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RESUMO

A folha de louro verde brasileira, uma especiaria muito apreciada na cozinha local (Aniba
riparia, Lauraceae), contém compostos quimicos que apresentam derivados de benzoila
chamados riparinas, que possuem propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e
ansioliticas. No entanto, ndo esta claro qual o tipo de interacdo que as riparins desempenham
com qualquer alvo molecular. Como um alvo rentavel, a albumina de soro humano (HSA) é
uma das principais proteinas extracelulares, com uma capacidade excepcional para interagir
com varias moléculas, e também desempenha um papel crucial no transporte, distribuicdo e
metabolismo de uma grande variedade de ligantes enddgenos e exdgenos. Para delinear o
mecanismo de interacdo HSA-riparina, a espectroscopia e 0s métodos computacionais foram
aplicados de forma sinérgica. Uma avaliacdo através de espectroscopia de fluorescéncia
mostrou que a emissao, atribuida ao Trp 214, a 346 nm, diminuiu com as titulagbes das
riparinas. Observou-se um mecanismo de supressao estatica na ligacdo das riparinas a HSA.
Os experimentos de fluorescéncia realizados em 298, 308 e 318 K possibilitaram a realizacédo
de anélises termodinamicas que indicassem uma reacdo espontanea na formacao do complexo
(AG <0). O experimento do balanco entalpico-entropico e com um calculo de modelagem
molecular revelou que interacBes hidrofobicas, ligacdo de hidrogénio e interacBes nao
especificas estdo presentes para as riparinas | - 111 com a HSA. O conjunto de resultados das
mudancas da fracdo de fluorescéncia obtidos através de Schatchard ndo foi conclusivo ao
estabelecer que tipo de cooperatividade esteja presente na interacdo. Para esclarecer o
complexo HSA-riparinas, a abordagem de Hill foi utilizada para distinguir o indice de
afinidade e a constante de ligacdo. Observou-se uma correspondéncia entre as estruturas
moleculares das riparinas, devido a presenga do grupo hidroxila no anel B, com parametros
termodinamicos e indice de afinidade. Riparin Ill realiza uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular, que afeta o coeficiente de Hill e a constante de ligacdo. Portanto, a presenca
de grupos hidroxila € capaz de modular a interacdo entre riparinas e HSA. Os experimentos de
competicdo de sitio indicaram o sitio 1 como sendo o mais acessado, e as ferramentas de
modelagem molecular reforcavam os resultados experimentais detalhando a participacdo de
residuos.

Palavras-chave: riparina, albumina do soro humano, fluorescéncia, 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 (AG<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 - 111 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 Il 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 | 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 INTRODUCAO

Aniba riparia é uma espécie de planta nativa da Amazobnia, pertencente a familia
Lauraceae, da qual as riparinas I, Il e 111 podem ser isoladas. (DOS SANTOS et al., 2011).
Estas substancias, do ponto de vista fitoquimico, apresentam uma classe especial de alcaloides
contendo uma funcdo alcamida. As alcamidas sdo consideradas compostos bioativos com
eficacia medicinal, aromatizante e no controle bioldgico (inseticida, bactericida); sendo,
portanto, um grupo de metabolito de grande interesse atual (TORRES; CHAVEZ, 2001).

Estudos indicam que as riparinas apresentam diversas atividades bioldgicas:
antimicrobiana, relaxante, antidepressiva e ansiolitica. No entanto, até 0 momento nao estdo
claras as interagdes destes derivados de benzoila com qualquer molecular especifico; as
investigacbes da bioatividade foram realizadas “in vitro” e em modelos animais,
especialmente envolvendo roedores. Como um alvo factivel, a aloumina do soro humano
(HSA) é uma das macromoléculas mais importantes e abundantes no sistema circulatorio. A
investigacdo da interacdo entre as riparinas I, Il e Il com a HSA contribui para a
compreensdo da afinidade riparina-proteina, bem como a disposicdo, transporte e
metabolismo destas benzoil-tiraminas no nivel molecular.

No presente estudo, a supressao do sinal de fluorescéncia foi empregada para analisar
a interacdo das riparinas a HSA, em condicGes fisioldgicas simuladas. Em particular, foi
investigada a influéncia do padrdo de hidroxilacdo, presente nas riparinas Il e Ill, na
caracteristica de ligagdo com HSA e os sitios especificos de ligacdo de cada riparina na HSA.
Os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para a compreensdo do potencial das

riparinas e 0s seus possiveis mecanismos de interacao.

1.1 FAMILIA LAURACEAE

Consideradas uma das mais primitivas familias pertencentes a divisdo
Magnoliophyta, a familia Lauraceae é formada por cerca de 50 géneros e 2500-3000 espécies
de plantas encontradas em florestas tropicais e subtropicais. (DOS SANTOS et al., 2011). No
Brasil, os dominios fitogeogréaficos destes vegetais sdo a Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica e Pantanal, onde habitam 24 géneros e 441 espécies. As espécies sao,
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predominantemente, arvores e arbusto; exceto as plantas do género Cassytha, que sao
trepadeiras parasitas. (QUINET et al., 2015). Economicamente, as Lauraceaes se destacam na
fabricacdo de papel, industria madeireira e construcdo civil. Os seus Gleos essenciais e
alcaloides sdo altamente usados na perfumaria, cosmotologia e farmacéutica. Algumas
espécies - como a Cinnamomum camphota, Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O.
teleiandra, Laurus nobilis e Aniba riparia- sdo empregadas na medicina popular; outras, sao
conhecidas mundialmente devido aos seus usos na culindria, como o abacate (Persea
americana) e canela (Cinnamomum zeylanicu) (MARQUES, 2001; QUINET; ANDREATA,
2002). Neste cenério de ampla utilidade das espécies, associado a exploragdo econdémica e a
inexisténcia de programas efetivos de manejo florestal, um numero elevado dessas estdo
ameacadas de extin¢do (OLIVEIRA; MARCCUS, 2013).

1.1.1 Aniba riparia

O género Aniba compreende cerca de 40 espécies, das quais 29 sdo encontradas no
Brasil, principalmente na Amazonia. (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
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Fonte: Aniba in Flora do Brasil 2020 em construgéo (2017).

Popularmente conhecida no Brasil como “louro”, esta espécie é uma planta tipica da
regido norte do pais, encontrada nos estados Amazonas, Rond6nia e Roraima. (SILVA et al.,
2015; ANIBA, 2017). Os frutos desta angiosperma contém diferentes componentes quimicos,
tais como flavondides, neolignanas, stirilpironas e alcamidas (BARBOSA-FILHO et al.,
1987). Estas ultimas, formadas a partir de feniletilaminas naturais -como a tiramina e
dopamina- com &cidos organicos, tém despertado amplo interesse farmacologico em virtude

de apresentarem efeito notavel 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 1) e os seus analogos N-2-hidroxi-benzoil-tiramina
(riparina 1l) e N-2,6-dihidroxi-benzoil-tiramina (riparina I11) (CASTELO-BRANCO et al.,
2000). Resultados da condensacdo do éter metilico da tiramina (agente simpaticomimético) e
do &cido salicilico (agente queratolitico e antimicotico), as riparinas - denominadas assim em
referéncia a planta - denotam efeitos antimicrobiano, ansiolitico e amplo potencial terapéutico
(CASTELO-BRANCO et al., 2000; CATAO et al., 2010; DE CARVALHO et al., 2013)

Figura 2 - Estrutura quimica das riparinas | (A), Il (B) e 111 (C).
C(25)

C(13)

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

A riparina | demonstra atividade antinociceptiva (ARAUJO et al., 2009), por
exemplo, efeitos de antiansiedade em modelos animais, (DE SOUSA et al., 2005). A riparina

Il tem demonstrado efeito inibitério - direto ou indireto - sobre a atividade, producdo ou
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libertacdo de mediadores pro-inflamatorios envolvidos na geracdo de dor associada a
inflamacdo, (DE CARVALHO et al., 2013) e significante atividade antidepressiva,
(TEIXEIRA et al., 2013). A riparina Ill, administradas intraperitonealmente ou oralmente,
também mostra atividade antidepressiva e ansiolitica em roedores, (SOUSA et al., 2004; DE
MELO et al., 2006, 2013). E, as trés riparinas naturais demonstram atividade antimicrobiana

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

1.2 ALBUMINA DO SORO HUMANO

A albumina do soro humano (HSA, Figura 3) é uma proteina globular, monomérica,
produzida no figado. A HSA é constituida por 585 residuos de aminoacidos e composta por
trés dominios helicoidais homdlogos (denotados I, Il e Ill), cada dividido em dois
subdominios (A e B), estruturalmente semelhantes (DOCKAL; CATER; RUKER, 1999). Na
HSA ha um total de 17 pontes dissulfeto, um tiol livre de Cys34 e apenas um residuo de
triptofano (Trp) na posigdo 214 (Trp 214) localizado no subdominio I1A (ZHANG; WILCOX,
2002; ZHANG; MA, 2013).

A proteina apresenta em sua estrutura sete sitios de ligacdo, sendo os sitios | e I,
chamados Sudlow | e I1. Estes estédo localizados, respectivamente, nas cavidades hidrofobicas
dos subdominios I1A e I11A e, sdo os dois principais sitios de ligacdo para pequenas moléculas
organicas. Recentemente, o subdominio IB (sitio Il1) foi identificado como local de ligacdo
primario ou secundario 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 proteina componente do plasma sanguineo.
Esta possui importantes funcdes fisioldgicas como: contribuicdo para manutencao da pressao
osmética do plasma e regulacdo da concentracdo de fluidos em diferentes tecidos, devido a
sua carga negativa. Ademais, a albumina é uma molécula de transporte, na qual a regido
exterior é essencialmente polar e a interior tem carater hidrofobico. Neste sentido, a proteina
possui uma excepcional capacidade de interagir com uma variedade de moléculas -
bilirrubina, hemina, tiroxina, compostos lipofilicos, por exemplo -, tendo papel fundamental
no transporte, distribuicdo, metabolismo de ligantes enddgenos e exdgenos, (GELAMO;
TABAK, 2000; PETITPAS et al., 2001).

Caracteristicas estruturais dos compostos, especificamente o nimero e a
configuragdo do radical hidroxila, influencia as caracteristicas de ligacdo com a HSA. O
radical OH também esté associado com a reatividade das moléculas aromaticas e € importante
para as suas atividades biologicas (HEIJNEN et al.,, 2001; WOODMAN; MEEKER;
BOUJAOUDE, 2005; XIAO et al., 2008).
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1.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica experimental muito empregada em
sistemas bioldgicos, cujo principio se baseia nas transi¢fes eletrbnicas entre 0s estados
excitados e o de menor energia. As moléculas (fluor6foros) em seu estado natural encontram-
se no estado de menor energia - estado fundamental - e apds absorverem radiacao proveniente
de uma fonte externa, como uma ldmpada incandescente ou um laser adquire uma nova
configuracdo - estado excitado (S;, S...).

No entanto, as moléculas ndo permanecem nos estados eletrdnicos excitados. Assim,
ao atingirem um dos niveis de vibracdo de um estado excitado as moléculas perdem
rapidamente energia atraves de modos ndo radiativos (conversao interna) e decai até 0 menor
nivel de vibragdo do menor estado eletronico excitado. A partir deste nivel, ao retornar ao
estado fundamental, pode ocorrer emissdo de energia (foton) gerando o sinal de fluorescéncia,
cuja taxa é tipicamente10®s (LAKOWICZ, 1999). Na Figura 4 esta disposto o diagrama de
Jablonski, o qual ilustra este processo.

A transicdo ndo radiativa entre dois niveis vibracionais isoenergéticos pertencentes a
estados eletrdnicos de multiplicidades diferentes é denominada cruzamento intersistema
(CI1S). Uma molécula excitada para o nivel vibracional S; pode mover-se para o nivel
vibracional isoenergético do estado tripleto (T), de modo que a relaxacdo vibracional
promove-a para o nivel vibracional mais baixo de T;. O estado tripleto é caracterizado pelo
emparelhamento nos orbitais eletrdnicos, ou seja, 0s spins dos elétrons estdo paralelos. No
caso em que a molécula entra em um estado excitado triplete (T1), 0 retorno desta para o
estado fundamental (So) d& origem a fosforescéncia. Neste mecanismo, o intervalo de tempo
entre a captacdo do foton e a emissao da energia captada envolve tempos de até milissegundos
(LAKOWICZ, 1999).



20

Figura 4 - Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de Lakowicz (1999, p.557)

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica analitica que se baseia na
fluorescéncia. Toda molécula fluorescente pode ser caracterizada por dois tipos de espectro: o
de emissdo e o de excitacdo. O espectro de excitacdo é um grafico da intensidade de
fluorescéncia emitida em funcdo do comprimento de onda de excitagdo, em um comprimento
de onda de emissdo fixo. O grafico da intensidade relativa da luz emitida em fungdo do
comprimento de onda emitido, em um comprimento de onda de excita¢do fixo é designado
espectro de emissdo. O comprimento de onda de emisséo e a intensidade de fluorescéncia sao
determinados pela estrutura da molécula (LAKOWICZ, 1999).

1.3.1 FLUORESCENCIA INTRINSECA DEVIDA AO RESIDUO DE TRIPTOFANO

As aplicacBes bioquimicas da técnica de fluorescéncia utilizam frequentemente

moléculas que possuem fluorescéncia intrinseca. Em proteinas, os trés aminoacidos
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aromaticos - fenilalanina, tirosina e triptofano- sdo fluorescentes. A emissdo de proteina é
dominada pelo triptofano, que absorve no comprimento de onda mais longo e exibe o maior
coeficiente de extingdo. A emissdo devida somente ao residuo de triptofano ocorre proximo
ao ultravioleta e pode ser seletivamente medida excitando a amostra em 295nm; nesse
comprimento de onda néo ha absor¢do dos demais residuos aromaticos (LAKOWICZ, 1999).

Uma caracteristica valiosa da fluorescéncia intrinseca de proteinas é a elevada
sensibilidade do residuo de triptofano a perturbacGes em seu microambiente devidas as
transi¢Oes de conformacao, ligacdo de substrato e desnaturacdo, por exemplo. Essas podem
afetar o microambiente em torno do aminodcido e alterar o seu espectro de emissdo. Em
virtude disso, o espectro de emissao, anisotropia e a supressao dos residuos de triptofano nas
proteinas sdo altamente empregados para analisar estrutura, funcdo de proteinas e reacdo de
associacdo, (LAKOWICZ, 2006).

2 OBJETIVO GERAL

Investigar a afinidade das riparinas 1, 1l e 11l com a HSA em condicdes fisioldgicas

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

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

elnvestigar o modo de supressdo da fluorescéncia da HSA devido a adicdo das
riparinas I - I11;

elnvestigar a afinidade das riparinas com a HSA;

eAnalisar a influéncia do padrdo de hidroxilacdo, presente na riparina Il e Ill, nas
caracteristicas de ligacdo com a HSA,;

eldentificar o sitio de ligacédo especifico para cada riparina na HSA;

eDelinear 0 mecanismo de interacdo HSA-riparina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 QUIMICOS

As riparinas, para o estudo, foram extraidas por sintese organica 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 sédio dibasico, metanol
e cloreto de sodio (NaCl) foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Company (EUA).
Todos os outros produtos quimicos sdo de grau analitico e a dgua ultrapura produzida pelo
equipamento Milli-Q foi utilizada nos experimentos. A HSA foi dissolvida em solucéo
tampéo de fosfato 50 mM contendo NaCl (150 mM, pH 7.0). A concentracdo de proteina foi
determinada espectrofotometricamente, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36500
M™* cm™ em 280 nm (PAINTER; HARDING; BEEBY, 1998). As solucdes estoque das
riparinas I, Il e Il foram preparadas em metanol nas concentragdes 23,8, 5,42 e 1,23 mM,
respectivamente. As concentragbes das riparinas |, Il e [l foram confirmadas
espectrofotometricamente, utilizando os coeficientes de extincdo molar de 34959, 22280 e
16198 M™* cm™ em 225 nm, respectivamente, os quais foram determinados utilizando

espectros de absorbancia das riparinas, mostrados no Apéndice A.

3.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados no espectrofotdmetro de
fluorescéncia Varian Cary Eclipse equipado com células de quartzo de 1,0 cm e banho
termostato Siga Eclipse. A fenda de excitacdo e de emissdo, ambas, foram fixadas em 5,0 nm.

A emissdo do triptofano (Trp 214) foi seletivamente medida excitando as amostras
em 295 nm e os espectros de fluorescéncia foram registrados no intervalo 300 - 505 nm.
Todas as intensidades de fluorescéncia foram corrigidas para o tampéo e efeitos de filtro
interno (Equacgéo 1) (LAKOWICZ, 1999; WU et al., 2015; CARUSO et al., 2016).

Fcorr obs
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Feorr € Fobs S80 as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada e Aex € Aem S80 a
absorbancia do sistema no comprimento de onda de excitacdo e de emissdo, respectivamente.

Nos experimentos de supressdo de fluorescéncia a titulacdo do ligante foi realizada
com a adicdo de quantidades apropriadas de solucdo estoque de riparina I, Il e 111 a solugédo de
HSA (2,0 mL) em concentracGes constante de 2,0, 4,0 e 8,0 uM. Os ensaios, visando serem
investigados através do método Stern - Volmer e do gréafico duplo- logaritmico, foram
executados empregando-se solucdo de HSA 4 uM, riparina I, 1l e 11l variando de 0 a 8 uM,
com incremento de 1 pM. Os experimentos foram realizados em temperaturas constantes de
298K, 308 e 318K. Os dados, cujas analises foram feitas pelo método Funcdo de Densidade
de Ligacdo, foram obtidos em 298 K, utilizando-se solu¢des de HSA 2 e 8 uM, riparina |, Il e
I11 na faixa de concentracéo de 0 - 12 uM, também com incremento de 1,0 uM.

Com o intuito de verificar o efeito do metanol como cosolvente, aliquotas deste
alcool foram adicionadas a solucdo de HSA (2.0, 4.0 e 8.0 uM, em 298 K) de modo que a
variacdo de volume correspondesse as utilizadas nos experimentos de titulacdo, nos quais as
solugGes de riparina I, Il e 111 em metanol foram empregadas. O volume final de metanol na

solucdo tampdo foi <1%, em todos 0s experimentos.

3.3 EXPERIMENTOS DE COMPETICAO DE SITIO

Os experimentos de competicdo de sitio foram efetuados empregando-se a varfarina,
o ibuprofeno e o alaranjado de metila, os quais se ligam, respectivamente, ao sitio I, Il e 11l da
proteina do soro humano, (WYBRANOWSKI et al., 2008; ZSILA, 2013). As solucdes de
HSA contendo o marcador de sitio foram preparadas na propor¢cdo 1:1 (4,0 uM cada). A
mistura foi homogeneizada por de 1h no escuro e a titulagdo da solucédo de riparina I, 11 e 11l
(de 0 a 10 uM, com incrementos de 1,0 u M) foi feita. Os espectros de fluorescéncia foram
registrados a temperatura de 298 K, sob as mesmas condi¢cBes experimentais descritas

anteriormente.
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3.4 CALCULO AB INITIO

O programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009) fornecido pelo Nucleo de
Computacdo Cientifica 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
calculo da frequéncia vibracional foi realizado a fim de verificar a otimizacdo das moléculas
de riparina. O mapa de potencial eletrostatico molecular (Molecular Electrostatic Potential —
MEP) foi calculado para investigar a distribuicdo da densidade de carga na superficie

molecular da riparina I, 11 e 111.

3.5 CALCULO DE MODELAGEM MOLECULAR

A estrutura cristalina da HSA (PDB ID: 1A06) (SUGIO et al., 1999) foi obtida no
Banco de Dados de Proteinas (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 fusdo de atomos de hidrogénio ndo-polares, adicionando cargas parciais e tipos
atdbmicos. A raiz rigida do ligante foi gerada automaticamente, definindo como ativa todas as
ligacOes rotativas e as torcdes possiveis para as riparinas | e Il; para a riparina Ill, a ligacdo
C3-C21 foi definida como ndo rotativa, mantendo a ligacdo de hidrogénio intramolecular
entre o atomo de hidrogénio H22 da hidroxila e o oxigénio O3 do grupo carbonila. Os mapas
de redes foram gerados com um espacamento de 0,375 A e dimensdes de 60 x 60 x6 0 pontos
pelo programa AutoGrid 4.2 (MORRIS et al., 1998), centrado no sitio | da estrutura da HSA.
O programa AutoDock 4.2 (MORRIS et al., 1998) foi empregado para estudar o sitio de
interacdo entre as riparinas e a HSA, aplicando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA)
para minimizagdo, usando 2,5 milhdes como numero de avaliagcbes de energia, 150 como
tamanho de populacdo e tolerdncia desvio quadratico médio (root-square-mean deviation,
RMSD) para analise de cluster de 2,0 A. Posicdes de partida aleatorias em toda a superficie
da proteina e orientacdes aleatorias foram utilizadas para os ligantes. Para cada simulacéo de

acoplamento, foram gerados 100 conférmeros diferentes. A representacdo estrutural foi
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preparada usando PyMOL (DELANO, 2002), e o mapa de interagdo foi calculado usando
LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).

3.6 METODOS E CALCULOS
3.6.1. SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA NO ESTADO ESTACIONARIO

Os mecanismos de supressdo da fluorescéncia sdo classificados como dindmicos ou

estaticos. O primeiro é devido a colisdo entre o supressor e fluoréforo e, o ultimo a formacéo
de um complexo ndo fluorescente no estado fundamental. Estes dois mecanismos podem ser
discriminados em resposta a temperatura. Os complexos ligados, para a supressdo estatica,
tornam-se mais instaveis a medida que a temperatura aumenta e as constantes de supressao
diminuem; comportamento oposto é observado para a supressdo dindmica. Os mecanismos de
supressdo tem sido amplamente analisados pelo modelo de Stern-Volmer (Equagdo 2)
(LAKOWICZ, 1999):
0 =1+ Kyro[L] = 1+ Ky [L] )
Fo e F representam as intensidades relativas de fluorescéncia antes e apds a adicdo do
supressor, respectivamente; K, € a constante de velocidade biomolecular de supresséo; 1€ o
tempo de vida médio das biomoléculas na auséncia de supressor, normalmente 10° s
(LAKOWICZ, 1999). [L] é a concentracdo do supressor e Kq, é a constante de Stern-Volmer,
a qual pode ser determinada pela regressao linear do grafico Fo/F versus [Q].

Em sistemas em que 0 mecanismo de supressdo estatico estd envolvido na interacao,
a constante de associacao (K,) e o nimero de sitios (n) por molécula de proteina podem ser

obtidos a partir do gréfico duplo logaritmico (Bl et al., 2004):

Fo—F 1
oF ) = nlOgKa - TllOg <m) (3)

Fo

log(
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na qual [P] é a concentracao da proteina.

3.6.2 TERMODINAMICA DA INTERACAO DA PROTEINA COM O LIGANTE

Em geral, as forcas que regem a interacdo entre uma molécula pequena e uma
proteina incluem forcas de Van der Waals, ligacGes de hidrogénio, interacOes eletrostaticas e
hidrofébicas, (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). Andlises dos espectros de fluorescéncia
obtidos em diferentes temperaturas permitem determinar os parametros termodindmicos -
mudancas de entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre (AG) - envolvidos na interacdo do
ligante com a macromolécula. De acordo com as analises de Van't Hoff, se a entalpia nao
muda significativamente com o intervalo de temperatura aplicado experimentalmente, ent&o,

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

InK, =——+— (4)

Ka € a constante de ligagdo na temperatura correspondente e R € a constante universal dos

gases (~8,31 J K™ mol™). A energia livre de Gibbs pode ser estimada a partir da Equagao 5.

AG = AH — TAS (5)

Os sinais e a magnitude dos parametros termodindmicos ajudam a descrever a
espontaneidade do processo de formacao do complexo e a inferir a natureza das ligacdes que
determinam a insercdo do ligante no arcabougo proteico (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). O
valor negativo para a energia de Gibbs indica que o processo entre o ligante e a
macromolécula é espontaneo. Este ¢ regido pela contribui¢do da entalpia para valores de AH
<< 0, pela entropia para AH > 0 e AS >> 0. InteracOes relacionadas, principalmente, com o
termo da entalpia, sdo do tipo intermolecular, tais como: ligacGes de hidrogénio, interagdes
eletrostatica e de Van der Waals; reorganizacdo do solvente é associada a entropia. Assim,
valores positivos para AH e AS evidenciam interagdes hidrofobicas e quando negativos, para

ambos parametros, sugerem ligacdo de hidrogénio ou interacGes de Van der Waals; interacGes
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eletrostaticas entre as espécies ibnicas presentes na solugdo aquosa sdo caracterizadas por
AH<0 e AS> 0 (CARUSO et al., 2012; ZHANG et al., 2013).

3.6.3 FUNCAO DE DENSIDADE DE LIGACAO

Isotérmicas de ligacdo de equilibrio podem fornecer informagfes sobre a
estequiometria de ligacdo e a afinidade macroscépica entre o ligante e a macromolécula. O
método gréfico fungdo de densidade de ligacdo (BDF, do inglés, binding density function)
permite obter quantitativamente parametros de interacdo entre o ligante e a macromolécula,
que podem ndo ser acessados por outros metodos. O BDF pode ser aplicado a qualquer
sistema macromolécula-ligante, cuja reacdo de associacdo foi monitorada usando o sinal
espectroscépico proveniente da macromolécula de referéncia na presenca do ligante
(LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991).

A base termodinamica para o método é que a distribuicdo de ligantes ligados por
macromolécula em i estados diferentes (Xv;) é estritamente determinada no equilibrio pelas
concentragOes de ligante livre ([L]iive ) (BECKETT, 2011). Em duas (ou mais) concentragdes
diferentes de macromolécula ([P]t1 e ([P]r2), a concentracdo de ligante livre é a mesma em
cada solucdo, bem como Xv;. Como resultado, pode ser encontrado um conjunto de pares de
concentracdo ([L]t e [P]t) que satisfazem a equacdo de conservacdo de massa (Equacdo 6)
para 0s quais Zv; e [L]jivre S80 constantes (BUJALOWSKI; JEZEWSKA, 2011).

[LIr= [Lliivee + Zvi [Pl (6)

Considerando a relacéo geral entre a concentracdo de cada espécie de macromolécula
com i ligantes ligados e o sinal observado experimentalmente observado (Sqs) da
macromolécula, a fracdo molar da variacdo do sinal de fluorescéncia (AF,ps) observadas na
presenca de [L1] e [P1] serdo dadas pela Equacdo 7 (LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991).

_ Fobs—Flivre[PlT
AFObS - Flivre[P]T (7)
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Fobs € 0 sinal espectroscdpico observado, Fiive [P]t € 0 sinal espectroscopico observado para a
macromolécula na auséncia de ligante. Assim, para experimentos de fluorescéncia pode-se

escrever.

F-F,

AFops = F_o (8)

F, € o sinal de fluorescéncia da macromolécula na auséncia do ligante e F na presenca.

Em duas concentracdes diferentes de macromolécula os valores de AFqps S80 iguais.
Entdo Xv; e [L]iive devem ser 0s mesmos para ambas curvas de titulagdo (CARUSO et al.,
2016). Uma vez obtidos Xv; e [L]iivre , diferentes modelos gréaficos de analise que dependem
das caracteristicas do processo de ligacdo podem ser aplicados.

O método de Scatchard é altamente empregado para a analise de dados de ligacéo
entre ligante-aceitador em ciéncias biolégicas (ZHIVKOVA, 2015). O perfil do grafico de
Scatchard (Zv;/ [L]iivre Versus [L]ivre) prove informagdes sobre o comportamento de ligagéo do
ligante a molécula alvo. Em curvas lineares o sistema ligante-proteina possui um conjunto de
sitios idénticos e independentes. Na presenca de cooperatividade, um desvio da relacdo linear
é observado (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-MOVAHEDI, 1996). Nestes casos, a
ligacdo de uma molécula de ligante afeta a afinidade de ligacdo de sitios ndo ocupados. O
grafico Scatchard para tal sistema pode ser obtido com um maximo ou minimo, ou apresentar
curvatura para baixo ou para cima. A vista disso, a aplicacdo de mais de um método de analise
pode melhor clarificar a interacao entre o ligante e a macromolécula.

A primeira descri¢do da ligagdo cooperativa em uma proteina com multiplos sitios
foi desenvolvida por A.V. Hill. Ele sugeriu uma equacdo fenomenoldgica (Equacdo 9) que
estima a afinidade de ligagdo, por meio do coeficiente de Hill (ny), € a constante de
associacdo combinada de i moléculas ligantes (K) (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-
MOVAHEDI, 1996; VAN HOLDE; JOHNSON; HO, 1998; DAUNE, 1999; STEFAN; LE
NOVERE, 2013).

— 7 (K [Lhipre)™
Lvi = 1+(K [L]iipre)™H ®)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 SUPRESSOES DA FLUORESCENCIA DA HSA COM A ADICAO DAS RIPARINAS

Os espectros da fluorescéncia intrinseca da HSA (fluoroforo) obtidos com o
incremento da concentracdo de riparina 1, Il e I (supressores) estdo mostrados,
respectivamente, na Figura 5 a, b e c. Verifica-se que, apds excitacdo em 295 nm, a HSA
exibe ponto maximo de emissdo em torno de 346 nm, referente a contribui¢do do residuo de
triptofano (Trp 214), presente na proteina. O aumento gradativo da concentracdo da riparina I,
Il e 11l nas amostras promove diminui¢Bes sucessivas da emissdo da HSA, indicando que a
interacdo dos derivados benzois-tiraminas suprime a fluorescéncia intrinseca da HSA.

Além disso, mediante as adi¢des das riparinas Il e 111, observou-se a formacao de um
ponto isosbéstico em 364 e 369 nm, respectivamente. Este fenbmeno indica a existéncia de
derivados de benzoil-tiramina ligados a HSA em equilibrio (YUE et al., 2016). Os espectros
das riparinas Il e 111l mostraram, também, com a titulacdo, um segundo pico de emissdo em
413 e 422 nm, respectivamente. Essas emissdes correspondem ao sinal da riparina Il e IlI,
respectivamente, as quais foram subtraidas do sinal de fluorescéncia da HSA para as analises

futuras (ver Figura 6).
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Figura 5 - Espectros de emissdo da fluorescéncia da HSA (4 pM) obtidos em diferentes concentracdes (0 a 8
uM) da riparina I (a), 11 (b) e 111 (c), em 298 K. Incertos mostram a estrutura molecular correspondente de cada
composto.

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.
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Figura 6 - Espectros de emissdo da fluorescéncia da HSA (4 pM) obtidos em diferentes concentracbes (0 a 8
uM) da riparina | (a), 1l (b) e 111 (c), em 298 K, cujas emissdes correspondentes ao sinal da riparina 1l e 111 foram
subtraidas de fluorescéncia da HSA.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

4.2. MECANISMO DE SUPRESSAO DE FLUORESCENCIA

O mecanismo de supressdo de fluorescéncia foi analisado pelo modelo Stern-Volmer
empregando a Equacdo 2. Os gréaficos de Stern-Volmer referentes a supressdo da
fluorescéncia da HSA (4 uM), na presenca da riparina I, Il e 11l em 298, 308 e 318 K estdo
apresentados na Figura 7. De acordo com o ajuste linear aos dados experimentais, as
inclinagOes das curvas (algebricamente dadas pelos valores Ksy e K, dispostos na Tabela 1)
mostram uma tendéncia de queda, com o aumento de temperatura. Tal resposta com a

temperatura corresponde ao mecanismo de supressao estatico.



32

Figura 7 - Gréfico de Stern—Volmer referentes a supressdo de fluorescéncia da HSA (4 uM) na presenca da
riparina | (A), 11 (B) e 111 (C) em 298, 308 e 318 K
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

Uma vez que 0 mecanismo de supressdo estatico esta envolvido na interacdo
fluordforo- supressor, a constante de ligacdo (K;) e o numero de sitios de ligacdo por proteina
(n) podem ser obtidos do grafico duplo logaritmico (Bl et al., 2004). Tais gréaficos estdo
mostrados na Figura 8 e os valores de K, e n listados na Tabela 1. Essas constantes
representam parametros fenomenoldgicos: n indica a quantidade de sitios de ligacdo e K, a
afinidade de ligacdo destes (LISSI; CALDERON; CAMPOS, 2013). Os valores de n s&o
aproximadamente 1,0 e os de K, sdo da ordem de 10* M™, os quais indicam a existéncia de
uma afinidade moderada entre a HSA e as riparinas (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013). A
magnitude de K, contém importantes informacBes sobre a formacdo do complexo. Este
responde a variacdo de temperatura, auxiliando na busca das forcas que estabilizam o

complexo (YUE et al., 2016). A Tabela 1 resume as constantes Ksy, Kq € Ka.
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Figura 8 - Grafico duplo logaritmico, obtidos a partir da supresséo de fluorescéncia da (4 uM) na presenca da

riparina | (A), 11 (B) e Il (C) em 298, 308 e318 K. Os insertos mostram os graficos de Van't Hoff.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

Tabela 1 - Constante de Stern-Volmer (Ksy), constante biomolecular de supresséo (Kg), constante de ligagéo

(Ka) e 0 nimero de sitios de ligagéo (n) da interacdo das riparinas I, Il e Il com a HSA. Os valores foram
obtidos a partir da supressdo da fluorescéncia da albumina humana em funcéo da titulacdo das riparinas em 298,

308 e318 K.
Supressor  T(K) Ksv K, R? Ka n R®
(x10°M™) (x10? M7 (x10°M™)

Riparin | 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 11 298 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 111 298 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.
R € o coeficiente de correlagdo para o grafico de Stern-Volmer
bR é 0 coeficiente de correlagdo para o grafico duplo- logaritmico
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4.3. PARAMETROS TERMODINAMICOS E FORCAS DE LIGACAO

Os graficos de Van't Hoff (In K, versus 1/T), para a ligacdo da riparina I, Il e 1ll na
HSA, estdo apresentados como inser¢fes na Figura 8, os quais correspondem aos parametros
termodinamicos listados na Tabela 2. Os valores negativos de AG, para todas as riparinas,
indicam que a interacdo destes compostos com a proteina € um processo espontaneo. Os
valores negativos para AH e positivos para AS determinado para 0S complexos riparina | e
riparina I1- HSA sugerem que as forcas entre essas riparinas e a HSA sdo compostas por
interacdes ndo especificas; enquanto, ambos os valores negativos para AH e AS para o
complexo riparina I11-HSA indicam que interacdes de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio
tém contribuicbes importantes durante o processo de interacdo da riparina Il com a HSA
(CARUSO et al., 2012).

Tabela 2 - Parametros termodinamicos dos complexos HSA- ligante em 298, 308 e 318 K

Supressor T(K) AH AS AG R
(kJ mol™) (I mol™ K (kJ mol™)
Riparina | 298 -7,14 58,15 -24,47 0,999
308 -25,05
318 -25,63
Riparina Il 298 -14,91 31,16 -24,19 0,998
308 -24,51
318 -24,82
Riparina 111 298 -66,97 -135,60 -26,56 0,966
308 -25,20
318 -23,85

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

4.4. IDENTIFICACAO DOS SITIOS DE LIGACAO DAS RIPARINAS NA HSA

A HSA interage reversivelmente com farmacos que se ligam com um ou mais sitios
constantes de associacao tipicas na ordem de 10*-10° M™. Estudos pioneiros realizados por
Sudlow e colaboradores (SUDLOW, BIRKETT, & WADE, 1975), aplicando o método do
deslocamento da sonda fluorescente, mostraram que a maioria dos farmacos se liga com alta

afinidade a dois sitios especificos de ligacdo de drogas, denominados o sitio | (subdominios
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I1A, também chamado de sitio de ligacdo da varfarina) e o sitio 1l (subdominios 1A, o sitio
de ligacdo do ibuprofeno) (ZHANG; MA, 2013). No entanto, alguns sitios de ligacdo de
farmacos diferem dos sitios I e |1, identificados como subdominios que ndo séo o 1A nem o
A (KRAGH-HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002; YAMASAKI et al., 2013); a laranja
de metila liga no sitio Il (subdominio IB) (YUE et al., 2016). Os sitios de ligacdo sdo
comumente identificados pela aplicacdo de ligante padréo, tais como varfarina, ibuprofeno e
laranja de metila, que se ligam ao sitio I, Il e 111, respectivamente.

Assim, a competicdo das riparinas com varfarina, ibuprofeno e laranja de metila foi
investigada. A taxa de supressdo de fluorescéncia (F/Fo) na presenca e auséncia de
marcadores foi comparada e é apresentada na Figura 9. A diferenca na taxa de supressdo na
presenca da varfarina, quando comparada com a taxa de supressdo sem marcador, é a mais
notavel. Isso indica que as riparinas competem pelo mesmo sitio da varfarina e se ligam a

HSA principalmente no sitio |.

Figura 9 - supresséo da fluorescéncia da HSA em diferentes concentragdes (0-10 M) de riparina | (A), Il (B) e
Il (C) na auséncia e presenca de marcadores de sitio (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. FUNCAO DE DENSIDADE DE LIGACAO

A fim de assegurar uma abordagem mais realista quanto a formacéo e estabilidade do
complexo, um segundo método experimental foi aplicado: o método grafico funcdo de
densidade de ligagédo. Os valores de AFqs foram tragcados como uma fungéo do logaritmo da
concentracdo total do ligante [L]t (ver Figura 10). Com o intuito de encontrar um conjunto de
pares de concentracdo (Lt; Pt) no mesmo valor de AFqps, um procedimento de interpolagéo foi

realizado usando um ajuste sigmaoide para ambas as concentra¢Ges de macromoléculas.
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Figura 10 - gréficos semilogaritmico da fluorescéncia titulagdo de (A) riparina | (B) Il e (C) Il com HSA em
duas concentracOes diferentes de proteina em 298 K. As linhas verticais indicam as concentragGes totais de
ligante [L]t; e [L]t> a0 mesmo valor selecionado da mudanga de fluorescéncia observada, marcada pela linha
horizontal, AFogs, em que a média total de ligagdo de ligante é a mesma para as curvas de titulacéo.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

Empregando-se a equacdo conservacdo das massas (Equacdo 6), os parametros
parametros Xv; e [L]ivre foram determinados a partir do gréafico [L]+ versus [P]+ (ver Figura
11) (LOHMAN; BUJALOWSKI, 1991). Uma vez que Zv; [L]#e and [L]qe foram obtidos, os

graficos de Scatchard (Zvi/[L]see Versus Xv;) foram construidos e apresentados na Figura 12.
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Figura 11 - Conjuntos de pares de concentragdo (Lt; M+) para exemplificar a utilizacdo da Equacédo 6, obtendo
valores de Xv; e [L]jivre para (A) riparina | (B) Il e (C) I1I.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.
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Figura 12 - Graficos de Scatchard da (A) riparina I, (B) riparina Il e (C) riparina Il com HSA.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

O gréfico de Schatchard apresenta um formato céncavo com uma "cauda" perto da
saturacdo para riparina | e Il, Figura 12a e b, respectivamente. A concavidade, nestes casos,
indica que o processo de ligacdo do ligante pode ter uma mistura de cooperatividade negativa
e positiva; para a riparina Ill, Figura 12c mostra que o alongamento na concavidade € menor o
que pode ser considerada cooperatividade negativa (BORDBAR; SABOURY; MOOSAVI-
MOVAHEDI, 1996). Os perfis de resposta das parcelas de Schatchard ndo s&o conclusivos,
pelo que é necessario recorrer ao formalismo de Hill para entender o mecanismo de interacéo.

A relacdo de Hill foi usada de acordo com Equacéo 10.
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Os resultados obtidos com o0 emprego da Equacdo 10 estdo sumarizados na Tabela 3.
O coeficiente de Hill (ny) pode ser interpretado como o indice de afinidade entre o ligante e a
macromolécula, e a constante de ligacdo (K). Os valores de ny obtidos para a riparina I, isenta
do grupo OH, séo semelhantes dos obtidos para a riparina Il, que possui o primeiro grupo OH
posicionado em atomos de carbono C2, ambos apresentaram uma constante de associacdo
moderada. Da avaliagdo termodindmica, as riparinas | e Il, ao interagir com a HSA,
realizaram uma reacao espontanea (AG < 0), e o equilibrio entalpico-entrépico, no equilibrio,
revelou semelhanca entre interacGes hidrofébicas e ndo especificas. Os resultados
apresentados para a riparina Ill, que tem o segundo grupo OH posicionado em atomos de
carbono C6, desviaram-se dos resultados anteriores. Verificou-se que o indice de afinidade
era 0 mais baixo de todos. A constante de associacdo decai por um fator de dois, em
comparagdo com a riparina Il, e o equilibrio energético, embora favoravel (AG <0), durante a
avaliacdo entalpia-entropia, resulta em uma mudanga importante no sinal e na magnitude para
a contribuicdo entrépica, que se torna negativa, talvez uma indicacdo de interacdes ndo
especificas, ndo observadas anteriormente. A capacidade de realizar ligacGes de hidrogénio é
esperada para o ligante, enquanto interage com a proteina (XIAO et al., 2008), a0 menos que
tal interacdo ocorra preferencialmente num modo intramolecular, o que afeta a constante de
ligacdo. De acordo com a literatura (MARQUES et al., 2005), a riparina 111 é capaz de realizar
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o atomo de H do grupo OH e o aomo de O do

grupo C=0.

Tabela 3 - Coeficiente de Hill (ny) e constande de ligacdo (K) obtida usando funcéo de Hill para os sistemas
HSA-riparina I- I1I.

Supressor Ny KM

Riparin | 5,9 4,03 x 10°
Riparin Il 6,1 1,25 x 10°
Riparin 111 3,4 5,57 x 10°

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

O célculo de otimizacdo e vibragdo realizado para as riparinas usando o método
DFT/B3LYP / 6-31G (d, p) mostrou que a estrutura otimizada é estavel (minimo global na
superficie de energia potencial), uma vez que ndo é obtida nenhuma frequéncia imaginaria.

Algumas distancias de ligacéo calculadas, angulos de ligacdo e angulos diedros séo
apresentados na Tabela B-1. Do MEP das riparinas (Figura B-1), é possivel notar a existéncia
de uma distribuicdo de carga neutra nas faces planar dos anéis da molécula. Uma distribuicédo
densa de cargas parciais negativas também pode ser vista perto do atomo de oxigénio O3 para
a riparina I, &tomo 022 para riparina Il e Ill. Por outro lado, um potencial eletrostatico
positivo é localizado perto do atomo de hidrogénio HY nas riparinas e outras regides das
moléculas comparativamente menos densas perto dos hidrogénios dos atomos de carbono
C141.

4.7 CALCULO DE MODELAGEM MOLECULAR

Os resultados do deslocamento da sonda fluorescente foram utilizados para realizar
os calculos de modelagem molecular, posicionando as moléculas de riparina no sitio | de
HSA. As melhores energias de ligacdo teorica (AGg) para riparina I, Il e 1l sdo -29,8, -30,7 e
-28,3 kJ mol™, com constantes de ligacdo tedricas correspondentes de 1,7 x 10°, 2,4 x 10° e
9,0 x 10* M em 298 K, respectivamente, que é muito proximo da tendéncia encontrada

experimentalmente.
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Figura 13- (A) Localizagdo das moléculas de riparina no subdominio I1A (sitio 1) da HSA, préximo do Unico
residuo de triptofano (TRP214). A proteina é mostrada como desenhos e as moléculas de riparina como esferas.
Detalhe estrutural tridimensional de interacdo do microambiente de interag¢do da riparina | (B), Il (C) e Il (D)
com o sitio | da HSA obtido por calculos de modelagem molecular. As moléculas de riparina sdo mostradas
como bastdes e esferas, 0s residuos de aminoacidos sdo denotados como bastdes (C, cinzento, O, vermelho, N,
azul, H, branco) e as ligaces de hidrogénio inter e intramoleculares por linhas pontilhadas verde e vermelha,
respectivamente. Representacdo bidimensional dos mapas de interacdo entre riparina | (E), Il (F) e Il (G) e
residuos do sitio | da HSA. A representacéo estrutural foi preparada utilizando Pymol (DELANO, 2002) e o
mapa de interag8o foi calculado utilizando LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995).
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A Figura 13 resume a interagdo entre HSA e as riparinas de trés perspectivas
diferentes. No topo, a Figura 13A mostra a estrutura terciaria da HSA com a localizacao das
moléculas de riparina em seu subdominio A (sitio 1), bem como a posi¢cdo de seu unico
residuo Trp214. No meio, Figura 13 B, C e D apresentam mais detalhadamente o ambiente de
ligagdo tridimensional de riparina I, 1l e Il no sitio | da HSA, respectivamente, mostrando os
residuos de aminodacidos da proteina envolvidos na interacdo com as riparinas. No fim, Figura
13 E, F e G mostram a analise das interacfes ndo covalentes no sitio | para riparina I, 11 e 111,
respectivamente, realizadas com o programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI;
THORNTON, 1995).

A esquerda (Figura 13E), os residuos Ser192, Lys 195, Lys199, Leu238, His242,
Leu260, Ala261, Ser287, 11290 e Ala291 estdo envolvidos em intera¢Ges hidrofébicas com a
riparina I. Os residuos de Tyr150, GIn196 e Arg257 ligac6es de hidrogénio com o ligante. O
grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 compde duas ligacdes de hidrogénio com
0 4tomo de oxigénio O3 da riparina I, apresentando distancias de formacéo de 2,47 e 3,04 A,
respectivamente. Esse atomo de oxigénio apresenta a distribuicdo mais densa de carga parcial
negativa como pode ser observada no MEP da molecula (Figura B-1 A). O grupo NH, da
cadeia lateral GIn196 forma uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio O14 de
riparina 1, com uma distancia de formagc&o de 2,94 A. Um caso especial ocorre com o residuo
Lys199, o qual realiza interacdo eletrostatica do tipo cation-r com o anel A (Figura 2A) da
riparina | (Figura 13B).

No centro (Figura 13F), os residuos Serl92, Lys195, GIn196, Leu238, 11290,
Ala291 e Glu292 estdo participando de contribuicGes hidrofébicas da interagdo com a riparina
I. Os residuos Tyrl50, Lys199, His242 e Arg257 formam ligacBes de hidrogénio com a
molécula. O grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 formam duas ligacGes de
hidrogénio com o 4tomo de oxigénio O22 da riparina 11, mostrando distancias de formacéo de
2,40 e 2,93 A, respectivamente. Este atomo 022 apresenta a maior distribuicio de carga
negativa, como pode ser observado no MEP da molécula (Figura B-1 B). O grupo NH;" e NH
(posicdo E1) da cadeia lateral Lys199 e His242 compde duas ligacdes de hidrogénio com o
atomo de oxigénio O3 da riparina I, com uma distancia de formacdo de 2,98 e 2,84 A,
respectivamente.Um caso especial ocorre com o residuo Lys199.

A direita (Figura 13G), os residuos Ser192, Lys195, GIn196, Lys199, Leu238,
Val241, Leu260, 11e290 e Ala291 estdo participando de interacfes hidrofébicas com a
molécula de riparina Ill. Os residuos Tyrl50, His242 e Arg257 formam ligacdes de
hidrogénio com o ligante. O grupo OH e NH da cadeia lateral Tyr150 e Arg257 compde duas
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ligagdes de hidrogénio com o atomo de oxigénio 022 do ligante, apresentando distancias de
formacdo de 2,49 e 3,05 A, respectivamente. O grupo NH (£2) da cadeia lateral His242 forma
uma ligacao de hidrogénio com o atomo de oxigénio O3 da riparina 11, com uma distancia de
formagcéo de 2,91 A,

A partir dos resultados de LigPlot, é possivel ver que as interagdes hidrofobicas sao
as de maior na ligacdo da riparinas ao sitio | da HSA, com a seguinte sequéncia: riparina |
(dez residuos), riparina Il (oito residuos) e riparina Il (sete residuos ). No entanto, as
interacdes eletrostaticas apresentam uma significativa contribuicdo para a estabilizacdo do
complexo na formacéao de ligagdes de hidrogénio. O complexo HSA-riparina Il possui quatro
ligagBes de hidrogénio enquanto a interacdo das riparinas | e 111 com HSA apresenta trés. E
importante notar que os residuos de aminoacidos de HSA envolvidos na ligacdo com riparinas
sdo altamente preservados e o0s residuos de Tyrl50 e Arg257 estdo sempre presentes na
formacéo de ligagcOes de hidrogénio com riparinas, desempenhando um papel fundamental na

ligacdo dos ligantes no sitio | da proteina.

5. CONCLUSAO

O mecanismo molecular de interacao entre as riparinas e a albumina de soro humano
foi explorado através de espectroscopia de fluorescéncia e métodos computacionais. A
intensidade de fluorescéncia enddgena do Trp 214 é a chave para monitorar a interacdo como
um todo, possibilitando pesquisar o mecanismo de supressdo, sitios de ligacdo, indice de
afinidade e parametros termodinamicos. Os resultados da analise de dados de ligacao
mostraram que todas as riparinas acessaram o mesmo sitio de ligacao (sitio I), porém com
diferencas no indice de afinidade, indicando que algumas caracteristicas especificas podem
estar relacionadas com a estrutura da riparina. Riparin | e Il apresentaram uma ligeira
diferenca no valor da constante de ligacdo, que pode ser devido a presenca do primeiro grupo
quimico de OH na molécula de riparina Il. No caso da riparina Ill, a diminuicdo da constante
de ligacdo foi mais pronunciada quando comparada a riparina | e 1l, 0 que novamente pode
apontar para a adicdo do segundo grupo quimico de OH a estrutura de riparina. Todos estes
resultados tém uma relacdo direta com o0s ensaios termodindmicos. Para riparina | e Il, 0s
sinais para AG, AH s3o negativos, enquanto AS positivos. Em termos de magnitude, a

contribuicdo de entalpia para riparina Il, em comparagdo com a riparina I, quase dobrou em
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valor, sendo mais provavel formar ligaces de hidrogénio. Por outro lado, o valor da entropia
caiu quase metade, o que significa que a contribuicdo da interacdo ndo especifica tornou-se
menos efetiva. As mudancas de sinal e magnitude da contribuicdo entrépica no caso da
riparina 11 estdo relacionadas ao seu esqueleto molecular de riparina, mais precisamente com
0 anel B que é a estrutura onde o grupo hidroxila liga. A adi¢do de um grupo OH a riparina Il
e dois a riparina Il mostra sua importancia durante a formagdo dos complexos, interferindo
no indice de afinidade. Isso pode estar ligado a capacidade da riparina Il para realizar uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular, perceptivel através das respostas experimentais e
detalhadas por ferramentas computacionais. Em concluséo, sugerimos que o grupo hidroxila

modulou a interacdo entre riparina e albumina de soro humano.
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APENDICE A - Espectro de absorcéo das riparinas e determinacio de seus coeficientes de

extincao molar

Figura Al - (A) Espectro UV- visivel da riparina | em metanol, usando cubeta de caminho 6ptico de 1,0 cme
(B) Determinagdo do coeficiente de extingdo molar (€) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através
do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do grafico.

104 A —— 23 M
1 4,6 M
0,9 1
] —— 6,9 uM
08 —— 9,2 uM
1 11,5 uM
s 7 - 13,8.M
S 06 —— 16,1 uM
S ] — 18,4 uM
s 0% ———20,7uM
< 04 ———23uM
0,3
02/
0,1
0,0 ; .
250 300 350
Comprimento de Onda (nm)
1,0
0,8 |
o
2 0,6
«©
2
o
(%}
< 044
0,2
0,0 T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25
[Riparina ] (uM)

Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.
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Figura A2 - (A) Espectro UV- visivel da riparina Il em metanol, usando cubeta de caminho 6ptico de 1,0 cm e
(B) Determinagéo do coeficiente de extingdo molar (¢) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através
do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do grafico.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.
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Figura A3 - (A) Espectro UV- visivel da riparina 111 em metanol, usando cubeta de caminho éptico de 1,0 cm e
(B) Determinacdo do coeficiente de extingdo molar (g) em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert e através
do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do grafico.
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Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.

Tabela Al- Coeficiente de extingdo molar () em 225nm, empregando a lei de Beer - Lambert determinadas
a partir do coeficiente angular da reta formada pelos pontos do gréaficos acima.

Riparina e (MTcm™)
| 34959
1 22280
Il 16198

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

eletrostatico (MEP) das moléculas de riparina.

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

31G (d, p).

Distancia de Ligago (A) riparina | Riparina Il Riparina I11
N-C3 1.367 1.361 1.379
C3-03 1.230 1.233 1.245
C3-Cc21 1.505 1.513 1.480
Ci-C2 1.544 1.545 1.543
C14-014 1.367 1.368 1.366
014 - C141 1.418 1.417 1.418
Angulos de Ligago (°)

Cl1-C2-N 113.005 113.312 113.791
C2-N-C3 121.273 120.963 120.057
Cl4-014-C141 118.138 118.076 118.186
C21-C22-C23 120.429 122.210 120.237
Angulos diedros (°)

Cl141-014-C14-C15 —179.897 179.995 179.754
Cl1-C1-C2-N —178.267 —177.533 —178.864
C2-N-C3-03 0.243 1.766 5.947
03-C3-C21-022 21.633 1.391 —18.516

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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Figura B1 - Mapa do potencial eletrostatico (MEP) das moléculas de riparina calculado usando o método DFT /
B3LYP /6-31G (d, p).

A Riparin I

O e .

Fonte: Imagem cedida pela autora, 2017.
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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 excep-
tional 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 fluo-
rescence 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 (AG < 0). The enthalpy-entropy balance experiment with a molecular model-
ing calculation revealed that hydrophobic, hydrogen bond and non-specific interactions are present for riparin I-
[l with HSA. The set of results from fractional fluorescence changes obtained through Schatchard was inconclu-
sive 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 correspon-
dence 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 Il 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.
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1. Introduction are also known worldwide mainly for their use in cooking, such as bay

leaf (Laurus nobilis) avocado (Persea americana) and cinnamon

The Lauraceae family is considered to be one of the most fundamen-
tal families belonging to the Magnoliophyta division, having become
widely distributed throughout tropical and subtropical regions, being
composed at approximately 52 genera and 3000 species [1]. Lauraceae
are utilized in papermaking, carpentry, construction, perfumery (essen-
tial oil), chemicals and folk medicine [2]. Different species of this family

* Corresponding author at: Departamento de Fisica, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE), UNESP, Rua Cristévao Colombo 2255, CEP 15054-000 Sdo José
do Rio Preto, SP, Brazil.

E-mail address: mario@ibilce.unesp.br (M.L. Cornélio).

http://dx.doi.org/10.1016/j.5aa.2017.08.068
1386-1425/© 2017 Published by Elsevier B.V.

(Cinnamomum zeylanicu) [3].

Aniba riparia (Ness) Mez, popularly known in Brazil as louro, is a typ-
ical plant of the Amazon region [4], commonly used as a spice. Its fruits
contain many different chemical components, such as flavonoids,
neolignans, stirilpironas and alkamides [5]. Methyl ether of N-benzoyl-
tyramine (riparin [, insert in Fig. 1a), methyl ether of N-2-hydroxy-ben-
zoyl-tyramine (riparin II, insert in Fig. 1b) and methyl ether of N-2,6-di-
hydroxy-benzoyl-tyramine (riparin IlI, insert in Fig. 1c) have been
isolated from the green fruit of this plant [6]. These molecules have im-
portant anti-inflammatory, antimicrobial and anxiolytic pharmacologi-
cal effects, and great therapeutic potential [6,7].
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Fig. 1. Fluorescence emission spectra of HSA (4 M) at different concentrations (0 to 8 uM)
of (a) riparin I (b) riparin Il and (c) riparin IIl at 298 K. Inserts shows the correspondent
molecular structure.

Riparin I, for example, demonstrated antinociceptive activity [8] and
antianxiety effects in animal models [9]. Studies with riparin Il revealed
that it may inhibit directly or indirectly the activity, production or re-
lease of pro-inflammatory mediators involved in the generation of
pain associated with inflammation [7], and produces significant antide-
pressant activity [10]. Riparin Ill, administered intraperitoneally or oral-
ly, also showed anxiolytic and antidepressant activity in rodents [10-
12]. Moreover, natural riparins showed antimicrobial activity in multi-
drug-resistant strains of Staphylococcus aureus [13]. However, the inter-
actions of these benzoyl derivatives with specific molecular targets have
not been fully understood.

As a profitable target, human serum albumin (HSA) is one of the
most important and abundant proteins in the circulatory system. It is
a 585-residue monomer and consists of three homologous domains
(denoted I, I and III), each of which has two sub-domains, A and B,
possessing common structural motifs [14]. HSA has an exceptional ca-
pacity to interact with many molecules, playing a crucial role in the
transport, distribution, and metabolism of a wide variety of endogenous
and exogenous ligands [15]. Site I and site II, located respectively in
subdomains IIA and IlIA are two major ligand binding sites for small or-
ganic molecules. Recently, subdomain IB (site III) has been identified as
the primary or secondary binding site for some compounds [16]. Struc-
tural features of compounds, specifically the number and configuration
of hydroxyl radical on polyphenols, influence binding characteristics
with this transport protein. The —OH moiety is also associated with
the reactivity of aromatic molecules and is important for their biological
activities [17-19].

In that sense, an investigation of the interaction between riparin I, II
and [1I and HSA contributes to an understanding of the riparin-protein
affinity, disposition, transportation and metabolism of these benzoyl-ty-
ramines at molecular level. In the present study, fluorescence
quenching was employed to probe the affinity of riparins to HSA
under simulative physiological conditions. Particularly, the influence
of the hydroxylation pattern, present in riparin I and III, on binding
characteristics with HSA was analyzed, as was the specific binding site
for each riparin on HSA. As part of the strategy to tackle the problem
computational methods were applied with experimental parameters
as references to perform the docking.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals
Riparins were isolated by one of our collaborators in pure form for

the study. Human serum albumin, warfarin, ibuprofen, methyl orange,
dibasic sodium phosphate, methanol and sodium chloride (NaCl) were

purchased from Sigma Aldrich Chemical Company (USA). All other
chemicals were analytical grade and Milli-Q ultrapure water was used
throughout the experiment. HSA was dissolved in a phosphate buffer
solution of 50 mM containing NaCl (150 mM, pH 7.0). The protein con-
centration was determined spectrophotometrically using the molar ex-
tinction coefficient of 36,500 M~ ' cm™ " at 280 nm. Riparin I, riparin II
and riparin III stock solutions were prepared in methanol with 23.8,
5.42 and 1.23 mM, respectively.

2.2. Fluorescence Spectroscopy

Fluorescence measurements were performed on a Varian Cary
Eclipse fluorescence spectrophotometer equipped with 1.0 cm quartz
cells and Carry Eclipse thermostat bath. Both excitation and emission
slits were set at 5.0 nm. The fluorescence spectra were recorded in the
range of 300-505 nm and the excitation wavelength of 295 nm was
chosen, since it provides excitation of the single tryptophan residue
(Trp 214) and avoids absorption of tyrosine residues. All fluorescence
intensities were corrected for the buffer and inner filter effects (Eq.
(1)) [20-22].

Feorr = Fops X e(AectAem)/2 1)

Feorr and Fops are the fluorescence intensity corrected and observed
and Aex and A, are the absorbance of the system at the excitation
and emission wavelengths, respectively.

In fluorescence quenching experiments, titration was performed by
adding appropriate quantities of riparin I-III stock solution to the HSA
solution (2.0 mL) at constant concentrations of 2.0, 4.0 and 8.0 uM. In
experiments to determine the Stern-Volmer constant and Binding
Data Analysis the HSA concentration remained constant at 4.0 uM, and
the riparin concentrations varied from 0 to 8 pM with increments of
1.0 uM at 298, 308 and 318 K. For the binding density function (BDF)
method, titration was performed at HSA concentrations of 2.0 and 8.0
UM and the range of riparin concentrations were 0-12 pM, with incre-
ments of 1.0 pM, at 298 K. The effect of methanol as a co-solvent was
verified by adding aliquots to the HSA solution (2.0, 4.0 and 8.0 pM, at
298 K) within the volume variation of previous titrations. The final vol-
ume of methanol in the buffer was <1%, in all experiments.

2.3. Site Marker Competitive Experiments

Competitive experiments were carried out by the use of warfarin,
ibuprofen and methyl orange which bind to site [, site II, and site III, re-
spectively [16,23]. The ratio of site marker to HSA solution was 1:1 (4.0
uM each). After 1 h incubation of the mixtures, amounts of riparin I, Il
and III solution, varying from 0 to 10 uM with increments of 1.0 pM,
were added to each of HSA-marker solutions as previously. The fluores-
cence spectra were recorded at 298 K under the same experimental
conditions described above.

2.4. Ab Initio Calculation

The Gaussian 09 program [24] provided by Nticleo de Computagdo
Cientifica da Universidade Estadual Paulista (NCC/GridUNESP) was ap-
plied to the calculation of riparin structures. The optimized geometry
was calculated in the gas phase with riparin molecules isolated by
using DFT/B3LYP/6-31G(d,p) method. The next step, the vibrational fre-
quency calculation, was performed to check the optimized riparin mol-
ecules. The molecular electrostatic potential (MEP) map was calculated
to investigate the distribution of charge density on the molecular sur-
face of riparin I, Il and III.
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2.5. Molecular Modeling Calculation

The crystal structure of HSA (PDB ID: 1A06) [25] was obtained from
the Protein Data Bank. The three-dimensional structure of riparin mole-
cules was obtained from Gaussian 09 program [24]. AutoDockTools
(ADT) [26] was used to prepare the HSA and riparins by merging non-
polar hydrogen atoms, adding partial charges and atom types. The li-
gand rigid root was generated automatically, defining all possible rotat-
able bonds and torsions them as active for riparins, except for riparin III,
whose C3-C21 bond was set as non-rotatable, keeping the intramolecu-
lar hydrogen bond between the hydrogen atom H22 from hydroxyl and
the oxygen O3 from carbonyl group. Grid maps were generated with
0.375 A spacing and dimensions of 60 x 60 x 60 points by the AutoGrid
4.2 program [27], centered on site 1 of the HSA structure. The AutoDock
4.2 program [27] was employed to study the binding site between
riparins and HSA by applying the Lamarckian Genetic Algorithm (LGA)
for minimization using a number of energy evaluations of 2.5 million,
a population size of 150 and root-square-mean deviation (RMSD) toler-
ance for cluster analysis of 2.0 A. Random starting positions on the entire
protein surface and random orientations were used for the ligands. For
each docking simulation, 100 different conformers were generated. The
structural representation was prepared using PyMOL [28], and the map
of interaction was calculated using LigPlot [29)].

3. Results and Discussion
3.1. Fluorescence Quenching of HSA Upon Addition of Riparins

Intrinsic fluorescence spectra of HSA at different concentrations of
riparin I, Il and IIl are shown in Fig. 1a, b, and c, respectively. It can be
seen that, upon excitation at 295 nm, HSA exhibits a maximum emission
peak at 346 nm, solely contributed by tryptophan (Trp 214) residue in
HSA. The HSA emission decreased with the increment of riparin concen-
tration, indicating that the interaction of benzoyl-tyramines quenched
the intrinsic fluorescence of HSA. Further, upon the addition of riparin
I and III, two isosbestic point formations were noted at 364 and
369 nm, respectively. This phenomenon indicates the existence of ben-
zoyl-tyramine derivatives bound to HSA at equilibrium [30]. Also,
riparins Il and 11l showed a clear second peak, which increases with ti-
tration, and corresponds to the riparin signals at 413 and 422 nm, re-
spectively [31]; these contributions were subtracted from the HSA
fluorescence signal.

3.2. Fluorescence Quenching Mechanisms

Fluorescence quenching mechanisms are classified as being either
dynamic or static. The former is due to collision between the quencher
and fluorophore and the latter, to the formation of a non-fluorescent
ground state complex. These two mechanisms may be discriminated
in response to temperature. The bound complexes, for static quenching,
become more unstable as temperature increases and quenching con-
stants decrease; the opposite behavior is observed for dynamic
quenching. The quenching mechanism is currently analyzed by the
Stern-Volmer model [21]:

F_; =1+KqTo[Q) = 1+ Ksy[Q] @)

Fo and F represent the fluorescence intensity before and after
quencher addition, respectively; K is the biomolecular quenching con-
stant; Ty is the average fluorescence lifetime of the molecule without a
quencher; generally 10~ % s [21]; [Q] is the quencher concentration,
and K, is the Stern-Volmer constant, which can be determined by linear
regression of a plot of Fo/F against [Q]. Stern-Volmer plots for the fluo-
rescence quenching of HSA (4 uM) in the presence of riparin I-1Il at
298, 308 and 318 K are shown in Fig. 2. According to the linear
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Fig. 2. Stern-Volmer plots for the fluorescence quenching of HSA (4 M) in the presence of
(a) riparin I (b) riparin Il and (c) riparin [l at 298, 308 and 318 K.

adjustment for the experimental data the slope of the curves indicates
a decrement as temperature rises. Such a response to temperature cor-
responds to a static quenching mechanism.

3.3. Binding Constants

The binding constants (K,) and the number of binding sites (n) per
protein can be obtained by Double-logarithm plot [32]:

log(LF_F> = nlogK, —nlog ( 1

— @
- =0 )

where [P] is the protein concentration. Double plots are shown in Fig. 3
and the values of K, and n are listed in Table 1. The constants represent
phenomenological parameters, with n indicating the quantity of bind-
ing sites and K, their binding affinity [33]. The values of n are approxi-
mately 1.0 and K, the order of 10* M~ ', which is a mild constant. The
K}, magnitude contains important features about the complex forma-
tion. It responds to temperature variation, assisting in the search for
the forces that stabilize the complex [30]. Table 1 summarizes the Ksy,
Kq and K, constants.

log ((F,- F)/F)

62

log (1/1Q] - ((F- F)F) [P]))

Fig. 3. Double-log plots for the fluorescence quenching of HSA (4 M) in the presence of
(a) riparin I (b) riparin Il and (c) riparin Il at 298, 308 and 318 K. The inserts show the
Van't Hoff plot.
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Table 1

Values of the Stern-Volmer constant (Ksy) for tryptophan fluorescence quenching of HSA,
biomolecular quenching constant (K) binding constants (K,) and binding site numbers
(n) of the interaction between HSA and riparin I, Il or Il at 298, 308 and 318 K.

Quencher T(K) Ksy (x10*M™') Kq(x10”M~'s™') K,(x10*°M~') n

Riparinl 298 3,56 3,56 195 0,62
308 345 345 178 0,62
318 3,14 3,14 1,63 0,66
Riparinll 298 2,41 241 175 0,78
308 231 2,31 1,64 0,75
318 1,76 1,76 124 0,88
Riparin Il 298 3,41 341 428 1,04
308 232 2,32 2,15 0,91
318 1,63 1,63 0,77 0,72

The correlation coefficient is >0,98.

3.4. Thermodynamic Parameters and Driven Forces

In general, the driven forces between a small molecule and a protein
include Van der Waals force, hydrogen bonding, electrostatic and hy-
drophobic interactions. The signs and magnitude of the thermodynamic
parameters, enthalpy (AH), entropy (AS) changes and free energy (AG),
of the binding reaction may indicate the types of binding along with the
interaction [34]. According to the Van't Hoff analysis, if the enthalpy
does not change significantly with the range of temperature experimen-
tally applied, then the entropy value can be reached:

AH AS
TRTTR )

InK; =

K is the binding constant at the corresponding temperature and R is

the gas constant. The Gibbs free energy is estimated according to the fol-
lowing relationship:

AG = AH—TAS (5)

The Van't Hoff plots for the binding of HSA to riparin I-1Il are shown
as inserts in Fig. 3, which correspond to the thermodynamic parameters
that are summarized in Table 2. The negative Gibbs free energy values
calculated for all riparins mean that the interaction is a spontaneous
process. The negative value for AH and positive for AS are determined
for the riparin I and riparin II-HSA complexes, suggesting that the driv-
ing forces between these riparins with HSA are composed by non-spe-
cific interactions; while both negative values of AH and AS for the
riparin IlI-HSA indicate that the van der Waals interactions and hydro-
gen bonds have an important contribution during the interaction pro-
cess of riparin IIl with HSA [35].

3.5. Site-selective Identification of Riparins on HSA
HSA interacts reversibly with drugs which bind to one or more high-

affinity sites with typical association constants in the range of
10*~10° M~ . Pioneering studies by Sudlow and contributors [36]

Table 2
Thermodynamic parameters of HSA-ligand complex at 298, 308 and 318 K.
Quencher T(K) AH (k] mol 1) AS (Jmol ™) AG (k] mol™")
Riparin I 298 —7.14 58,15 —2447
308 —25,05
318 —25,63
Riparin II 298 —1491 31,16 —24,19
308 —24,51
318 —24,.82
Riparin 1l 298 —66,97 —135,60 —26,56
308 —25,20
318 —2385

The correlation coefficient is >0,99.

applying the fluorescent probe displacement method showed that
most drugs bind with high affinity to two specific drug binding sites,
namely, site | (subdomains IIA, also called the warfarin binding site)
and site II (subdomains IlIA, the ibuprofen binding site) [37]. However,
some drug binding sites differ from sites I and II, identified as
subdomains that are neither IIA nor IIIA [38,39]; methyl orange binds
in site Il (subdomain IB) [30]. The binding locations are commonly
identified applying standard ligands, such as warfarin, ibuprofen and
methyl orange, which probe sites I, Il and III, respectively.

Thus, the competition of riparins with warfarin, ibuprofen and
methyl orange was investigated. The fluorescence quenching rate (F/
F,) in the presence and absence of markers was compared and is pre-
sented in Fig. 4. The difference in the quenching rate in the presence
of the warfarin, when compared with the quenching rate with no mark-
er, is remarkable. This is a strong indication that the riparins compete for
the same site of warfarin and bind to HSA chiefly in site I.

3.6. Binding Density Function Method

In order to ensure a more realistic approach regarding the complex
formation and stability a second experimental method was applied.
Equilibrium binding isotherms, for a ligand binding to a macromolecule
(protein), represent the relationship between total average binding
density Sv; and the free ligand concentration [L]gee [40].

The fractional fluorescence change (AF,y) is the fluorescence signal
normalized to the initial fluorescence of the free macromolecule:

Fobs e Ffree [M]T

AFots = My

(6)

Fops i the observed spectroscopic signal, Fee [M]r the observed
spectroscopic signal for a free macromolecule in the absence of a ligand
and the total concentration of macromolecules. The values of AF,,s were
plotted as a function of the logarithm of the total ligand concentration
[Llr (see Fig. 5). At two different total concentrations of macromolecule
([M]ry and [M]r,) the observed value of AF, is equal, so that 3v; and
[L]free must be the same for both titration curves.

In order to find the same value of AF,ps an interpolation procedure
was performed using a sigmoid adjustment for both macromolecule
concentrations. According to the mass conservation equation, (Eq.
(7)), for the total concentration protein, [L]gee and 2v; can be deter-
mined by the linear regression of a plot of [L]r against [M]r (see insert
in Fig. 5) [41],

Ly = [Lfree + Z0i My @)
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Fig. 4. Fluorescence quenching rate of HSA at different concentrations (0-10 pM) of (a)
riparin I, (b) riparin Il and (c) riparin Il in the absence and presence of site markers
(warfarin, methyl orange or ibuprofen). [HSA] = [marker] = 4 uM, pH 7 and 298 K.
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Fig. 5. Semilogarithmic plots of fluorescence titration of (a) riparin I (b) riparin Il and (c)
riparin Il with HSA at two different protein concentrations at 298 K. The vertical lines
indicates the total ligand concentrations [L};; and [L]r, at the same selected value of the
observed fluorescence change, marked by the horizontal line, AF,ys, at which the total
average of ligand binding is the same for both titration curves. Inserts corresponds to
only three sets of concentration pairs (Ly; My) to exemplify the utilization of Eq. (6)
obtaining 3v; and [L]ge. values.

Once 3 [L]free and [L]ee were obtained the Scatchard plot (Svy/
[L]free Versus 2v;) was constructed and is presented in Fig. 6.

The Schatchard plots show a concave shape with a ‘tail' near the sat-
uration for riparin I and II, Fig. 6a and Fig. 6b, respectively. The concavity
shape in these cases indicates that the process of ligand binding may
have a mix of negative and positive cooperativity. For riparin III, Fig. 6¢
shows that the elongation on the concavity is shorter which may be
considered a negative cooperativity. The response profiles of the
Schatchard plots are inconclusive so it is necessary to resort to Hill's for-
malism to elucidate the interaction mechanism. Hill relationship was

used according to Eq. (8) [42-44].

(K W)™
2N T (K )™ N

The results obtained according to Eq. (8) are summarized in the
Table 3. The Hill coefficient (ny) may be interpreted as the index of af-
finity between the ligand and the macromolecule, and K the binding
constant. The values of ny obtained to Riparin [, free of OH group at B-
ring, is close to Riparin II, which has the first OH group positioned at
C2 carbon atom, both presented a mild association constant. From the
thermodynamic evaluation Riparins I and Il while interacting with
HSA performed a spontaneous reaction (AG < 0), presented an
enthalpic-entropic balance revealing resemblance between hydropho-
bic and non-specific interactions. The results presented for Riparin III,
which has the second OH group positioned at C6 carbon atoms, deviated
from the previous results. It was found that the index of affinity was the
lowest of all. The association constant drops by a factor of two in com-
parison with riparin II, and the energetic balance, although favorable
(AG < 0), the enthalpy-entropic balance showed an important changes
in signal and magnitude of the entropic contribution, which becomes
negative, perhaps an indication of non-specific interaction enhance-
ment not detected previously. The capacity of performing hydrogen
bonds is expected for the ligand while interacting with protein [18], un-
less such an interaction preferentially occurs as intramolecular mode,
which affects the binding constant. According to the literature [45],
riparin Il is able to perform intramolecular hydrogen bounds between
one of the H atom of the OH groups with the O atom of the C=0 group.

3.7. Ab Initio Calculation

The optimization and vibrational calculation performed for the
riparins using the DFT/B3LYP/6-31G(d,p) method showed that the opti-
mized structure is stable (global minimum on the potential energy sur-
face), since no imaginary frequency is obtained. Some calculated bond
distances, bond angles, and dihedral angles are presented in Table S1
of Supplementary material. From the MEP of riparins (Supplementary
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Fig. 6. Scatchard plots of (a) riparin I, (b) riparin Il and (c) riparin Ill with HSA.
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Table 3 theoretical binding constants of 1.7 x 10° 2.4 x 10° and 9.0
Affinity index (ny) and binding constant (K) obtained using Hill function for HSA-riparin % 10* M~ at 298 K, respectively, which is very close to the trend
SllisyEms, found experimentally.
Quencher ny K(M™") Fig. 7 summarizes the interaction between HSA and riparins from
Riparin [ 59 4,03 % 10° three different perspectives. At the top, Fig. 7A shows the tertiary struc-
Riparin I 6,1 1,25 x 10° ture of HSA with the location of the riparin molecules in its subdomain
Riparin Il 34 557 x 10° 1A (site 1), as well as the position of its single Trp214 residue. In the mid-

material, Fig. S1) it is possible to note the existence of a neutral charge
distribution on the planar faces of the rings of the molecule. A dense dis-
tribution of negative partial charges can also be seen near the 03 oxygen
atom for riparin I, 022 atom for riparin I and III. On the other hand, a
positive electrostatic potential is localized near the H™ hydrogen atom
in the riparins, and other regions of the molecules comparatively less
dense near the hydrogen of C141 carbon atoms.

3.8. Molecular Modeling Calculation
The fluorescent probe displacement results were used to perform
the molecular modeling calculations, positioning the riparin molecules

at site I of HSA. The best theoretical binding energies (AGg) for riparin
I, 1 and Il are —29.8, —30.7 and —28.3 k] mol ', with corresponding
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dle, Fig. 7B-D present in more detail the three-dimensional binding en-
vironment of riparin I, Il and IIl at site  of HSA, respectively, showing the
amino acid residues of the protein involved in the interaction with the
riparins. At the bottom, Fig. 7E-G show the analysis of the non-covalent
interactions at site I for riparin I, Il and III, respectively, performed using
LigPlot program [29].

On the left branch (Fig. 7E), Ser192, Lys 195, Lys199, Leu238, His242,
Leu260, Ala261, Ser287, 11e290, and Ala291 residuesLeu198Trp214
Leu238Val344Pro447Val455 are involved in hydrophobic interactions
with the riparin I. The Tyr150, GIn196 and Arg257 residues form hydro-
gen bonds with the ligand. The OH and NH group of Tyr150 and Arg257
side chain make up two hydrogen bonds with the O3 oxygen atom of
riparin I, presenting formation distances of 2.47 and 3.04 A, respectively.
Such an oxygen atom presents the densest distribution of negative par-
tial charge as can be seen in MEP of the molecule (Fig. S1A). The NH,
group of the GIn196 side chain forms a hydrogen bond with the oxygen

Riparin Il

Arg257
334

I Tyrl50
Riparin 111

His242

Riparin II
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Corresponding atoms involved in hydrophobic contact (s)

Fig. 7. (a) Location of the riparin molecules in the subdomain IIA (site 1) of HSA, close to the single tryptophan residue (Trp214). The protein is shown as cartoon and riparin molecules as
spheres. Three-dimensional structural detail of the microenvironment interaction of riparin I (b), I (c) and Il (d) with the site 1 of HSA obtained by molecular modeling calculations.
Riparin molecules are shown as sticks and balls model, the amino acid residues are denoted as sticks model (C, gray; O, red; N, blue; H, white), and inter and intramolecular hydrogen
bonds depicted by green and magenta dotted line, respectively. The cation-m interaction (Lys199/A-ring) is indicated by dashed brown line identified by AutoDockTools. Two-
dimensional representation of the interaction maps between riparin I (e), Il (f) and 11l (g) and residues of site 1 of HSA. The structural representation was prepared using PyMOL [28]
and the map of interactions was calculated using LigPlot [29]. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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atom 014 of riparin I, having a formation distance of 2.94 A. A special
case occurs with Lys199 residue, it performs electrostatic interaction
of the cation-m type with the A-ring (insert at Fig. 1) of riparin I (Fig. 7b).

On the central branch (Fig. 7F), Ser192, Lys195, GIn196, Leu238,
1le290, Ala291, and Glu292
residuesLeu198Trp214Leu238Val344Pro447Val455 are taking part in
hydrophobic contributions of the interaction with riparin II. The
Tyr150, Lys199, His242, and Arg257 residues make up hydrogen
bonds with the molecule. The OH and NH group of the Tyr150 and
Arg257 side chain form two hydrogen bonds with the 022 oxygen
atom of riparin II, showing formation distances of 2.40 and 2.93 A, re-
spectively. This 022 atom presents the densest distribution of negative
charge as can be seen in MEP of the molecule (Fig. S1B). The NH5™ and
NH (position E1) group of Lys199 and His242 side chain make up two
hydrogen bonds with the 03 oxygen atom of riparin II, having a forma-
tion distance of 2.98 and 2.84 A, respectively.

On the right branch (Fig. 7G), Ser192, Lys195, GIn196, Lys199,
Leu238, Val241, Leu260, 11290, and Ala291 residuesLeu198
Trp214Leu238Val344Pro447Val455 are participating in hydrophobic
interactions with the riparin Il molecule. The Tyr150, His242 and
Arg257 residues form hydrogen bonds with the ligand. The OH and
NH group of the Tyr150 and Arg257 side chain makes up two hydrogen
bonds with the 022 oxygen atom of ligand, presenting formation dis-
tances of 2.49 and 3.05 A, respectively. The NH(£2) group of His242
side chain forms a hydrogen bond with the 03 oxygen atom of riparin
111, having a formation distance of 2.91 A.

From the LigPlot results, it is possible to see that hydrophobic inter-
actions are the largest contribution in binding riparins to site [ of HSA,
with the following sequence: riparin I (ten residues), riparin III (eight
residues) and riparin Il (seven residues). However, the electrostatic in-
teractions present a significant contribution to complex stabilization
in the formation of hydrogen bonds. The HSA-riparin Il complex has
four hydrogen bonds while the interaction of the riparin I and Il with
HSA presents three. It is important to note that the amino acid residues
of HSA involved in the binding with riparins are highly preserved, and
Tyr150 and Arg257 residues are always present in the formation of hy-
drogen bonds with riparins, playing a key role in the ligands binding at
site | of the protein.

4. Conclusion

The molecular mechanism of interactions between riparins and
human serum albumin were exploited through fluorescence spectros-
copy and computational methods. The endogenous fluorescence inten-
sity of Trp 214 was the key to monitor the interaction as a whole,
making it possible to search for the quenching mechanism, binding
sites, affinity index, and thermodynamic parameters. The results of the
binding data analysis showed that all riparins accessed the same bind-
ing site (site I), however with differences in the affinity index, indicating
that some specific feature may be related with the frame of riparin.
Riparin [ and Il presented a slight difference in the value of the binding
constant, which may be due to the presence of the first OH chemical
group in the riparin Il molecule. In the case of riparin III, the decrease
in the binding constant was more pronounced when compared to
riparin I and II, which again may be pointing to the addition of the sec-
ond OH chemical group to the riparin structure. All these results have a
direct relationship with the thermodynamic assays. For riparin I and I,
the signals for AG, AH are negative, while AS positive. In terms of mag-
nitude, the enthalpy contribution for riparin II, compared to riparin I, al-
most doubled in value being more likely to form hydrogen bonds. On
the other hand, the value of entropy dropped almost half, which
means that the contribution of non-specific interaction became less ef-
fective. The signal and magnitude changes of the entropic contribution
for riparin Il are related to its own molecular frame, more precisely at
the B-ring (insert Fig. 1) which is the structure where the hydroxyl
group hangs. The addition of the second OH group to riparin Il shows

how important is during the formation of the complex, therefore inter-
fering in the affinity index. This may be linked to the capacity of riparin
11l to perform an intramolecular hydrogen bond, perceptible through
the experimental bias responses and detailed by computational tools.
In conclusion we suggest that the hydroxyl group modulated the inter-
action between riparin and human serum albumin. The next steps for
future work are based on the synergistic approach using physical and
computational tools. Molecular targets with a more specific profile
than human albumin are of great importance from the point of view
of human health and well-being.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.saa.2017.08.068.
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