ligante, cuja reação de associação foi monitorada usando o sinal 

espectroscópico proveniente da macromolécula de referência na presença do ligante 

(LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991). 

A base termodinâmica para o método é que a distribuição de ligantes ligados por 

macromolécula em i estados diferentes (Συi) é estritamente determinada no equilíbrio pelas 

concentrações de ligante livre ([L]livre ) (BECKETT, 2011). Em duas (ou mais) concentrações 

diferentes de macromolécula ([P]T1 e ([P]T2), a concentração de ligante livre é a mesma em 

cada solução, bem como Συi. Como resultado, pode ser encontrado um conjunto de pares de 

concentração ([L]T e [P]T) que satisfazem a equação de conservação de massa (Equação 6) 

para os quais Συi e [L]livre são constantes (BUJALOWSKI; JEZEWSKA, 2011). 

 

[L]T = [L]livre + Συi [P]T                                                                                                            (6) 

 

Considerando a relação geral entre a concentração de cada espécie de macromolécula 

com i ligantes ligados e o sinal observado experimentalmente observado (Sobs) da 

macromolécula, a fração molar da variação do sinal de fluorescência (ΔFobs) observadas na 

presença de [LT] e [PT] serão dadas pela Equação 7 (LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991). 

 

      
               

          
                                                                                                             (7) 
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Fobs  é o sinal espectroscópico observado, Flivre [P]T é o sinal espectroscópico observado para a 

macromolécula na ausência de ligante. Assim, para experimentos de fluorescência pode-se 

escrever:  

 

      
    

  
                                                                                                                             (8) 

 

Fo é o sinal de fluorescência da macromolécula na ausência do ligante e F na presença.  

Em duas concentrações diferentes de macromolécula os valores de ΔFobs são iguais. 

Então Συi e [L]livre devem ser os mesmos para ambas curvas de titulação (CARUSO et al., 

2016). Uma vez obtidos Συi e [L]livre , diferentes modelos gráficos de análise que dependem 

das características do processo de ligação podem ser aplicados. 

O método de Scatchard é altamente empregado para a análise de dados de ligação 

entre ligante-aceitador em ciências biológicas (ZHIVKOVA, 2015). O perfil do gráfico de 

Scatchard (Συi / [L]livre versus [L]livre) prove informações sobre o comportamento de ligação do 

ligante à molécula alvo. Em curvas lineares o sistema ligante-proteína possui um conjunto de 

sítios idênticos e independentes. Na presença de cooperatividade, um desvio da relação linear 

é observado (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-MOVAHEDI, 1996). Nestes casos, a 

ligação de uma molécula de ligante afeta a afinidade de ligação de sítios não ocupados. O 

gráfico Scatchard para tal sistema pode ser obtido com um máximo ou mínimo, ou apresentar 

curvatura para baixo ou para cima. À vista disso, a aplicação de mais de um método de análise 

pode melhor clarificar a interação entre o ligante e a macromolécula.  

A primeira descrição da ligação cooperativa em uma proteína com múltiplos sítios 

foi desenvolvida por A.V. Hill. Ele sugeriu uma equação fenomenológica (Equação 9) que 

estima a afinidade de ligação, por meio do coeficiente de Hill (nH), e a constante de 

associação combinada de i moléculas ligantes (K) (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-

MOVAHEDI, 1996; VAN HOLDE; JOHNSON; HO, 1998; DAUNE, 1999; STEFAN; LE 

NOVÈRE, 2013). 

 

    
               

  

              
  
                                                                                                               (9) 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

 

4.1 SUPRESSÕES DA FLUORESCÊNCIA DA HSA COM A ADIÇÃO DAS RIPARINAS  

 

 

Os espectros da fluorescência intrínseca da HSA (fluoróforo) obtidos com o 

incremento da concentração de riparina I, II e III (supressores) estão mostrados, 

respectivamente, na Figura 5 a, b e c. Verifica-se que, após excitação em 295 nm, a HSA 

exibe ponto máximo de emissão em torno de 346 nm, referente à contribuição do resíduo de 

triptofano (Trp 214), presente na proteína. O aumento gradativo da concentração da riparina I, 

II e III nas amostras promove diminuições sucessivas da emissão da HSA, indicando que a 

interação dos derivados benzóis-tiraminas suprime a fluorescência intrínseca da HSA.  

Além disso, mediante as adições das riparinas II e III, observou-se a formação de um 

ponto isosbéstico em 364 e 369 nm, respectivamente. Este fenômeno indica a existência de 

derivados de benzoil-tiramina ligados a HSA em equilíbrio (YUE et al., 2016). Os espectros 

das riparinas II e IIII mostraram, também, com a titulação, um segundo pico de emissão em 

413 e 422 nm, respectivamente. Essas emissões correspondem ao sinal da riparina II e III, 

respectivamente, as quais foram subtraídas do sinal de fluorescência da HSA para as análises 

futuras (ver Figura 6).  
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Figura 5 - Espectros de emissão da fluorescência da HSA (4 μM) obtidos em diferentes concentrações (0 a 8 

μM) da riparina I (a), II (b) e III (c), em 298 K. Incertos mostram a estrutura molecular correspondente de cada 

composto. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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Figura 6 - Espectros de emissão da fluorescência da HSA (4 μM) obtidos em diferentes concentrações (0 a 8 

μM) da riparina I (a), II (b) e III (c), em 298 K, cujas emissões correspondentes ao sinal da riparina II e III foram 

subtraídas de fluorescência da HSA. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

 

4.2. MECANISMO DE SUPRESSÃO DE FLUORESCÊNCIA 

 

 

O mecanismo de supressão de fluorescência foi analisado pelo modelo Stern-Volmer 

empregando a Equação 2. Os gráficos de Stern-Volmer referentes à supressão da 

fluorescência da HSA (4 μM), na presença da riparina I, II e III em 298, 308 e 318 K estão 

apresentados na Figura 7. De acordo com o ajuste linear aos dados experimentais, as 

inclinações das curvas (algebricamente dadas pelos valores KSV e Kq, dispostos na Tabela 1) 

mostram uma tendência de queda, com o aumento de temperatura. Tal resposta com a 

temperatura corresponde ao mecanismo de supressão estático.  
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Figura 7 - Gráfico de Stern–Volmer referentes à supressão de fluorescência da HSA (4 μM) na presença da 

riparina I (A), II (B) e III (C) em 298, 308 e 318 K 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

 

Uma vez que o mecanismo de supressão estático está envolvido na interação 

fluoróforo- supressor, a constante de ligação (Ka) e o número de sítios de ligação por proteína 

(n) podem ser obtidos do gráfico duplo logarítmico (BI et al., 2004). Tais gráficos estão 

mostrados na Figura 8 e os valores de Ka e n listados na Tabela 1. Essas constantes 

representam parâmetros fenomenológicos: n indica a quantidade de sítios de ligação e Kb à 

afinidade de ligação destes (LISSI; CALDERÓN; CAMPOS, 2013). Os valores de n são 

aproximadamente 1,0 e os de Ka são da ordem de 10
4
 M

-1
, os quais indicam a existência de 

uma afinidade moderada entre a HSA e as riparinas (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013). A 

magnitude de Kb contém importantes informações sobre a formação do complexo. Este 

responde a variação de temperatura, auxiliando na busca das forças que estabilizam o 

complexo (YUE et al., 2016). A Tabela 1 resume as constantes KSV, Kq e Ka. 

 



33 

 

Figura 8 - Gráfico duplo logarítmico, obtidos a partir da supressão de fluorescência da (4 μM) na presença da 

riparina I (A), II (B) e III (C) em 298, 308 e318 K. Os insertos mostram os gráficos de Van´t Hoff. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

 

Tabela 1 - Constante de Stern-Volmer (KSV), constante biomolecular de supressão (KQ), constante de ligação 

(KA) e o número de sítios de ligação (n) da interação das riparinas I, II e III com a HSA. Os valores foram 

obtidos a partir da supressão da fluorescência da albumina humana em função da titulação das riparinas em 298, 

308 e318 K.  

Supressor T(K) KSV 

(x10
4 
M

-1
) 

Kq 

(x10
12 

M
-1

s
-1

) 

R
a 

Ka 

(x10
4 
M

-1
) 

n R
b
 

Riparin I 298 3,559 3,559 0,958 1,954 0,621 0,961 

308 3,455 3,455 0,955 1,782 0,624 0,991 

318 3,145 3,145 0,941 1,630 0,660 0,988 

Riparin II 298 2,406 2,406 0,991 1,747 0,779 0,985 

308 2,315 2,315 0,935 1,641 0,752 0,961 

318 1,763 1,763 0,957 1,238 0,867 0,989 

Riparin III 298 3,407 3,407 0,991 4,277 1,041 0,967 

308 2,319 2,319 0,968 2,152 0,901 0,979 

318 1,633 1,633 0,975 0,774 0,721 0,972 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
a
 R é o coeficiente de correlação para o gráfico de Stern-Volmer 

b
 R é o coeficiente de correlação para o gráfico duplo- logarítmico 
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4.3. PARÂMETROS TERMODINÂMICOS E FORÇAS DE LIGAÇÃO  

 

 

Os gráficos de Van´t Hoff (ln Ka versus 1/T), para a ligação da riparina I, II e III na 

HSA, estão apresentados como inserções na Figura 8, os quais correspondem aos parâmetros 

termodinâmicos listados na Tabela 2. Os valores negativos de ∆G, para todas as riparinas, 

indicam que a interação destes compostos com a proteína é um processo espontâneo. Os 

valores negativos para ∆H e positivos para ∆S determinado para os complexos riparina I e 

riparina II- HSA sugerem que as forças entre essas riparinas e a HSA são compostas por 

interações não específicas; enquanto, ambos os valores negativos para ΔH e ΔS para o 

complexo riparina III-HSA indicam que interações de Van der Waals e ligações de hidrogênio 

têm contribuições importantes durante o processo de interação da riparina III com a HSA 

(CARUSO et al., 2012).  

 

 

Tabela 2 - Parâmetros termodinâmicos dos complexos HSA- ligante em 298, 308 e 318 K 

Supressor T(K) ΔH 

(kJ mol
-1

) 

ΔS 

(J mol
-1

 K
-1

) 

ΔG 

(kJ mol
-1

) 

R 

Riparina I 298 -7,14 58,15 -24,47 0,999 

308   -25,05  

318   -25,63  

Riparina II 298 -14,91 31,16 -24,19 0,998 

308   -24,51  

318   -24,82  

Riparina III 298 -66,97 -135,60 -26,56 0,966 

308   -25,20  

318   -23,85  

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

 

 

4.4. IDENTIFICAÇÃO DOS SÍTIOS DE LIGAÇÃO DAS RIPARINAS NA HSA 

 

 

A HSA interage reversivelmente com fármacos que se ligam com um ou mais sítios 

constantes de associação típicas na ordem de 10
4
-10

6 
M

-1
. Estudos pioneiros realizados por 

Sudlow e colaboradores (SUDLOW, BIRKETT, & WADE, 1975), aplicando o método do 

deslocamento da sonda fluorescente, mostraram que a maioria dos fármacos se liga com alta 

afinidade a dois sítios específicos de ligação de drogas, denominados o sítio I (subdomínios 
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IIA, também chamado de sítio de ligação da varfarina) e o sítio II (subdomínios IIIA, o sítio 

de ligação do ibuprofeno) (ZHANG; MA, 2013). No entanto, alguns sítios de ligação de 

fármacos diferem dos sítios I e II, identificados como subdomínios que não são o IIA nem o 

IIIA (KRAGH-HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002; YAMASAKI et al., 2013); a laranja 

de metila liga no sítio III (subdomínio IB) (YUE et al., 2016). Os sítios de ligação são 

comumente identificados pela aplicação de ligante padrão, tais como varfarina, ibuprofeno e 

laranja de metila, que se ligam ao sítio I, II e III, respectivamente. 

Assim, a competição das riparinas com varfarina, ibuprofeno e laranja de metila foi 

investigada. A taxa de supressão de fluorescência (F/Fo) na presença e ausência de 

marcadores foi comparada e é apresentada na Figura 9. A diferença na taxa de supressão na 

presença da varfarina, quando comparada com à taxa de supressão sem marcador, é a mais 

notável. Isso indica que as riparinas competem pelo mesmo sítio da varfarina e se ligam à 

HSA principalmente no sítio I. 

 

 

Figura 9 - supressão da fluorescência da HSA em diferentes concentrações (0-10 M) de riparina I (A), II (B) e 

III (C) na ausência e presença de marcadores de sítio (varfarina, laranja de metila ou ibuprofeno). [HSA] = 

[Marcador] = 4MM, pH 7 e 298 K. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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4.5. FUNÇÃO DE DENSIDADE DE LIGAÇÃO 

 

 

A fim de assegurar uma abordagem mais realista quanto à formação e estabilidade do 

complexo, um segundo método experimental foi aplicado: o método gráfico função de 

densidade de ligação. Os valores de ΔFobs foram traçados como uma função do logaritmo da 

concentração total do ligante [L]T (ver Figura 10). Com o intuito de encontrar um conjunto de 

pares de concentração (LT; PT) no mesmo valor de ΔFobs, um procedimento de interpolação foi 

realizado usando um ajuste sigmóide para ambas as concentrações de macromoléculas. 
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Figura 10 - gráficos semilogarítmico da fluorescência titulação de (A) riparina I (B) II e (C) III com HSA em 

duas concentrações diferentes de proteína em 298 K. As linhas verticais indicam as concentrações totais de 

ligante [L]T1 e [L]T2 ao mesmo valor selecionado da mudança de fluorescência observada, marcada pela linha 

horizontal, ΔFOBS, em que a média total de ligação de ligante é a mesma para as curvas de titulação.  
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

 

Empregando-se a equação conservação das massas (Equação 6), os parâmetros 

parâmetros Συi e [L]livre foram determinados a partir do gráfico [L]T versus [P]T (ver Figura 

11) (LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991). Uma vez que Συi [L]free and [L]free  foram obtidos, os 

gráficos de Scatchard (Συi/[L]free versus Συi) foram construídos e apresentados na Figura 12.  
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Figura 11 - Conjuntos de pares de concentração (LT; MT) para exemplificar a utilização da Equação 6, obtendo 

valores de Συi e [L]livre para (A) riparina I (B) II e (C) III. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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Figura 12 - Gráficos de Scatchard da (A) riparina I, (B) riparina II e (C) riparina III com HSA. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

 

 

O gráfico de Schatchard apresenta um formato côncavo com uma "cauda" perto da 

saturação para riparina I e II, Figura 12a e b, respectivamente. A concavidade, nestes casos, 

indica que o processo de ligação do ligante pode ter uma mistura de cooperatividade negativa 

e positiva; para a riparina III, Figura 12c mostra que o alongamento na concavidade é menor o 

que pode ser considerada cooperatividade negativa (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-

MOVAHEDI, 1996). Os perfis de resposta das parcelas de Schatchard não são conclusivos, 

pelo que é necessário recorrer ao formalismo de Hill para entender o mecanismo de interação. 

A relação de Hill foi usada de acordo com Equação 10. 
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Os resultados obtidos com o emprego da Equação 10 estão sumarizados na Tabela 3. 

O coeficiente de Hill (nH) pode ser interpretado como o índice de afinidade entre o ligante e a 

macromolécula, e a constante de ligação (K). Os valores de nH obtidos para a riparina I, isenta 

do grupo OH, são semelhantes dos obtidos para a riparina II, que possui o primeiro grupo OH 

posicionado em átomos de carbono C2, ambos apresentaram uma constante de associação 

moderada. Da avaliação termodinâmica, as riparinas I e II, ao interagir com a HSA, 

realizaram uma reação espontânea (ΔG < 0), e o equilíbrio entálpico-entrópico, no equilíbrio, 

revelou semelhança entre interações hidrofóbicas e não específicas. Os resultados 

apresentados para a riparina III, que tem o segundo grupo OH posicionado em átomos de 

carbono C6, desviaram-se dos resultados anteriores. Verificou-se que o índice de afinidade 

era o mais baixo de todos. A constante de associação decai por um fator de dois, em 

comparação com a riparina II, e o equilíbrio energético, embora favorável (G 0), durante a 

avaliação entalpia-entropia, resulta em uma mudança importante no sinal e na magnitude para 

a contribuição entrópica, que se torna negativa, talvez uma indicação de interações não 

específicas, não observadas anteriormente. A capacidade de realizar ligações de hidrogênio é 

esperada para o ligante, enquanto interage com a proteína (XIAO et al., 2008), ao menos que 

tal interação ocorra preferencialmente num modo intramolecular, o que afeta a constante de 

ligação. De acordo com a literatura (MARQUES et al., 2005), a riparina III é capaz de realizar 

ligação de hidrogênio intramolecular entre o átomo de H do grupo OH e o átomo de O do 

grupo C=O. 

 

 

Tabela 3 - Coeficiente de Hill (nH) e constande de ligação (K) obtida usando função de Hill para os sistemas 

HSA-riparina I- III. 

Supressor nH K (M
-1

) 

Riparin I 5,9 4,03 x 10
6 

Riparin II 6,1 1,25 x 10
6 

Riparin III 3,4 5,57 x 10
5 

                                        Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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4.6 CÁLCULO AB INITIO  

 

 

O cálculo de otimização e vibração realizado para as riparinas usando o método 

DFT/B3LYP / 6-31G (d, p) mostrou que a estrutura otimizada é estável (mínimo global na 

superfície de energia potencial), uma vez que não é obtida nenhuma frequência imaginária.  

Algumas distâncias de ligação calculadas, ângulos de ligação e ângulos diedros são 

apresentados na Tabela B-1. Do MEP das riparinas (Figura B-1), é possível notar a existência 

de uma distribuição de carga neutra nas faces planar dos anéis da molécula. Uma distribuição 

densa de cargas parciais negativas também pode ser vista perto do átomo de oxigênio O3 para 

a riparina I, átomo O22 para riparina II e III. Por outro lado, um potencial eletrostático 

positivo é localizado perto do átomo de hidrogênio H
N
 nas riparinas e outras regiões das 

moléculas comparativamente menos densas perto dos hidrogênios dos átomos de carbono 

C141. 

 

 

4.7 CÁLCULO DE MODELAGEM MOLECULAR 

 

 

Os resultados do deslocamento da sonda fluorescente foram utilizados para realizar 

os cálculos de modelagem molecular, posicionando as moléculas de riparina no sítio I de 

HSA. As melhores energias de ligação teórica (∆GB) para riparina I, II e III são -29,8, -30,7 e 

-28,3 kJ mol
-1

, com constantes de ligação teóricas correspondentes de 1,7 x 10
5
, 2,4 x 10

5
 e 

9,0 x 10
4 

M
-1

 em 298 K, respectivamente, que é muito próximo da tendência encontrada 

experimentalmente.  
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Figura 13- (A) Localização das moléculas de riparina no subdomínio IIA (sítio I) da HSA, próximo do único 

resíduo de triptofano (TRP214). A proteína é mostrada como desenhos e as moléculas de riparina como esferas. 

Detalhe estrutural tridimensional de interação  do microambiente de interação da riparina I (B), II (C) e III (D) 

com o sítio I da HSA obtido por cálculos de modelagem molecular. As moléculas de riparina são mostradas 

como bastões e esferas, os resíduos de aminoácidos são denotados como bastões (C, cinzento, O, vermelho, N, 

azul, H, branco) e as ligações de hidrogênio inter e intramoleculares por linhas pontilhadas verde e vermelha, 

respectivamente. Representação bidimensional dos mapas de interação entre riparina I (E), II (F) e III (G) e 

resíduos do sítio I da HSA. A representação estrutural foi preparada utilizando Pymol (DELANO, 2002) e o 

mapa de interação foi calculado utilizando LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995). 

 

 

Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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A Figura 13 resume a interação entre HSA e as riparinas de três perspectivas 

diferentes. No topo, a Figura 13A mostra a estrutura terciária da HSA com a localização das 

moléculas de riparina em seu subdomínio IIA (sítio I), bem como a posição de seu único 

resíduo Trp214. No meio, Figura 13 B, C e D apresentam mais detalhadamente o ambiente de 

ligação tridimensional de riparina I, II e III no sítio I da HSA, respectivamente, mostrando os 

resíduos de aminoácidos da proteína envolvidos na interação com as riparinas. No fim, Figura 

13 E, F e G mostram a análise das interações não covalentes no sítio I para riparina I, II e III, 

respectivamente, realizadas com o programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; 

THORNTON, 1995).  

À esquerda (Figura 13E), os resíduos Ser192, Lys 195, Lys199, Leu238, His242, 

Leu260, Ala261, Ser287, Ile290 e Ala291 estão envolvidos em interações hidrofóbicas com a 

riparina I. Os resíduos de Tyr150, Gln196 e Arg257 ligações de hidrogênio com o ligante. O 

grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 compõe duas ligações de hidrogênio com 

o átomo de oxigênio O3 da riparina I, apresentando distâncias de formação de 2,47 e 3,04 Å, 

respectivamente. Esse átomo de oxigênio apresenta a distribuição mais densa de carga parcial 

negativa como pode ser observada no MEP da molécula (Figura B-1 A). O grupo NH2 da 

cadeia lateral Gln196 forma uma ligação de hidrogênio com o átomo de oxigênio O14 de 

riparina I, com uma distância de formação de 2,94 Å. Um caso especial ocorre com o resíduo 

Lys199, o qual realiza interação eletrostática do tipo cation-π com o anel A (Figura 2A) da 

riparina I (Figura 13B). 

No centro (Figura 13F), os resíduos Ser192, Lys195, Gln196, Leu238, Ile290, 

Ala291 e Glu292 estão participando de contribuições hidrofóbicas da interação com a riparina 

II. Os resíduos Tyr150, Lys199, His242 e Arg257 formam ligações de hidrogênio com a 

molécula. O grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 formam duas ligações de 

hidrogênio com o átomo de oxigênio O22 da riparina II, mostrando distâncias de formação de 

2,40 e 2,93 Å, respectivamente. Este átomo O22 apresenta a maior distribuição de carga 

negativa, como pode ser observado no MEP da molécula (Figura B-1 B). O grupo NH3
+
 e NH 

(posição E1) da cadeia lateral Lys199 e His242 compõe duas ligações de hidrogênio com o 

átomo de oxigênio O3 da riparina II, com uma distância de formação de 2,98 e 2,84 Å, 

respectivamente.Um caso especial ocorre com o resíduo Lys199.  

À direita (Figura 13G), os resíduos Ser192, Lys195, Gln196, Lys199, Leu238, 

Val241, Leu260, Ile290 e Ala291 estão participando de interações hidrofóbicas com a 

molécula de riparina III. Os resíduos Tyr150, His242 e Arg257 formam ligações de 

hidrogênio com o ligante. O grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 compõe duas 
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ligações de hidrogênio com o átomo de oxigênio O22 do ligante, apresentando distâncias de 

formação de 2,49 e 3,05 Å, respectivamente. O grupo NH (ε2) da cadeia lateral His242 forma 

uma ligação de hidrogênio com o átomo de oxigênio O3 da riparina III, com uma distância de 

formação de 2,91 Å. 

A partir dos resultados de LigPlot, é possível ver que as interações hidrofóbicas são 

as de maior na ligação da riparinas ao sítio I da HSA, com a seguinte sequência: riparina I 

(dez resíduos), riparina III (oito resíduos) e riparina II (sete resíduos ). No entanto, as 

interações eletrostáticas apresentam uma significativa contribuição para a estabilização do 

complexo na formação de ligações de hidrogênio. O complexo HSA-riparina II possui quatro 

ligações de hidrogênio enquanto a interação das riparinas I e III com HSA apresenta três. É 

importante notar que os resíduos de aminoácidos de HSA envolvidos na ligação com riparinas 

são altamente preservados e os resíduos de Tyr150 e Arg257 estão sempre presentes na 

formação de ligações de hidrogênio com riparinas, desempenhando um papel fundamental na 

ligação dos ligantes no sítio I da proteína. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

 

O mecanismo molecular de interação entre as riparinas e a albumina de soro humano 

foi explorado através de espectroscopia de fluorescência e métodos computacionais. A 

intensidade de fluorescência endógena do Trp 214 é a chave para monitorar a interação como 

um todo, possibilitando pesquisar o mecanismo de supressão, sítios de ligação, índice de 

afinidade e parâmetros termodinâmicos. Os resultados da análise de dados de ligação 

mostraram que todas as riparinas acessaram o mesmo sítio de ligação (sítio I), porém com 

diferenças no índice de afinidade, indicando que algumas características específicas podem 

estar relacionadas com a estrutura da riparina. Riparin I e II apresentaram uma ligeira 

diferença no valor da constante de ligação, que pode ser devido à presença do primeiro grupo 

químico de OH na molécula de riparina II. No caso da riparina III, a diminuição da constante 

de ligação foi mais pronunciada quando comparada à riparina I e II, o que novamente pode 

apontar para a adição do segundo grupo químico de OH à estrutura de riparina. Todos estes 

resultados têm uma relação direta com os ensaios termodinâmicos. Para riparina I e II, os 

sinais para ΔG, ΔH são negativos, enquanto ΔS positivos. Em termos de magnitude, a 

contribuição de entalpia para riparina II, em comparação com a riparina I, quase dobrou em 
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valor, sendo mais provável formar ligações de hidrogênio. Por outro lado, o valor da entropia 

caiu quase metade, o que significa que a contribuição da interação não específica tornou-se 

menos efetiva. As mudanças de sinal e magnitude da contribuição entrópica no caso da 

riparina III estão relacionadas ao seu esqueleto molecular de riparina, mais precisamente com 

o anel B que é a estrutura onde o grupo hidroxila liga. A adição de um grupo OH à riparina II 

e dois à riparina III mostra sua importância durante a formação dos complexos, interferindo 

no índice de afinidade. Isso pode estar ligado à capacidade da riparina III para realizar uma 

ligação de hidrogênio intramolecular, perceptível através das respostas experimentais e 

detalhadas por ferramentas computacionais. Em conclusão, sugerimos que o grupo hidroxila 

modulou a interação entre riparina e albumina de soro humano. 
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APÊNDICE A - Espectro de absorção das riparinas e determinação de seus coeficientes de 

extinção molar 

 

Figura A1 - (A) Espectro UV- visível da riparina I em metanol, usando cubeta de caminho óptico de 1,0 cm e 

(B) Determinação do coeficiente de extinção molar (ε) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através 

do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do gráfico. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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Figura A2 - (A) Espectro UV- visível da riparina II em metanol, usando cubeta de caminho óptico de 1,0 cm e 

(B) Determinação do coeficiente de extinção molar (ε) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através 

do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do gráfico.  
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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Figura A3 - (A) Espectro UV- visível da riparina III em metanol, usando cubeta de caminho óptico de 1,0 cm e 

(B) Determinação do coeficiente de extinção molar (ε) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através 

do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do gráfico. 
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 

 

Tabela A1- Coeficiente de extinção molar (ε) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert  determinadas 

a partir do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do gráficos acima. 

 

Riparina ε (M
-1

 cm
-1

) 

I 34959 

II 22280 

III 16198 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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APÊNDICE B - Detalhes estruturais da estrutura otimizada das riparinas e mapa do potencial 

eletrostático (MEP) das moléculas de riparina. 

 

 

Tabela B1- Alguns detalhes estruturais da estrutura otimizada das riparinas no método DFT / B3LYP / 6-

31G (d, p). 

Distância de Ligação (Å) riparina I Riparina II Riparina III 

N – C3  1.367  1.361  1.379 

C3 – O3  1.230  1.233  1.245 

C3 – C21  1.505  1.513  1.480 

C1 – C2  1.544  1.545  1.543 

C14–O14  1.367  1.368  1.366 

O14 – C141  1.418  1.417  1.418 

Ângulos de Ligação (
o
)    

C1 – C2 – N 113.005  113.312  113.791  

C2 – N – C3 121.273  120.963  120.057  

C14 – O14 – C141 118.138  118.076  118.186  

C21 – C22 – C23 120.429  122.210  120.237  

Ângulos diedros (
o
)    

C141 – O14 – C14 – C15  – 179.897   179.995   179.754  

C11 – C1 – C2 – N – 178.267  – 177.533  – 178.864  

C2 – N – C3 – O3 0.243  1.766  5.947  

O3 – C3 – C21 – O22 21.633 1.391 – 18.516 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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Figura B1 - Mapa do potencial eletrostático (MEP) das moléculas de riparina calculado usando o método DFT / 

B3LYP / 6-31G (d, p). 

 

Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017. 
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APÊNDICE C - Artigo Publicado na Spectrochimica Acta Part A: Molecular and 

Biomolecular Spectroscopy. 
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