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Resumo

As albuminas séricas sdo proteinas que possuem funcdes fisioldgicas, entre elas, o
transporte de farmacos na corrente sanguinea. Essa funcdo é relevante, uma vez que a
interacdo farmaco-BSA pode interferir na biodisponibilidade do farmaco no organismo,
afetando a sua acéo terapéutica. A albumina de soro bovino (BSA) possui dois principais
locais de ligagdo para farmacos denominados sitio | e sitio Il. A determinag&o do local de
ligacdo de farmacos na albumina pode ser feita pelo uso de sondas fluorescentes. Neste
trabalho, tivemos por objetivo estudar a interacdo do composto fluorescente 4-
dimetilamino- B -nitroestireno (DANS) com a BSA e avaliar se suas caracteristicas
solvatocrémicas poderiam ser Uteis para caracterizar sitios de ligacéo e a polaridade no
microambiente da proteina. Verificamos que ao se ligar a proteina, 0 DANS teve a sua
fluorescéncia significativamente aumentada, revelando ser uma sonda fluorescente
extrinseca para estudo de proteinas. Este fenbmeno propiciou a obtengdo da constante de
associacdo do complexo (3,1 x 10* mol L) e sua estequiometria BSA:DANS (1:1). A
associacdo foi também estudada por quenching da fluorescéncia intrinseca da BSA pela
complexacdo com DANS (3,9 x 10* mol? L). Através de estudos competitivos com
farmacos que se ligam em sitios especificos da BSA, varfarina (sitio 1), ibuprofeno (sitio
I1) e digitoxina (sitio 111), verificamos que o0 DANS néo apresenta uma preferéncia para
qualquer um destes sitios. Estudos solvatocromicos foram realizados e os modelos
teoricos de Lippert-Mataga, Bilot-Kawski e McRae foram aplicados para o estabelecer a
relacdo entre as propriedades espectroscopicas do DANS e a polaridade dos solventes. A
melhor correlagdo foi obtida utilizando o modelo de Bilot-Kawski (r? = 0,7565), no
entanto, o modelo de McRae (r> = 0,5740) foi 0 mais adequado para a simulagio da
constante dielétrica no interior da BSA (9,76). Utilizamos também o modelo de
multiparamétrico de Kamlet-Taft. A partir deste modelo foi possivel encontrar os
méaximos de absorbancia e fluorescéncia do DANS para prever valores de parametros 3

(indice de basicidade) e nt (fator de polarizabilidade) de misturas de solventes.

Palavras-chave: albumina sérica bovina, fluorescéncia, solvatocromismo, 4-
dimetilamino-B-nitroestireno.



ABSTRACT

Serum albumins are proteins that have physiological functions, among them, the transport
of drugs in the bloodstream. This function is relevant because the drug-BSA interaction
can interfere in the bioavailability of the drug in the body, affecting its therapeutic action.
Bovine serum albumin (BSA) has two main binding sites for drugs called site | and site
I1. Determination of the drug binding site in aloumin can be done using fluorescent
probes. In this work, the objective is to study the interaction of the fluorescent compound
4-dimethylamino-p-nitrostyrene (DANS) with BSA and to evaluate whether its
solvatochromatic characteristics could be useful for the characterization of binding sites
and polarity in the protein microenvironment. We found that by binding the protein,
DANS had its fluorescence significantly increased, revealing it to be an extrinsic
fluorescent probe for protein study. This phenomenon led to obtaining the association
constant of the complex (3,1 x 10* mol™? L) and its stoichiometry BSA:DANS (1:1). The
association was also studied by BSA intrinsic fluorescence cooling by complexation with
DANS (3,9 x 10* mol™ L). Through competitive studies with drugs that link to specific
BSA, warfarin (site 1), ibuprofen (site I1) and digitoxin (site 111), we found that DANS
does not have a preference for any of these sites. Solvatochromic studies were performed
and the theoretical models of Lippert-Mataga, Bilot-Kawski and Mcrae were applied to
establish the relationship between the spectroscopic properties of DANS and the polarity
of solvents. The best correlation was obtained using the Bilot-Kawski model (r? =
0,7565), however, the McRae model (r> = 0,5740) was the most suitable for simulating
the dielectric constant inside the BSA (9,76). We also used the Kamlet-Taft
multiparametric model. From this model, it was possible to find the maximum absorbance
and fluorescence of the DANS to predict values of parameters B (basicity index) and =

(polarizability factor) of solvent mixtures.

Keywords: bovine serum albumin, fluorescence, solvatochromism, 4-dimethylamino-f3-
nitrostyrene.
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1 INTRODUCAO

1.1 — Albumina sérica

As albuminas séricas sdo as proteinas mais abundantes no plasma sanguineo,
apresentando concentracdo de cerca de 35-50 mg/mL (Singh e Mitra, 2019). As
albuminas séricas possuem diversas fungdes fisiologicas, como a regulagdo da pressao
osmatica coloidal e a absorcdo e o transporte de diversos compostos enddgenos e
exogenos para diferentes tecidos (Bolattin et al., 2016; Nan et al., 2019; Sun et al., 2020).

Tanto a albumina sérica bovina (bovine serum albumin, BSA) quanto a albumina
sérica humana (human serum albumin, HSA) sdo um tipo de proteina globular e ndo
glicosilada. Entre elas existe uma homologia de sequéncia de 76%, a BSA com peso
molecular de 66,5 kDa e 583 aminoacidos se assemelham a HSA, que possui peso de 66,7
kDa e 585 aminoacidos possuem ainda os mesmos dominios homologos I, 1l e 11l com
formato elipsoidal semelhante e também contém o mesmo numero de 17 ligacOes
dissulfeto (Singh e Mitra, 2019).

Com base na grande semelhanca na estrutura e no comportamento de ligacdo
existente entre BSA e HSA, optou-se em utilizar a albumina sérica bovina (BSA) neste
estudo como modelo na entre ligacdo proteina-ligante devido a sua abundéancia, baixo
custo, e ainda por sua homologia estrutural com a albumina sérica humana (Kumari et al.,
2014).

Os principais sitios de ligacdo da BSA consistem em dominios homologos I, 11
e 111, e cada dominio esté subdividido em dois subdominios chamados de A e B (Figura
1). O transporte dos compostos enddgenos e exdgenos ocorre nos dois principais sitios de
ligacdo da proteina que estdo localizados nos subdominios 1A e 1l1A e sdo de natureza
hidrofobica. O primeiro sitio de ligacdo na HSA denominado de sitio | esté localizado no
subdominio 1A, enquanto que o segundo sitio denominado de sitio Il esta localizado no
subdominio I11A da proteina (Bolattin et al., 2016; Wang et al., 2019).



Figura 1 - Estrutura tridimensional da BSA

Fonte: Protein Data Bank (ID: 3V03)

A BSA possui residuos de triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe)
responsaveis pela sua fluorescéncia, no entanto os residuos de triptofano séo os principais
contribuintes (Haque e Prabhu, 2014). Sendo eles, Trp-213 localizado no subdominio 1A
e Trp-134 no subdominio IA, responsaveis pela sua fluorescéncia intrinseca (Nan et al.,
2019; Wang et al., 2016). Sua fluorescéncia no ambiente ao redor do residuo Trp é muito
sensivel as mudancas, o que a torna uma boa candidata ao uso como sondas fluorescentes
enddgenas para estudar as interacbes de ligacdo da proteina com a droga (Nan et al.,
2019).

Os candidatos a ligantes a HSA normalmente compartilham a propriedade geral
de serem compostos hidrofébicos com caracteristicas anidnicas e apresentam uma grande
variedade de ligantes enddgenos, como &cidos graxos ndo esterificados, bilirrubina,
hemina e tiroxina se ligando em diversos sitios de ligacdo. Desta maneira, a solubilidade
desses compostos no plasma é aumentada a partir da ligacdo com HSA, sendo essas umas
das principais funcdes desta proteina (Olson e Christ, 1996; Singh e Mitra, 2019).

O sitio | € composto por varias regides anexas e sobrepostas a ele e é capaz de
atrair diferentes ligantes por ser um sitio grande. O sitio | € o principal responsavel pelo
reconhecimento da albumina em ligar uma variedade grande e diversificada de ligantes.
A principal caracteristica de um ligante da albumina é ter alta hidrofobicidade, pois o0s
principais sitios de ligacdo sdo compostos por residuos hidrofobicos, assim pode-se
esperar que a partir do ligante a proteina € estabilizada em grande parte por interagdes

hidrofobicas e em menor concentragdo, estabilizada por estruturais. Outro fator que



contribui para a albumina ter uma boa afinidade ao ligante é a sua flexibilidade, embora
tenha uma unica forma geral, ela também é uma molécula dinamica (Fielding, Rutherford
e Fletcher, 2005; Kratz e Elsadek, 2012). O sitio |, estd associado a ligantes como
varfarina, fenilbutazona, piroxicam, entre outros, é o local de ligacdo preferencialmente
de moléculas ndo polares heterociclicas volumosas, normalmente com uma carga
negativa centralmente deslocalizada (Abboud, Charcosset e Greige-Gerges, 2017; De,
Kaur e Datta, 2013).

Ja o sitio 11 é um local que ndo é tdo abrangente nos ligantes e € um sitio de
menor volume, normalmente com uma estequiometria de 1:1 na proporcao proteina-
ligante. Apresenta maior afinidade com ligantes que apresentam uma carga negativa
localizada no carbono de um composto aromatico que contém grupos de acido carboxilico
(Fielding, Rutherford e Fletcher, 2005; Graciani e Ximenes, 2013; Olson e Christ, 1996).
Este sitio é conhecido pela ligacdo de benzodiazepinicos, possuindo alta afinidade pelo
diazepan, ibuprofeno e naproxeno (Abboud, Charcosset e Greige-Gerges, 2017; De, Kaur
e Datta, 2013).

Apesar de existirem preferéncias em determinados sitios, estudos mostram que
as propriedades estruturais dos ligantes, mencionadas anteriormente, ndo sdo um fator
determinante do local de ligacdo na HSA, como é o caso de farmacos como a aspirina e
bilirrubina, que sdo relatados por se ligarem aos locais | e 1l com afinidades diferentes,
dependente do local de ligacdo (De, Kaur e Datta, 2013). E justamente essa afinidade de
ligacdo a albumina sérica que afeta como essas drogas serdo distribuidas no organismo
(Ghuman et al., 2005).

E desejavel que haja um certo grau de ligacio do farmaco a albumina para
solubilizacdo de compostos ou ainda para sua correta distribuicdo no organismo quando
ligados a albumina. Dessa forma, dependendo do grau de ligacdo entre o farmaco e a
albumina pode-se comprometer a eficdcia de determinada droga, por exemplo, se 0
medicamento esta 95% ligado a proteina e 5% esta livre no organismo, isso significa que
5% do medicamento estd ativo no sistema e causando efeitos farmacoldgicos. Esse
comportamento pode exigir doses maiores para atingir a concentracdo efetiva da acéo do
medicamento, podendo afetar a distribuig&o nos locais de ac¢do, deixando-a mais lenta, e
ainda ndo serem eliminadas com eficiéncia pelo organismo (Ghuman et al., 2005;
Sherman e Sherman, 2014).

Nesse contexto, € importante determinar o local preferencial de ligacdo a

albumina de um farmaco desconhecido afim de compreender sua afinidade, uma vez que



somente a forma livre do composto possui efeito terapéutico, portanto a afinidade de um
farmaco ligado a proteina, influéncia na sua distribuicdo no organismo, na taxa de
metabolismo e excrecdo. Por exemplo, estudos mostram que alguns compostos possuem
forte capacidade competitiva de ligacéo a aloumina, como quercetina, rutina e baicalina,
as quais podem alterar resultados farmacocinéticos e farmacodinamicos potencialmente
negativos ou positivos de algumas drogas (Liu et al., 2015; Shahid e Chawla, 2017). Caso
seja administrado dois medicamentos no organismo, haverd competi¢&o entre os farmacos
(se os dois ligarem no mesmo sitio da albumina) e os medicamentos com maior afinidade
deslocardo o outro, causando aumento da concentracdo de medicamentos livres (Rahman,
Rahman e Rahman, 2005).

Portanto, destaca-se a importancia de verificar o local de ligagdo do farmaco na
albumina sérica. Uma maneira de se estudar o local de ligacdo de um novo composto na

albumina é a partir da utilizacdo de sondas fluorescentes.

1.2 — Aplicacéo de sondas fluorescentes na caracterizacdo de sitios de ligacéo
na BSA
Sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a caracterizagdo de locais de

ligagdo na BSA, pois apresentam variagcdo na intensidade de fluorescéncia e/ou no
comprimento de onda maximo de emissdo quando estdo associadas a proteina. Desta
maneira, uma vez que uma sonda fluorescente esteja ligada ao sitio especifico da
albumina, a adicdo de um composto seguido da diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia, indica que a sonda foi deslocada de seu sitio de ligacdo, ou seja, 0 composto
se ligou a proteina no sitio em que se encontrava a sonda (Bi et al., 2012; Fielding,
Rutherford e Fletcher, 2005; Rahman, Rahman e Rahman, 2005).

Existem sondas especificas para cada sitio de ligacdo da albumina previamente
conhecidas na literatura, em geral essas sondas fluorescentes sdo moléculas pequenas,
como por exemplo a varfarina, dansil-L-asparagina e dansilamida séo sondas especificas
para sitio I, enquanto que para o sitio Il sdo conhecidos, compostos como dansilprolina
e dansilglicina (Ni, Su e Kokot, 2006).

A berbamina € um composto natural, constituinte ativo de medicamentos
fitoterapicos e possui atividade anti-hipertensdo, anti-arritmica, anti-inflamatoria e

imunossupressora. Estudos interacdo da berbamina com a BSA foram capazes de



determinar constante de associagdo de 2,577x10* M, e a partir de estudos de competicio
com farmacos determinado o sitio preferencial de ligacdo na BSA, sitio I. Para isso
estudou-se a ligacdo competitiva da berbamina com a varfarina (local de ligagéo
localizado no sitio 1), a varfarina possui uma fluorescéncia fraca em 380 nm e com a
adicdo de BSA houve um aumento na intensidade da fluorescéncia, ja quando adiciona-
se a berbamina ao complexo BSA-varfarina resulta em uma diminuig&o na intensidade da
fluorescéncia e em um desvio para o vermelho do comprimento de onda maximo de
emissdo de 381 nm para 386 nm. A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da
varfarina ligada a proteina reflete uma reducdo na capacidade de ligacdo a varfarina no

local primério de ligacdo da BSA (Cheng et al., 2009).

A constante de associacao da ligacdo entre proteina e ligante pode ser reduzida
qguando houver a coexisténcia de segundo ligante em solucdo por exemplo, havendo
competicdo entre eles. Podemos ter dois tipos de interacdo, a competitiva e ndo
competitiva. A interacdo competitiva sugere que quando um segundo ligante (L>) seja
adicionado a um complexo existente de L:-BSA e L desloca o Li, formando o
commplexo Lo-BSA, desse modo haverd uma grande diferenca nas Ka dos dois ligantes.
Caso essa diferenca na Ka ndo exista, podemos supor que L2 ndo conseguiu deslocar o L1

nessa interagdo cmpetitiva pelo local de ligacéo (Bi et al., 2012).

Esses compostos sdo exemplos de sondas que ao se ligarem a proteina apresentam
um aumento de intensidade de fluorescéncia, evidenciando a interacdo entre sonda-
proteina. Dessa maneira, uma vez que elas estdo ligadas em um sitio especifico da
proteina, é possivel, por meio de estudos de competicao, identificar o local de ligagdo de
novos compostos na proteina, baseado nas alteragdes de fluorescéncia das sondas.

1.3 — Solvatocromismo

Sondas fluorescentes solvatocrémicas possuem comportamento espectroscopico
dependente das propriedades fisico-quimicas do ambiente circundante, ou seja,
apresentam sensibilidade a mudancas no microambiente molecular, como as interagdes e
mudancas conformacionais de proteinas (Giordano et al., 2012; Vazquez, Blanco e
Imperiali, 2005).

Solvatocromismo € a propriedade de um cromoforo de alterar a absorgéo e/ou

fluorescéncia em fungdo do meio, podendo haver alteragdo de forma, posicdo e



intensidade de bandas causado pela alteracdo de polaridade do meio. Observa-se um
solvatocromismo positivo se a emissdo e/ou absorcdo sofrem um deslocamento para
comprimentos de onda maiores, denominado — deslocamento batocrémico, ou ainda, para
o vermelho; j& se temos um solvatocromismo negativo, significa que os espectros de
emissdo e/ou absor¢do sofreram um deslocamento para comprimentos de onda menores,
denominado — deslocamento hipsocrémico ou, para o azul. Esses efeitos observados
diante da alteragéo da polaridade do meio refletem no deslocamento de Stokes, se trata
da diferenca entre os maximos dos espectros de absorcdo e emissdo (Giordano et al.,
2012; Lakowicz, 2006).

A emissdo de fluorescéncia ocorre em comprimentos de onda maiores se
comparados aquele onde foram excitados. Esta perda de energia é ocasionando por
processos dindmicos que ocorrem ap0s a absorcdo de luz. Apds um fluoréforo ser
excitado as moléculas polares do solvente podem provocar a estabilizacdo do mesmo, ou
seja, os dipolos do solvente podem reorientar-se em torno do fluor6foro reduzindo a
energia estado excitado, o que tem como resultado emissdes em comprimentos de onda
maiores. Esse efeito se potencializa & medida que a polaridade do solvente aumenta,
resultando em emissGes em comprimentos de onde ainda maiores. Este efeito que os
solventes polares exercem sobre os compostos fluorescentes pode também ser entendido
considerando que no estado excitado as moléculas apresentam maior momento de dipolo
de comparado ao estado fundamental. Assim, solventes mais polares exerceram maior
efeito de estabilizacdo no estado excitado do que no fundamental, justificando assim
maiores deslocamentos para o vermelho (Lakowicz, 2006)a.

Um fator que pode aumentar a sensibilidade do fluoréforo ao efeito da
polaridade do solventes é o fenémeno da transferéncia de carga intramolecular (ICT,
intramolecular charge transfer) que ocorre em moléculas que apresentem um grupo
doador de elétrons e um grupo que seja aceitador de elétrons, conectados por um sistema
conjugado, como o exemplo do composto dietil- 6-(dimetilamino) naftaleno-2,3-
dicarboxilato, DMINDC, (Figura 2) que apresenta a propriedade de ICT (Mallick, Pal e
Koner, 2016). Compostos que apresentam ICT terdo aumento ainda maior no momento
de dipolo do estado excitado, consequentemente serdo ainda mais estabilizado pelos
solventes e apresentardo deslocamentos de Stokes ainda maiores e dependentes da

polaridade dos solventes.
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Figura 2 — Estrutura dietil- 6-(dimetilamino) naftaleno-2,3-dicarboxilato (DMNDC)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O DMNDC apresenta deslocamento no maximo de emissdo para o vermelho
(Figura 3), de acordo com o aumento da polaridade dos solventes, além da variacdo do
tempo de vida de fluorescéncia com a mudanca da polaridade do meio (Mallick, Pal e
Koner, 2016).

Figura 3 - Variacdo no comprimento de onda de emissdo do DMNDC em diferentes
solventes

—MeCN
« Ethylene Glycol
( a) — THF
— DMSO
~— Toluene
Water

o o o oy
a o © =}
" L L :

Intensity(normalized)
°
~

4
a o
o4
T

450 500 550 600
Wavelength/nm

Obtido de MALLICK; PAL; KONER, 2016.

O DMNDC tambem foi testado utilizando albumina do soro bovino (BSA). Ao
ligar-se a BSA, a intensidade de fluorescéncia do DMNDC teve um aumento, assim como
uma variacao hipsocrémica no seu espectro de fluorescéncia (de 547 nm para 483 nm),
indicando que a sonda se encontra dentro da cavidade da proteina. Além disso, a partir da
interacdo com a BSA e pelas mudancas observadas nos maximos de emisséo, é possivel
medir a polaridade do ambiente das bolsas hidrofobicas pelo valor do deslocamento de

Stokes de 8752 cm™ comparando com os de THF e acetato de etila, pode-se estimar. O
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valor da constante de associagdo (Ka) também foi calculado, e obtido o valor de 5,5x10°
M, considerado um alto valor de Ka. (Mallick, Pal e Koner, 2016).

Em geral, compostos que apresentam a transferéncia de carga intramolecular
geram um momento de dipolo alto na molécula, tanto no estado fundamental quanto no
excitado, resultando em um aumento no deslocamento de Stokes e é observado um forte
solvatocromismo (Mallick, Pal e Koner, 2016; Muniz-Miranda, Pedone e Muniz-
Miranda, 2018).

Um outro fluoréforo sensivel a micropolaridade muito conhecido, que também
apresenta um grande aumento no momento de dipolo molecular apds excitacdo é o 2-
propionil-6-dimetilaminonaftaleno (Prodan), possui o fendmeno ICT, com grupos
dimetilamino (doador de elétrons) e propionil (aceitador de elétrons) (Giordano et al.,
2012; Vazquez, Blanco e Imperiali, 2005).

Essas mudancas espectrais resultam em uma variedade de interacdes que podem
ser interpretadas por modelos matematicos solvatocrdmicos. Normalmente, essas
mudangas sdo interpretadas pelos efeitos gerais do solvente, no qual relaciona as
mudancas espectrais de absorcdo e emissdo com as constantes dielétricas (€) e indice de
refracdo (n) dependentes dos diferentes solventes. Esses efeitos sdo chamados de gerais
pois ndo dependem de propriedades especificas dos solventes como a capacidade de
formacgéo de ligacdes de hidrogénio, ligacOes de Van der Walls e interacfes iGnicas
(Lakowicz, 2006; Zufiga-Nufiez et al., 2018).

Entre os modelos matematicos solvatocrémicos que interpretam os efeitos gerais
dos solventes, os mais conhecidos sdo os de Lippert-Mataga, Bilot-Kawski e McRae
(Kawski e Bojarski, 2011; McRae, 1957; Ramos e Techert, 2003, 2010; Thipperudrappa
etal., 2017).

Embora em geral os efeitos gerais dos solventes tenham um peso significativo
nos efeitos solvatocromicos observado, dizer que os efeitos observados nos espectros de
fluorescéncia e absorcéo sdo de responsabilidade apenas da polaridade dos solventes e do
ambiente em que o cromdforo esteja inserido, nem sempre é verdadeiro, pois deve-se
levar em consideracéo fatores como interagdes sonda-sonda, interagdes sonda-solvente e
mudangas conformacionais na sonda, o qual esses efeitos podem estar agindo
simultaneamente e afetando o fluoroforo (Lakowicz, 2006).

Desse modo, podemos investigar esses multiplos efeitos através do modelo
matematico de Kamlet-Taft que traz uma equacdo multi-paramétrica que considera

fatores como o indice de acidez e basicidade dos solventes, e assim, descreve o efeito da
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polaridade do solvente mais a fundo, e levam em consideracdo a existéncia de ligacao de
hidrogénio ao fluordforo (Lewkowicz et al., 2019; Taft et al., 1985; Zufiiga-Nufiez et al.,
2018).

1.4 — O composto 4-dimetilamino-B-nitroestireno (DANS)

No contexto de sondas fluorescentes com caracteristicas ICT se destaca 0 DANS
que apresenta uma estrutura planar e conjugacao entre os grupos amina (doador) e nitro
(aceitador), como mostra a Figura 4. Esse composto foi utilizado em estudos fotofisicos
apresentando deslocamento no comprimento de onda maximo de emissdo com a variagdo
da polaridade do solvente (Figura 5) (Nandi, Ghosh e Palit, 2016).

Figura 4 — Estrutura 4-dimetilamino-B-nitroestireno (DANS)

CHj NO,

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar de apresentar essa propriedade de variacdo da intensidade de
fluorescéncia com o meio, 0 DANS foi pouco estudado e nunca aplicado em estudos
envolvendo proteinas. Assim, considerando suas propriedades solvatocrémicas de acordo
com a Figura 5, podemos observar que conforme a polaridade dos solventes aumentam,
0s espectros de absorcdo (Figura 5 A) e emissdo (Figura 5 B) se deslocam para
comprimentos de onda maiores, confirmadas pela teoria solvatocrémica, apresentada no
item 1.3. Desse modo, pode-se supor que 0 DANS também possa ter a sua fluorescéncia
intrinseca alterada quando ligada a albumina.

De acordo com os resultados obtidos em (Nandi, Ghosh e Palit, 2016), apds a
excitacdo da molécula de DANS a transferéncia de carga ocorre do grupo doador para o

aceitador ocasionando um grande aumento no momento dipolar do estado excitado.
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Figura 5 - Espectros de absorcao e fluorescéncia do DANS em diferentes solventes.
(A) absorcéo, (B) fluorescéncia
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Adaptado de NANDI, GHOSH, PALIT, 2016.

Assim como 0 DANS, o 4-Dimetilamino-4'-nitrostilbeno (DNS) (Figura 6) é um
composto que apresenta estrutura e propriedades semelhantes, e também apresenta ICT.
O DNS possui um conjunto de estudos maior destacando as suas propriedades fotofisicas
(Farztdinov e Ernsting, 2002; Kobayashi, Degenkolb e Rentzepis, 1979; Muniz-Miranda,
Pedone e Muniz-Miranda, 2018; Oberlé et al., 2000; Transient, Spectra e Solvents, 1995;
Wielgus, Bartkowiak e Samoc, 2012).

Figura 6 - Estrutura 4-dimetilamino-4'-nitrostilbeno (DNS)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a Figura 6 € possivel perceber a presenca do grupo amino doador
e 0 grupo nitro aceitador de elétrons, conectados por um sistema conjugado, ao qual
caracteriza a transferéncia de carga intramolecular. A presenga desse fendmeno pode

ainda aumentar a sensibilidade da molécula a polaridade dos solventes, fazendo com que
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a diferenca de energia do estado excitado e fundamental seja ainda maior, € como
resultado os espectros se apresentam em comprimentos de onda maiores e de menor
energia (Muniz-Miranda, Pedone e Muniz-Miranda, 2018; Oberlé et al., 2000). Dessa
maneira, pelo DNS apresentar propriedades tdo semelhantes e muito estudadas durante
0S anos, espera-se um comportamento semelhante para o DANS, e assim como 0 DANS,

0 DNS néo foi aplicado em estudos envolvendo proteinas.

2 OBJETIVOS
Estudar a interacdo do 4-dimetilamino-B-nitroestireno (DANS) com a proteina
albumina sérica bovina e avaliar se ha um sitio preferencial de ligacao na proteina, assim
como estudar o comportamento solvatocrémico do mesmo ao se ligar a proteina.
Estudar o comportamento solvatocromico do DANS em diferentes solventes e
utilizar os modelos Lippert-Mataga, Bilot-Kawski, McRae e Kamlet-Taft para sua
interpretacdo, assim verificar se a sonda fluorescente poderia ser utilizada para mensurar

constante dielétrica de solventes, misturas de solventes e no microambiente da albumina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

3.1.1 - Reagentes

Os reagentes utilizados nesse experimento, como a albumina soro bovina
(codigo Sigma 7030), 4-dimetilamino-B-nitroestireno (DANS), fosfato de sédio
monobasico, fosfato dibasico. Os solventes dioxano (CsHsO>), tolueno (C7Hs), acetato de
heptila (CoH1802), acetato de hexila (CsH1602), cloroformio (CHCLs), acetato de etila
(C4Hg0»), tetraidrofurano (THF - C4HgO), diclorometano (CH2Cl2), heptanol (C7H160),
acetona (CsHeO), acetonitrila (C2Hs3N), dimetilsulfoxido (DMSO - (CHs).SO),
dimetilformamida (DMF — CsH7N) foram obtidos pela Sigma-Aldrich.

3.1.2 - Equipamentos

Para a execucdo destes experimentos, foram utilizados a balanca analitica
AG245 (Metter Toledo, Ohio, EUA), medidor de pH (Analyser modelo 300 Digital - Sdo
Paulo, Brasil), espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 (Shelton, CT, USA),
espectrofotometro UV-Vis Lambda 35 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) e refratdmetro
ABBE — Biobrix.

3.2 - Preparo de solucdes

Neste trabalho, os reagentes foram utilizados em grau analitico e usados tal como
fornecidos, sem purificacdo adicional. A &gua foi purificada e deionizada em um sistema
de purificagdo Milli-Q, M Millipore, Simplicity (Darmstadt, Germany).

3.2.1 - Solucéo tampao fosfato (Phosphate Buffered Saline - PBS) pH =7,0

Para o preparo da solugdo tampéo fosfato 0,05 mol L™ em pH 7,0, inicialmente
foram preparadas duas solugdes: fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4) 0,05 mol L*,
foram pesados entdo 1,49 g de NaH2PO; em 0,250 L de &gua e fosfato dibasico
(NazHPO4) 0,05 mol L, 3,55 g de Na,HPO4 em 0,500 L de agua. Adicionou 0,250 L da
solucéo de fosfato de s6dio monobasico em um béquer, e o pH da solucéo foi ajustado

em 7, a partir da adi¢do da solucéo de fosfato dibasico, com o auxilio do medidor de pH.
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3.2.2 - Albumina do soro bovino (BSA) 0,001 mol L

Para o preparo de 500 pL da solucdo estoque de BSA 0,001 mol L, foram
pesados 0,033 g de BSA e diluido em solucdo tampéo fosfato. A partir dessa solugédo
foram feitas as diluicdes necessarias ao longo do trabalho. A solucdo foi mantida em

geladeira.

3.2.3 - 4-dimetilamino-B-nitroestireno (DANS) 0,01 mol L™

No preparo da solugdo de DANS 0,01 umol L, foram pesados 0,00192 g de
DANS e diluido em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), e agitado para total dissolucéo.
A partir dessa solucdo foram feitas as diluicGes necessarias ao longo do trabalho. A

solucdo foi mantida em geladeira.

3.2.4 - Varfarina 0,01 mol L
Para o preparo de 1 mL da solugéo, foram pesados 0,00309 g de varfarina e

diluido em etanol. A solucéo foi mantida em geladeira.

3.2.5 - Ibuprofeno 0,01 mol L™
Para o preparo de 1 mL da solucdo, foram pesados 0,00206 g de ibuprofeno e
diluido em etanol. A solucéo foi mantida em geladeira.

3.2.6 - Digitoxina 0,01 mol L™
Para o preparo de 1 mL da solucdo, foram pesados 0,00766 g de digitoxina e

diluido em etanol. A solucéo foi mantida em geladeira.
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3.3 - Métodos

3.3.1 - Aumento da fluorescéncia do DANS a partir da adicdo de BSA, e
determinacdo da constante de associacao (Ka)

Utilizando o espectrofluorimetro, foram obtidos os espectros de fluorescéncia do
DANS com a adicdo de BSA, a partir do comprimento de excitagdo da sonda em 450 nm,
e comprimento de emissdo de 500 a 600 nm. Para isso, em meio tampédo fosfato, foi
mantido fixa a concentragdo de DANS (5 umol L) e titulado BSA em aliquotas
equivalentes a 5 pmol L1, até atingir a saturagdo. Posteriormente foi feito o célculo da
constante de associacdo entre DANS e BSA, a partir dos espectros de fluorescéncia
obtidos.

3.3.2 - Determinacio da estequiometria de reacio através do método Job’s plot
Para a execucdo do método, manteve-se constante a soma das concentracfes do
ligante (Cpans) com a proteina (Cesa), enquanto a proporcdo ligante-proteina é
sistematicamente variada. As concentracdes do DANS e BSA variaram de 1-10 umol L
! em tampao fosfato e entdo foram obtidos espectros de fluorescéncia para as amostras
em cada proporcao de ligante-proteina. Para isso o espectrofluorimetro foi ajustado para
um comprimento de excitacdo de 450 nm, e comprimento de emissdo de 500 a 600 nm, a

fotomultiplicadora em 800.

3.3.3 - Ensaio de supressao de fluorescéncia (quenching), determinacéo da constante
de Stern-Volmer (Ksv) e da constante de associacéo (Ka)

Os espectros de supressdo de fluorescéncia foram obtidos utilizando
comprimento de excitacdo em 295 nm e comprimento de emissao de 310 a 410 nm. A
concentragio de BSA foi mantida fixa em 2,5 umol L™ e a concentragdo de DANS variou
em 2,5 pmol L' até 20 pmol L, em tampdo fosfato. A partir dos espectros de
fluorescéncia obtidos, foi possivel calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv) e ainda a

constante de associacdo (Ka) entre o DANS e a BSA.
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3.34 - Ensaio de supressdo de fluorescéncia em diferentes temperaturas e
determinacdo de parametros termodinamicos

Para a obtencéo dos espectros a partir da supressao de fluorescéncia da BSA pela
adicdo de DANS, ajustou o espectrofluorimetro no comprimento de excitacdo de 295 nm
e comprimento de emissdo em 310 a 410 nm e as aberturas de fenda em 10 nm. Foram
feitos trés ensaios em temperaturas diferentes, 19°C, 28°C e 40°C, mantendo fixa a
concentracio de BSA em 2,5 umol L? e adicionando DANS a 2,5 pmol L (2,5 — 20
umol L) e a partir dos espectros foi possivel calcular a variagdo de entalpia (AH), a
variacdo de entropia (AS) e a variacao da energia livre de Gibbs (AG) presente na

formagéo do complexo.

3.3.5-Tempo de vida
O experimento de tempo de vida foi realizado analisando uma concentracédo de
BSA 5 umol L, e posteriormente analisado essa mesma amostra com adicdo de DANS

10 pmol Lt em solugio tampéo fosfato.

3.3.6 - Ensaios de competicdo entre farmaco e sonda fluorescente para estudo de
preferéncia por sitios de ligacédo

Os espectros da ligacdo entre DANS + farmaco + BSA foram obtidos através do
espectrofluorimetro em comprimento de excitacdo de 450 nm, e comprimento de emisséo
de 500 a 600 nm, a fotomultiplicadora em 800. Foram utilizados trés farmacos que se
ligam em sitios diferentes, varfarina, ibuprofeno e digitoxina em concentracGes fixas de
50 umol L™, e a cada um dos farmacos adicionado uma concentragdo fixa de DANS 5
umol L™, e titulados concentragdes de 5 pmol L™ de BSA, e obtido um conjunto de
espectros para cada farmaco. Foram calculados os valores das constantes de associagdo
(Ka) do DANS na presencga de cada farmaco analisado e observado possiveis alteragdes

que indicassem competicao por algum sitio de ligacdo da BSA.
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3.3.7 - Estudos solvatocromicos - solventes

Para a obtencdo dos espectros de solvatocromismo do DANS, foi utilizado o
espectrofluorimetro em comprimento de excitacdo de 450 nm, e comprimento de emissao
de 480 a 650 nm, fotomultiplicadora em 800 e filtro em determinados solventes. Os
espectros de absorcdo foram adquiridos pelo espectrofotdmetro UV-vis entre 0s
comprimentos de excitacdo 350 a 550 nm. A concentracdo de DANS foi fixada em 20
umol Lt e adicionada em todos os solventes utilizados, sendo estes: dioxano, tolueno,
acetato de heptila, acetato de hexila, cloroférmio, acetato de etila, tetraidrofurano (THF),
diclorometano, heptanol, acetona, acetonitrila, dimetilsulféxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF). O indice de refracdo (n) de cada amostra (DANS + solvente)
foi medido pelo refratbmetro ABBE — Biobrix para posteriores calculos.

A partir dos maximos de absorc¢éo e fluorescéncia de seus respectivos espectros,
foram utilizados modelos solvatocrdmicos que correlacionassem estes as funcdes de
polaridade de solventes, séo eles: Lippert-Mataga, Bilot-Kawski, McRae e Kamlet-Taft.
Esses modelos serdo descritos na se¢éo 4.9.1.

3.3.8 - Estudos solvatocrémicos — misturas de solventes

Foram gerados espectros a partir de misturas de solventes para aplicacdo de
modelos solvatocrémicos, com a utilizacdo do espectrofluorimetro em comprimento de
excitacdo de 450 nm, e comprimento de emisséo de 480 a 650 nm, fotomultiplicadora em
800, e espectros de absorcdo pelo espectrofotbmetro UV-vis entre os comprimentos de

excitacdo 350 a 550 nm.
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3.3.8.1 - Mistura de solventes — acetonitrila com dioxano
Para o preparo das amostras foi utilizado fracbes molares de acetonitrila em
solugéo com dioxano, de acordo com o descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Fragdes molares de acetonitrila com dioxano

Amostra Xacetonitrila

0,000

0,288

0,410

0,619

0,791

0,903

1,000

Em todas as amostras foram adicionadas concentra¢des fixas de DANS 20 umol

~No ol h~ W N

L, feita a leitura dos espectros, a medida do indice de refragdo correspondente de cada
fracdo molar e a constante dielétrica das fragdes molares (Kolling, 1986) para aplicacdo

nos modelos solvatocrémicos na se¢éo 4.9.1.

3.3.8.2 - Mistura de solventes — metanol com tolueno

A Tabela 2, apresenta as fracdes molares de metanol em solugdo com tolueno.
Em todas as amostras foram adicionadas concentragdes fixas de DANS 20 pumol LL, feita
a leitura dos espectros, a medida do indice de refracdo correspondente de cada fracédo
molar e conhecendo previamente as constantes dielétricas de cada amostra (Reis et.al.,
2009) para aplicacdo nos modelos solvatocromicos, descritos na sec¢éo 4.9.1.

Tabela 2 - Fragcdes molares de metanol com tolueno

Amostra Xmetanol
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0

SOOIk WDN P
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3.3.8.3 - Mistura de solventes — dioxano com agua

A mistura de dioxano e agua foi feita por volume/volume de cada solvente. A
Tabela 3 mostra a relacdo dos volumes (Critchfield, Gibson, Hall, 1953), apresenta
valores de a, B e 7, que sdo utilizados na aplicacdo do modelo solvatocromico de Kamlet-

Taft, no qual é descrito no item 4.9.2.

Tabela 3 - FragGes molares de dioxano com &gua

Amostra % dioxano
1 70
2 50
3 40
4 20
5 10

Em todas as amostras foram adicionadas concentrac¢des fixas de DANS 20 umol

L%, e obtido espectros de fluorescéncia e absorbancia.

3.3.8.4 - Mistura de solventes — etanol com agua

De acordo com o descrito na Tabela 4, a mistura de etanol e agua foi preparada
por volume/volume de cada solvente, e (Habibi-Yangjeh, 2004), apresenta valores de a,
B e m, que sdo utilizados na aplicagao do modelo solvatocromico de Kamlet-Taft, no qual

¢ descrito no item 4.9.2.

Tabela 4 - FracBes molares de etanol com &gua

Amostra % etanol
100
80
60
40
20
10

OOl WN B

Em todas as amostras foram adicionadas concentragdes fixas de DANS 20 pmol

L%, e obtido espectros de fluorescéncia e absorbancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Interacgdo entre BSA e DANS

Diante das propriedades solvatocromicas descritas para 0 DANS (Nandi, Ghosh
e Palit, 2016) e de ndo haver estudos que mostrem interagdes com proteinas, buscou-se
verificar a interacdo entre o mesmo e a proteina BSA. Medindo a fluorescéncia intrinseca
do DANS em meio aquoso e na presencga de BSA, verificou um aumento de fluorescéncia

significativo na presenca da proteina (Figura 7).

Figura 7 — Espectro de fluorescéncia de DANS na auséncia e presenga de BSA.
BSA (10 pmol L), DANS (5 umol L) em tampéo fosfato, pH 7, 20 °C. hex = 450 nm.

80-
< 60
5 DANS + BSA
«@
@ 40-
S
E
T 204
MMMMMMMM _.——/M\«m“““m DANS
0

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

De acordo com (Bi et al., 2012) quando ha um aumento da fluorescéncia da
sonda ao se adicionar proteina é indicativo da interacdo entre ambas, e acompanhado do
deslocamento do maximo de emissdo para comprimentos de onda maiores. Uma vez
determinado que houve a formacdo de complexo DANS-BSA, buscou-se determinar a

estequiometria de complexacdo e a constante de ligacéo (Ka).
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4.2 — Determinacao da estequiometria de complexacéo a partir do método Job’s
plot

O método de Job’s plot de variagdo continua € utilizado para determinar a
estequiometria de complexos por meio da variacdo das fragdes molares dos componentes
e mantendo a soma da concentracdo molar do complexo (P e L) constante (Ingham, 1975).
Assim, supondo que 0 DANS se ligue a proteina, podemos supor que o equilibrio BSA-
DANS possa ser representado pela Equacéo 1, onde, P é a proteina e L é o ligante.

P+L=PL Equacéo 1

A fluorescéncia de cada amostra de solucao foi medida no comprimento de onda
maximo do DANS, em 545 nm e plotada em funcdo da fracdo molar de DANS

(Coans/(CpanstCasa). Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Fluorescéncia do complexo BSA:DANS em funcéo da fragdo molar de

DANS
[DANS] (umol* L) [BSA] (umol™ L) XbANs Fs45 nm
1 10 0,091 60,64
2 9 0,182 82,78
3 8 0,273 101,42
4 7 0,036 111,14
5 6 0,454 107,06
6 5 0,545 99,93
7 4 0,636 88,32
8 3 0,727 78,96
9 2 0,818 62,03
10 1 0,901 45,16
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Figura 8 - Relacdo da fluorescéncia com a concentracdo molar do ligante / Grafico de
Job’plot para a determinagdo da estequiometria do complexo DANS + BSA.
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A partir da relacdo da fluorescéncia com a concentragdo molar do DANS na
Figura 8, duas retas foram tracadas e onde elas se interceptam € observado um valor
maximo de fluorescéncia para a fracdo molar de DANS (eixo Xx) igual a 0.53. Este valor
é aplicado na Equacdo 2 e obtém-se o valor da concentracdo do ligante (C.) em relacdo a
proteina (Cp).

CL Equacéo 2
CL+Cp

Nesse método supde-se que apenas um complexo é formado, ou seja, a
concentracdo de espécies intermedidrias € desprezivel (Ingham, 1975), assim
consideramos que (Cp + C.) é igual a 1, o valor de fracdo molar para maxima

fluorescéncia (0.53) indica uma estequiometria de aproximadamente 1:1 (DANS:BSA).

4.3 — Determinagdo da constante de associacdo (Ka) entre DANS e BSA
Como apresentado na secdo anterior, o significativo aumento de fluorescéncia
do DANS pela adigéo de BSA sugere a formacgédo de um complexo como apresentado no

equilibrio apresentado na Equacdo 1. A formagéo desse complexo [DANS + BSA] vem
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acompanhada da alteracdo na intensidade de fluorescéncia com o aumento da

concentracdo de BSA em solucéo (Figura 9).

Figura 9 — Alteracéo de fluorescéncia do DANS pela adi¢do de BSA.
DANS (5 umol L) em tampdo fosfato, pH 7, 20 °C. dex = 450 nm.
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Podemos observar que para o0 DANS a intensidade de fluorescéncia foi
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de proteina, ou seja, conforme
aumentou-se a concentracdo de BSA em solucdo, a intensidade de fluorescéncia também
aumentou, até atingir saturacdo. A partir das medidas de intensidade de fluorescéncia no
maximo das bandas, a constante de associacdo (Ka) pode ser determinada utilizando a
Equacdo 3 proposta por Benesi-Hildebrand.

Fw—%_1+1
F—F, K,

o~ =

Equacéo 3

Nesta equacdo F., Fo e F sdo, respectivamente, a fluorescéncia em uma
concentracdo de BSA em saturacdo, a fluorescéncia na auséncia de proteina e a
fluorescéncia em uma concentracdo intermediaria de proteina e L representa a
concentracdo de proteina adicionada (Bi et al., 2012) (Hildebrand e Benesi, 1949; Patel,
Kishor e Datta, 2015). Ajustando os dados experimentais (Figura 9) a equacao 3, obteve-
se por regressao linear (Figura 10) a constante de associagdo entre DANS e BSA (3,1 x
10* mol* L). E importante salientar que este modelo se aplica a complexos (1:1), que é o
caso aqui estudado como demonstrado pelo método de Job's plot. O valor de Ka obtido

atraveés desse experimento estd de acordo com valores encontrados para a interacdo de
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diferentes ligantes com albumina. Em (Cheng et al., 2009), para ligacdo entre BSA e
berbamina, o valor de Ka foi de 2,577x10* M1, para a ligacdo de esculina na BSA, o
valor de Ka esta em 2,24 x 10* M (Qureshi et al., 2022).

Figura 10 - Determinacdo da constante de associacao entre DANS e BSA utilizando a
metodologia de Benesi-Hildebrand.

(Fa-Fo)l{F-Fg)

Ka=3110mol’ L

000 005 010 015 020 025
1/[BSA]

4.4 — Determinacdo da constante de associacdo (Ka) e constante de Stern-Volmer
(Ksv) entre DANS e BSA pela supressao de fluorescéncia da proteina

Neste estudo apresentamos outro método para se investigar a interacdo entre
proteina e ligante. Trata-se do fenémeno de supressdo (quenching) da fluorescéncia.
Nesse método a fluorescéncia intrinseca da proteina € suprimida pela adicdo do ligante.
Esse fenbmeno acontece por diferentes razdes como transferéncia de energia, rearranjos
moleculares, formagéo de complexos no estado fundamental ou quenching colisional
(Kumari et al., 2014). Além da constante de associagdo, pode-se obter a constante de
Stern-Volmer (Ksv) para o processo de quenching. Assim como a constante de
associacao, a constante de Stern-Volmer é também um indicativo de interagdo e pode
indicar o tipo de interagdo entre o ligante e a proteina. Desse modo, foi observada uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia da BSA quando a concentracdo de DANS foi
aumentada (0 - 20 umol™ L), mantendo a concentracdo de BSA constante (2,5 pmol™ L)
(Figura 11), indicando assim, que o DANS atua como supressor da fluorescéncia da BSA.
Os espectros foram obtidos nos comprimentos de onda de emisséo da BSA excitado em
295 nm (Behera et al., 2021).
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Figura 11 - Supressdo da fluorescéncia da BSA por DANS.
BSA (2,5 umol L) em tampdo fosfato, pH 7, 20 °C. kex = 295 nm.
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O processo de quenching pode ser enquadrado em duas categorias, sendo elas,
quenching estatico ou quenching dindmico e podem ser diferenciados pela dependéncia
de valores nas constantes de ligacdo em funcéo da temperatura (Bolattin et al., 2016),
Estes resultados serdo apresentados no item 4.5.

A partir dos espectros obtidos na supressao de fluorescéncia da BSA, utilizou a
Equacdo 4 para o célculo da Ka pelo quenching, com os valores da concentracdo de BSA
e de DANS adicionados a cada ponto. Nesta equacdo onde Fo, Fc, e F sdo,
respectivamente, a fluorescéncia na auséncia de proteina, a fluorescéncia em uma
concentracdo de BSA em saturacdo e a fluorescéncia em uma concentracao intermediaria

de proteina, P é a concentracdo de proteina e L a concentracdo do ligante.

Equacéo 4

Fo—F P+L+K;— J(P+L+Ky?—4.P.L
Fy— F. 2.P

Os gréficos da Figura 12 foram obtidos através da utilizacdo da Equacdo 4 e a
partir dele foi possivel determinar Ka por supressdo de fluorescéncia da BSA causada
pelo DANS. O valor obtido foi 3,9 x 10* mol? L. Podemos compara-lo ao valor obtido
utilizando a metodologia do item 4.3, em que a constante de associagdo foi obtida atraves
do aumento da fluorescéncia do DANS pela adi¢do de BSA, e observar que os valores se

equivalem.



Figura 12 — Determinacgéo da constante de associacéo através do quenching da
fluorescéncia da BSA por DANS. DANS (0-20 pmol L) BSA (2,5 pmol L) em

FO-FIFO-Fc

tampéo fosfato, pH 7, 20 °C.
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O mecanismo de quenching tambem foi analisado pela Equagdo 5 (Stern—

Fo
- =1+Ksv.[L]

do valor da constante de Stern-Volmer 1,7 x 10* mol™ L.

Equacdo 5

Volmer). A equacdo relaciona as intensidades de fluorescéncia da BSA na auséncia e
presenca do DANS, em Fo e F, respectivamente, e a concentracdo de DANS em solucéo,

[L]. A Equacdo 5 resultou no gréfico apresentado na Figura 13 e a partir deste, a obtencao
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Figura 13 - Determinacédo da constante de Stern-Volmer para interacdo BSA:DANS

1.5+
1.4+

1.3
.
= 121

10 Ksv=17 x10* mol' L
"0 5 0 15 20 25
[DANS]

Em a ligacdo da BSA com varfarina e ibuprofeno temos valores de Ksv entre
2,986x10* M e 2,503x10* M, respectivamente (NI, Y.; SU, S.; KOKOT, S. 2006).

4.5 - Supressdo de fluorescéncia da BSA pela adicdo de DANS e determinacéo da
constante de associagdo (Ka) e constante de Stern-Volmer (Ksv) em diferentes

temperaturas

Neste método é possivel determinar o tipo de quenching que acontece entre BSA
e DANS. O quenching estatico acontece devido a formagdo de um complexo no estado
fundamental entre o fluoréforo e o supressor, ja o quenching dinamico resulta da coliséo
entre o fluoréforo e supressor.

O quenching estatico e dindAmico podem ser diferenciados pela dependéncia aos
valores das constantes de associacdo em funcdo da temperatura. No quenching estatico
os valores das constantes de associa¢do diminuem ao passo que a temperatura aumenta,
isso se deve a reducdo na estabilidade do complexo com o aumento da temperatura. O
inverso acontece no quenching dindmico em que as constantes de associacdo aumentam
conforme hd o aumento da temperatura, devido ao aumento do nimero de colisdes
proveniente de temperaturas mais altas (Bolattin et al., 2016; Kumari et al., 2014).

Os dados de fluorescéncia obtidos através dos espectros (Figura 14) foram
submetidos a andlise de Stern-Volmer, de acordo com a Equacdo 5. Pode-se notar ainda,
que houve pouca variagdo na intensidade dos espectros conforme o aumento da

temperatura.



30

Figura 14 - Supressédo da fluorescéncia da BSA por DANS em diferentes temperaturas
(19 e 40 °C).
(2,5 umol LY) em tampdo fosfato, pH 7. Aex = 295 nm.
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A constante de Stern-Volmer (Ksv) foi calculada para determinacéo de interacédo
e ainda para indicar o tipo de interacdo entre o ligante e a proteina. Os espectros utilizados
para os procedimentos matematicos, foram os mesmos da Figura 14, e aplicados na
Equacdo 5. A partir dessa aplicacédo foi obtido o grafico da Figura 15, em que aparecem

as curvas em diferentes temperaturas.

Figura 15 - Determinacdo da constante de Stern-VVolmer através do experimento de
Supresséo da fluorescéncia em diferentes temperaturas (19 e 40 °C).
DANS (0-20 pmol L) BSA (2,5 umol L) em tampao fosfato, pH 7.
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Com o tratamento no grafico obtém-se os valores das Ksv em cada temperatura,

elas sdo apresentadas na Tabela 6 e observa-se que com a variacao da temperatura ndo ha

nenhuma alteracéo significativa.
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Tabela 6 - Constante de Stern-Volmer (Ksv) entre DANS e BSA obtido através do
experimento de quenching em diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Ksv (mol* L)
19 1,7 x 10*
40 1,4 x 10*

Pode-se notar nos resultados obtidos para as Ksv que hd uma diminui¢do nos
valores das constantes de Stern-Volmer conforme h& o aumento da temperatura. Essa
caracteristica mostra que é possivel que esteja havendo a reducdo na estabilidade do
complexo com o aumento da temperatura, ocasionando a formacdo de um complexo no
estado fundamental entre a BSA e o DANS, portanto, um quenching estatico.

Na sequéncia, obteve-se as constantes de associacdo nas temperaturas estudadas

(Figura 14), e utilizando a Equacéo 6, plotou-se o grafico que aparece na Figura 16.

F [(Ky +P+L)— (K;+P+L)2—4.P.L Equagio6
F, ¢ 2.P

Figura 16 - Determinacdo da constante de associacdo através do experimento de
supressdo da fluorescéncia em diferentes temperaturas (19 e 40 °C).
DANS (0-20 pmol L) BSA (2,5 pmol L) em tampao fosfato, pH 7. dex = 295 nm.
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Os resultados das constantes de associacdo aparecem na Tabela 7, e através deles
observamos que os valores das Ka praticamente néo se alteram. Os r? mostram que 0s
coeficientes de correlacdo linear entre os pontos estdo proximos a 1,00, apresentado boas

correlacdes.

Tabela 7 - Constante de associacdo (Ka) entre DANS e BSA obtido através do
experimento de quenching em diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Ka (mol?t L) r?
19 2,2 x 10 0,9981
40 1,6 x 10* 0,9985

As constantes de associacdo nas diferentes temperaturas serdo utilizadas para

calculo dos parametros termodinamicos na seccao 4.7.

4.6 — Estudo de tempo de vida da BSA na presenca de DANS

O método de medicdo do tempo de vida da fluorescéncia é largamente utilizado
para determinar o mecanismo de quenching entre o fluoroforo e o supressor (Kumari et
al., 2014), assim, podemos obter a confirmacdo do tipo de supressdo obtido no item 4.5.
Nesse estudo foi analisado o tempo de vida da proteina em uma concentragdo de 5 uM,
complexada ou ndo com DANS a 10 uM (Figura 17), a fim de garantir excesso do ligante
(Behera et al., 2021). Os resultados na Tabela 8 mostram que houve uma diminuigéo

pequena no tempo de vida da BSA excitada causado pela adi¢cdo de DANS.
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Figura 17 - Tempo de vida de fluorescéncia da BSA na presenca e auséncia de DANS
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Tabela 8 - Tempo de vida de fluorescéncia (t) da BSA

71 1) fy f m (NS) X?
BSA 5 uM 2,69 6,57 01144 0,8856 6,13 1,036
BSA5uM +DANS 10 uM 2,24 6,36  0,1197 10,8803 5,87 1,035

Esta diminui¢do no tempo de vida poderia sugerir um fendmeno de quenching
dindmico, o que ndo é consistente com a formacdo de complexo. No entanto, o efeito
oposto observado pelo aumento de temperatura, assim como a clara visualizacdo de
complexacdo causada pelo aumento de fluorescéncia do proprio DANS, ndo deixam
duvidas da complexacdo. Portanto, acreditamos que esta pequena diminui¢do no tempo
de vida ndo seja significativa para ndo aceitarmos o fendmeno de quenching como

estatico.

4.7 - Analise termodinamica da interacéo entre DANS e BSA

A interacdo de proteinas e ligantes pode envolver diferentes tipos de forcas
moleculares. Entre BSA e DANS pode estar acontecendo, por exemplo, ligacdes de
hidrogénio, interacGes eletrostaticas e de Van der Waals. Dessa forma, os pardmetros

termodinamicos de variacdo da entalpia (AH®) (Equacéo 7), variagé@o de energia livre de
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Gibbs (AG®°) (Equacdo 8) e variagdo de entropia (AS°) (Equagdo 9) do sistema sdo
parametros capazes de determinar o tipo de interagéo existente.

A R Equagéo 7
kK, R IT, T,

AG° = —R.T.InK Equacédo 8

AG° = AH°®° —T.AS° Equacédo 9

A partir das equacdes descritas acima foram calculados AH®, AG® e AS°,
respectivamente, utilizando os valores das constantes de associagéo obtidas na

Tabela 7 e suas respectivas temperaturas. Os valores obtidos para esses
parametros termodindmicos sdo mostrados na Tabela 9, com valores AH®° e AG®° <0 e
AS° = 0.

Tabela 9 - Parametros termodinamicos de ligacdo entre DANS e BSA.

T (°C) AH° (Kj mol?) AG° (Kj mol?) AS° (J mol?)
19e 40 -12,3 -24,3 0,04

Com base nos valores obtidos é possivel propor quais for¢as estariam envolvidas
na interacdo entre DANS e BSA. Normalmente, a variacdo de entalpia e de entropia
positivos indicam o envolvimento de interacdes de forca hidrofébica. Ao contrério, se
esses valores diminuem (negativos), refletem as ligacdes de hidrogénio e as forcas de van
der Waals. Se AH® for negativo e AS° positivo sugere-se que ha o envolvimento da forca
eletrostatica na interacdo. Esse ultimo caso se enquadra bem dentro dos resultados obtidos
na interagcdo do DANS com a BSA. J& o valor negativo de AG®, indica envolvimento de
interacdo espontanea (Bolattin et al., 2016; Wani et al., 2019; Zhang et al., 2006).
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4.8 — Estudo dos sitios de ligacdo na BSA pelo ligante DANS

O uso de sondas fluorescentes na elucidacdo dos sitios de ligacdo de farmacos
na albumina é muito difundido na literatura (Graciani e Ximenes, 2013; Kumari et al.,
2014; Liu et al., 2015; Ni, Su e Kokot, 2006; Shahid e Chawla, 2017; Sudlow, Birkett e
Wade, 1975). Estas sondas se caracterizam por apresentar variacdo na intensidade de
fluorescéncia e/ou no comprimento de onda maximo de emissao quando estdo associadas
a proteina. Assim, uma vez que uma sonda fluorescente esteja ligada ao sitio especifico
da BSA, aadicao de um composto seguido da diminuicédo da intensidade de fluorescéncia,
indicara que a sonda foi deslocada de seu sitio de ligacdo, ou seja, 0 composto se ligou a
proteina no sitio em que se encontrava a sonda (Rahman, Rahman e Rahman, 2005;
Sudlow, Birkett e Wade, 1975).

Segundo Sudlow, as principais regides de ligacdo dos ligantes na albumina séo
os sitios I, Il e 111 (Sudlow, Birkett e Wade, 1975), e sdo conhecidos, por exemplo, alguns
farmacos especificos para cada sitio: sitio | — fenilbutazona e varfarina, sitio Il —
ibuprofeno e naproxeno e sitio Il — digitoxina (De, Kaur e Datta, 2013).

A Figura 7 mostra os espectros do DANS obtidos com a titulacdo de BSA na
auséncia e presenca dos farmacos varfarina, ibuprofeno e digitoxina, respectivamente. Na
Figura 18 pode-se observar que a ligacdo entre a sonda e a proteina ocorreu mesmo na
presenca dos farmacos, pois a intensidade dos espectros aumentou a medida que a
proteina foi adicionada. Nos graficos A e B (Figura 18) a intensidade de fluorescéncia se
mantém praticamente a mesma, ja no grafico C (digitoxina) a intensidade aumenta em
relacdo a varfarina e ibuprofeno (A e B, respectivamente), e no grafico D apresenta-se a
intensidade de fluorescéncia sem a presenca de farmaco, ou seja, apenas na presenca de

proteina e sonda para efeito de comparacéo.
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Figura 18 - Espectros da interacdo entre DANS-BSA e farmacos. A) varfarina; B)
ibuprofeno; C) digitoxina, 10 umol L*; D) sem farmaco.
DANS (5 umol L) em tampdo fosfato, pH 7, 20 °C. dex = 450 nm.
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Para a determinacdo da constante de ligacdo entre DANS e BSA na auséncia ou

presenca dos farmacos pelo aumento da intensidade de fluorescéncia nos espectros da

Figura 18, aplicou-se a Equacdo 3 para o calculo da Ka entre eles pelos gréficos (Figura

19) que apresentam as curvas que relacionam a equacéo utilizada.

A partir dos espectros ndo foi possivel determinar se houve competicdo entre

farmaco e sonda por um sitio de ligacdo, pois 0s espectros da sonda ndo apresentaram

diminuigdo na intensidade de fluorescéncia quando adicionado o farmaco, como era de

se esperar, caso 0 farmaco conseguisse deslocar a sonda do seu sitio de ligacdo. Por

exemplo, se na Figura 18, observando o grafico A, a intensidade da fluorescéncia tivesse

diminuido ao adicionar a varfarina ao DANS, significaria que o farmaco possivelmente

teria deslocado a sonda que estaria ligada ao sitio I, o que ndo acontece.
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Figura 19 - Determinacédo da constante de associacao através da interagdo ou ndo entre
farmacos. A) varfarina; B) ibuprofeno; C) digitoxina, 10 pmol L!; D) sem farmaco,
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Os valores obtidos para as constantes de associacdo sdo mostrados na Tabela 10.

Podemos observar que as Ka praticamente ndo se alteram novamente, mantendo um valor

aproximado de 3,0x10* umol™ L para varfarina e ibuprofeno, farmacos de sitio 1 e I,

respectivamente e para a amostra sem farmaco, confirmando os resultados esperados a

partir dos gréaficos da Figura 18, no qual ndo houve alteracdo na intensidade de

fluorescéncia, como era esperado.

Ja para a digitoxina (sitio 111), houve um aumento na constante para 6x10* umol

1L, mas que esta ainda na mesma ordem de grandeza, sem que possamos verificar uma

possivel preferéncia para esse sitio. Esse aumento na constante de associacao, suporta o

que foi discutido a cima, em que o espectro da digitoxina (Figura 18, grafico C)

apresentam um aumento na intensidade de fluorescéncia, condizendo entdo com o leve

aumento na sua constante de associacao.



38

Tabela 10 - Constantes de associacdes (Ka) obtidas no experimento de competicdo com
farmacos e constante de associagdo obtida sem a presenca do farmaco.
DANS (5 umol L1), farmaco (10 umol L), em tampéao fosfato, pH 7.

Farmaco Ka (x 10%) mol* L
Varfarina 31+0,1
Ibuprofeno 3201
Digitoxina 6,4£0,2

Sem farmaco 34+0,1

Portanto, com base nos resultados dos espectros e das constantes de associagéo
para cada farmaco de ligacao especifica em diferentes sitios de ligacdo na BSA (I, Il ou
I11) e comparando o valor obtido para a constante de associacdo da sonda + proteina,
verifica-se um valor muito proximo nessa comparacao. Dessa forma, podemos dizer que

0 DANS né&o apresenta preferéncia de ligacdo por nenhum sitio especifico da BSA.

4.9 — Estudos solvatocrémicos do 4-dimetilamino-p-nitroestireno (DANS)

O efeito solvatocromico se baseia na alteracéo de cor e/ou fluorescéncia de uma
substancia dependendo da polaridade do meio, havendo ainda alteragdo nos
comprimentos de onda e intensidade de absor¢do e emissdo. A variagdo nos
comprimentos de onda dos espectros pode ser classificada em batocrémico, que é o
deslocamento para comprimento de ondas maiores (ou para o vermelho) e hipsocrémico,
classificado como deslocamento para comprimento de ondas menores (ou para o azul)
(Lakowicz, 2006; Matiadis et al., 2021).

Desse modo, foram obtidos espectros de fluorescéncia e absorbancia para o
DANS (20 umol L) em diferentes solventes e estudado os efeitos solvatocromicos da
sonda. Os resultados dos espectros de fluorescéncia e absorbancia séo apresentados na
Figura 20, e mostram um deslocamento no comprimento de onda maximo do DANS em
funcdo do solvente utilizado, evidenciando sua caracteristica solvatocrémica. Os
solventes utilizados no estudo foram dioxano, tolueno, acetato de heptila, acetato de
hexila, cloroférmio, acetato de etila, THF, diclorometano, heptanol, acetona, acetonitrila,
DMF e DMSO. Estes foram selecionados de acordo com as diferentes polaridades dos

mesmos e divididos em apolares, polares proticos e polares apréticos.
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Figura 20 - Solvatocromismo no DANS. A) absorbancia, B) fluorescéncia. DANS (20
umol L) nos solventes: dioxano, tolueno, acetato de heptila, acetato de hexila,
cloroformio, acetato de etila, THF, diclorometano, heptanol, acetona, acetonitrila, DMF
e DMSO. dex = 450 nm.
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A partir dos espectros gerados em funcdo da fluorescéncia e absorbéancia foram
obtidos os valores dos comprimentos de onda maximo (nm) do DANS em cada solvente
esses maximos convertidos em nimeros de onda (cm™) de acordo com a Equagio 10.

107

Xem-1 = Equacéo 10

xnm

Os dados espectroscopicos obtidos sdo apresentados na Tabela 11, em que temos
o comprimento de onda maximo (1), nimero de ondas (), deslocamento de Stokes (Av)

e a somatoria v, + vy dos maximos de absorbancia e fluorescéncia.
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Tabela 11 - Medicdes espectroscopicas de DANS em diferentes solventes

Aa V, A v Av Vgt Vg
Solventes (hm)  (cm™) (hm)  (cm?l)  (cm?) (cm?)
Dioxano 424 23585 528 18939 4646 42524
Tolueno 426 23474 507 19724 3750 43198
Acetato de heptila 421 23753 524 19084 4669 42837
Acetato de hexila 421 23753 526 19011 4742 42764
Cloroférmio 437 22883 552 18116 4767 40999
Acetato de etila 422 23697 537 18622 5075 42319
Tetraidrofurano 428 23364 537 18622 4743 41986
Dicloromethano 441 22676 557 17953 4722 40629
Heptanol 430 23256 537 18605 4651 41860
Acetona 433 23095 553 18083 5012 41178
Acetonitrila 438 22831 573 17452 5379 40283
Dimetilformamida 446 22422 563 17762 4660 40184
Dimetilsulfoxido 454 22026 579 17271 4755 39298
Albumina sérica 456 21929 546 18281 3648 40211

bovina

Figura 21 - Espectro fluorescéncia ampliado, destacando os diferentes comprimentos
de onda do tolueno e DMSO

Fluorescéncia/Normalizada

Tolueno —

__» DMSO

L Ll
500

1
550

L)
600

Comprimento de onda (nm)

650

500

550

600

650

Comprimento de onda (nm)

Podemos perceber as diferencas numéricas (Tabela 11) entre os maximos de

absorcdo e fluorescéncia dos solventes. Na Figura 21, fica evidente essa diferenca entre

0s maximos de emissdo do tolueno em 507 nm e dimetilsulféxido (DMSO) em 579 nm
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que emite em comprimentos de onda maiores, com deslocamento batocrémico, devido ao
aumento da polaridade dos solventes. O tolueno é um solvente apolar, que apresenta baixa
constante dielétrica e interage fracamente com o soluto (DANS), ja o0 DMSO €é um
solvente polar aprético que tem com alta constante dielétrica. Esta caracteristica dos
solventes mais polares em provocarem a emissdo de fluorescéncia das moléculas
fluorescentes em comprimentos de onda maiores se deve a sua maior capacidade em
solvatar as mesmas quando no estado excitado e, consequentemente, as estabilizando.
Vale lembrar, que 0 processo de excitacdo provoca um aumento no momento de dipolo
da sonda comparado a0 mesmo no estado fundamental. Portanto, o estado excitado é,
tipicamente, mais sensivel a polaridade do meio.

Em geral o deslocamento de Stokes é maior conforme a polaridade do solvente
aumenta, como exemplo, o tolueno apresenta Av = 3750 cm™ e a acetonitrila Av = 5379
cmt. A acetonitrila apresenta maior polaridade por ser um solvente aprético polar,
enquanto que o tolueno € um solvente apolar, com menor polaridade. Segundo
(Thipperudrappa et al., 2017) essas caracteristicas indicam boa resposta a polaridade e
ligacdo de hidrogénio dos solventes, e ainda outro fator que pode aumentar essa
sensibilidade do DANS em relacéo aos solventes é o fenémeno de ICT - intramolecular
charge transfer, que é a transferéncia de carga interna na molécula, esse fendmeno
acontece quando a molécula apresenta um grupo doador e um grupo receptor de elétrons,
conectados por um sistema conjugado que proporciona a “movimenta¢do” entre 0S
elétrons. (Lakowicz, 2006; Mallick, Pal e Koner, 2016)

4.9.1 — RelacBes matematicas utilizadas em modelos solvatocrémicos

Os maximos de absorcdo e fluorescéncia do DANS obtidos nos diferentes
solventes foram correlacionados com as funcdes de polarizabilidade do solvente, que por
sua vez sao funcdes de suas constantes dielétricas e indices de refracfes. Na teoria dos
efeitos gerais do solvente, o fluoréforo é considerado um dipolo em um meio continuo de
constante dielétrica uniforme. Este modelo ndo considera interacGes intermoleculares
entre soluto e solvente como ligacdes de hidrogénio, interagdes idnicas, entre outras. A
estabilizacdo do soluto se da apenas pelo campo elétrico induzido no solvente pelo soluto
(Matiadis et al., 2021).

A equacdo de Lippert-Mataga (Equagdo 11) descreve essas propriedades

relacionando o deslocamento de Stokes (V, — Vi) com a fungéo da polaridade do solvente
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(Af) e a variagdo de momento de dipolo entre estado excitado e fundamental. Na Equacéo
11, h é a constante de Planck (= 6.6256 x 10727 ergs), ¢ € a velocidade da luz (= 2.9979
x 101° cm/s) e a € o raio da cavidade do fluoréforo, V, e Vi sdo os niimeros de onda (cm™
1y da absorcdo e emissdo, respectivamente. A Equacdo 12, é chamado de funcgdo de
polarizabilidade do solvente, que descreve as mudangas espectrais devido a reorientagcdo
das moléculas de solvente, € e n sdo a constante dielétrica e indice de refracéo,

respectivamente (Ghanadzadeh Gilani et al., 2019; Lakowicz, 2006; Zhang et al., 2021).

_2Af

Va—V

— E ao 11
F= s (e — Hg)? quacao

_&e-1 n?—1 Equacdo 12
2¢+1 2n%+1

Af

Outras equacOes que também descrevem o efeito da polaridade do solvente, os
fatores de polarizabilidade, os momentos de dipolo no estado excitado e fundamental séo
as de Bilot-Kawski, que consideram a molécula novamente em uma cavidade esférica.
No entanto, Bilot-Kawski prop6s dois modelos matematicos, sendo que uma utiliza
diferenca dos valores dos comprimentos de onda maximos dos espectros de absorbancia
e fluorescéncia (Equacdo 13) e a outra considera a soma desses valores (Equagdo 15)
(Kawski e Bojarski, 2011). Comparado ao modelo de Lippert-Mataga, que ndo leva em
conta a polarizabilidade do soluto, 0 modelo de Bilot-Kawski considera o soluto como
isotropicamente polarizado, o que explica a sua maior complexidade (Kawski e Bojarski,
2011; Matiadis et al., 2021).

Z(Ve - .“g)2

o3 .f(g,n) + const Equacéo 13

Uyg —VUp =

e—1 n?-1\ [2n%+1 x
= — . Equacao 14
flem) <e+2 n2+2> <n2+2> ¢
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Na Equacdo 13 e Equacao 15 apresentam 0s mesmos termos entre si, v, € U,
e € lg, h,c € a, e sdo 0s numeros de onda (cm™) da absorcéo e emisséo, a variagio de
momento de dipolo entre estado excitado e fundamental, h é a constante de Planck (=
6.6256 x 10727 ergs), ¢ é a velocidade da luz (= 2.9979 x 10° cm/s) e a ¢ o raio da
cavidade do fluoroforo. Outra diferenca entre ambas as equagdes esta nos termos f e @,
que sdo descritos pelas Equacdo 14 e Equacéo 16, respectivamente, e nelas se relacionam
a constante dielétrica (¢) e o indice de refracdo de cada solvente (n), que apresentam

valores tabelados na literatura (Lide, 1995).

Z(He - .ug)z

o3 > .¢ (g,n) + const  Equacao 15

7+ﬁ=—(

(em) = e—1 n?2-1 2n2+1+ 3(n*-1) Equacdo 16
M= N2 nrr2) (2 +2 (n?2 + 2)2

O modelo de McRae se destaca pela diferenca na cavidade onde a molécula do
soluto estd inserida, seja ela em uma cavidade esférica (Equacdo 18) ou cilindrica
(Equacdo 19), de acordo com cada modelo matemético (McRae, 1957). Cabe ressaltar
qgue nos modelos anteriores, Lippert-Mataga e Bilot-Kawski, a cavidade é considerada
esférica. (Kawski e Bojarski, 2011; Lakowicz, 2006).

22
L IF]

Vpmax = V%40 — —=-
F " hep® Equacdo 17

e—1 n?-1

F = _
¢ 42 2n2+1

Equacéo 18

e—1 n®—1
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¢ 2e+1 277.2 +1 Equagéo 19
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A Equacdo 17 relaciona apenas 0 maximo de emissdo dos espectros de
fluorescéncia, portanto, diferente das equacOes de Lippert-Mataga e Bilot-Kawski que
levam em consideracio os espectros de absorbancia. v, n?/p3, h e c, sdo os nimeros
de onda (cm™?) de fluorescéncia, o fator dipolar, h é a constante de Planck (= 6.6256 x
10727 ergs) e c é a velocidade da luz (= 2.9979 x 10%° cm/s), respectivamente. Assim,
dependendo da forma do dipolo, esférica ou cilindrica, utiliza-se a Equacdo 18 ou a
Equacdo 19 em F. De acordo com as equagfes dos modelos matematicos utilizados para
interpretar resultados solvatocromicos a Tabela 12 apresenta as funcdes de polaridade de

cada modelo de acordo com cada solvente.

Tabela 12 - Fungdes de polaridade dos solventes

Solventes g n Af f [0} Fe Fc

(&n) (en) (sn) (5n) (5n)
Dioxano 2,22 1,422 0,022 0,044 0,617 0,086 0,021
Tolueno 2,38 1,49 0,013 0,030 0,699 0,089 0,014
Acetato de heptila 420 1,415 0,240 0,332 0,896 0,316 0,141
Acetato de hexila 442 1,409 0,149 0,356 0,912 0,334 0,145
Cloroférmio 481 1,446 0,148 0,371 0975 0,349 0,149
Acetato de etila 6,08 1,372 0,201 0,493 0,999 0,443 0,201
Tetraidrofurano 752 1,405 0,210 0,548 1,098 0,488 0,209
Diclorometano 8,93 1424 0,217 0590 1,166 0,522 0,217
Heptanol 11,75 1,425 0,235 0,661 1,237 0,578 0,236
Acetona 21,01 1359 0,285 0,793 1,281 0,689 0,285
Acetonitrila 36,64 1344 0305 0,861 1,330 0,747 0,305
Dimetilformamida 38,25 1,431 0,275 0,839 1,423 0,720 0,276
Dimetilsulféxido 4724 1,479 0,263 0,841 1,489 0,718 0,264

Modelo Lippert-Mataga Af (g, n); modelo Bilot-Kawski f (g, n) e ¢ (g, n); modelo McRae Fe (g, n) e Fc (g,
n)

Utilizando as propriedades espectroscopicas Av, U, + Uy, Up max foram plotados
em funcdo dos parametros de polaridade dos solventes, Af (g, n), f (g, n), ¢ (g, n), Fe (e,
n) e Fc (g, n).
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Figura 22 — Correlacbes entre funcbes de polaridade dos solventes e caracteristicas
espectroscopicas do DANS. A) Lippert Mataga, 40 versus Af (g, n); B) Bilot-Kawski,
Av versus f (g, n); C) Bilot-Kawski, v, + v versus ¢ (g, n); D) McRae, Uz max Versus

Fe (¢, n); E) McRae, Uz max versus Fe (g, n).
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A escolha do melhor modelo matematico para correlacionar as funcdes de

polaridade e os resultados espectroscopicos foi baseada nos coeficientes de correlacdo

linear (r?) das retas. Dados os r? das retas de cada modelo matematico, sendo eles Lippert-

Mataga (Af), Bilot-Kawski (f e ¢) e McRae (Fesférico € Feilindrico), 0 COeficiente de correlagéo

linear que mais se aproxima a 1 foi o do modelo ¢ — Bilot-Kawski, r> = 0,7565. Na

sequéncia, este modelo foi testado no que diz respeito a sua capacidade de prever

constantes dielétricas de misturas de solventes com valores de € e n conhecidas.
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4.9.1.1 — Solvatocromismo no DANS e sua aplicacéo para previsao de constante
dielétrica em mistura de solventes — Bilot-Kawski

A partir das medidas espectroscdpicas de absorbancia e fluorescéncia foi feita a
soma dos valores maximos dos numeros de onda do DANS em cada solvente e gerado 0s
valores utilizados no eixo y. Para os valores do eixo X, foi utilizado a Equacdo 16 e os
valores de € e n de cada solvente, de acordo com a Tabela 11. A correlacdo gerou a reta

apresentada na Figura 23, cuja equacao foi obtida por regresséo linear (Equacéo 20).

Figura 23 - Modelo solvatocromico de Bilot-Kawski dos solventes

2 —
44000- ? = 0,7565
&~ 420001
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VA + Vp=-3874. ¢ + 45750 Equacéo 20

4.9.1.1.1 — Utilizagdo de dados da mistura acetonitrila + dioxano

Para testar a capacidade de previsdo da Equacdo 20, a primeira mistura de
solventes escolhida foi a mistura de acetonitrila com dioxano. A partir da leitura dos
espectros de absorbancia e fluorescéncia do DANS nas misturas (fracdo molar de
acetonitrila 0,00; 0,28; 0,41; 0,69; 0,79; 0,90; 1,00), fica evidente o efeito solvatocromico
que estas provocam no DANS (Figura 24). Pode-se perceber o efeito solvatocrébmico mais
presente nos espectros de fluorescéncia que sdo mais deslocalizados para comprimentos
de onda maiores, quando comparados com os de absor¢cdo que praticamente ndo ha

alteracdo dos comprimentos de onda maximo.
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Figura 24 - Espectros de A) Absorbancia, B) fluorescéncia do DANS em mistura
acetonitrila + dioxano. DANS (20 umol L) Aex = 450 nm.
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Comparando, por exemplo, os espectros de emissdo na fragdo molar de 0,00 a
0,288 de acetonitrila, observamos que o deslocamento dos espectros de emisséo acontece
para comprimentos de onda maiores, comprovando novamente que quando aumentamos
a polaridade do meio emite-se em comprimentos de onda maiores e de menor energia, e
esse comportamento se repete até atingir a fracdo molar de 1,00 de acetonitrila,
representando a maior polaridade da mistura. A partir desses espectros e de seus maximos
de absorbancia e fluorescéncia, obteve-se os valores experimentais (v, + v¢) (Tabela 13).
Entdo, a partir dos valores de € e n para as misturas de solventes (Kolling, 1986), calculou-
se os respectivos valores da funcgéo de polaridade ¢ (Equacéo 16) e aplicou-se 0s mesmos
a equacdo obtida experimentalmente (Equacéo 20), obtendo-se assim os valores previstos

para v, + vy (Tabela 13).
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Tabela 13 - Medidas espectroscopicas de DANS na mistura de solventes - acetonitrila +
dioxano: Experimental versus Previsto

Acetonitrila n g [0) Ve + Vg Vo + Vg
(XcHsen) previsto  experimental
(cm™) (cm™)
0,000 1,422 2,21 0,61 43369,17 42508,65
0,078 1,418 3,35 0,80 42643,24 42056,16
0,153 1,415 4,88 0,96 42048,03 41774,43
0,288 1,408 8,03 1,12 41409,17 41117,63
0,410 1,400 11,27 1,20 41083,98 40881,62
0,619 1,385 18,01 1,28 40777,19 40648,44
0,719 1,369 24,85 1,31 40658,27 40541,07
0,903 1,356 30,52 1,33 40616,54 40478,29
1,000 1,344 36,01 1,33 40605,19 40446,91

A otima correlagéo entre (v, + V) experimental e previsto (Figura 25) mostra a

potencialidade da Equacdo 20 em prever valores desconhecidos da somatdria de

comprimento de onda de absorbancia e fluorescéncia de misturas de solventes.

Figura 25 - Comparacdo da somatdria dos nimeros de onda maximos de absorcao e
fluorescéncia obtidos experimentalmente e previstos
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O proximo passo foi aplicar os valores experimentais de v, + v, para as misturas
na equagao 20, obter o valor de ¢ e, a partir de medidas de indice de refracdo das misturas,
aplicar a equagdo 16, obtendo-se assim as constantes dielétricas previstas, que foram

comparadas com as experimentais de literatura (Tabela 14). Como pode ser visto, uma
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boa correlacdo foi obtida. A Figura 26 mostra a correlagdo entre os valores reportados

(literatura) e previstos pelo uso da equacéo 20.

Tabela 14 - Medidas espectroscéopicas de DANS na mistura de solventes - acetonitrila +
dioxano para o célculo da constante dielétrica

Acetonitrila n g [0} Vg + Vg €
(XcHsen) reportado experimental ~ previsto
(cm™)
0,000 1,422 2,21 0,84 42508,65 3,60
0,078 1,418 3,35 0,95 42056,16 4,83
0,153 1,415 4,88 1,03 41774,43 5,90
0,288 1,408 8,03 1,19 41117,63 10,58
0,410 1,400 11,27 1,26 40881,62 14,29
0,619 1,385 18,01 1,32 40648,44 22,41
0,719 1,369 24,85 1,35 40541,07 32,6
0,903 1,356 30,52 1,36 40478,29 45,44
1,000 1,344 36,01 1,37 40446,91 64,49

Figura 26 - Comparacao dos valores previstos e tabelados das constantes dielétricas das
misturas acetonitrila + dioxano
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O coeficiente de correlacdo linear mostra uma boa correlacdo entre os valores
tabelados na literatura e os previstos para a constante dielétrica da mistura de acetonitrila

+ dioxano através da equacao geral dos solventes.



50

Na sequéncia, uma mistura de solventes de metanol + tolueno foi testada a fim
de comprovar a capacidade do modelo em prever a constante dielétrica de misturas, ou

seja, observar se 0s valores de gprevisto também apresentam uma boa correlagéo linear com

O Ereportado-

4.9.1.1.2 — Utilizagdo de dados da mistura metanol + tolueno

A segunda mistura analisada foi a de metanol com tolueno (fracdo molar de
metanol 0,00; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0) e foram obtidos espectros de absorbancia e
fluorescéncia do DANS nas misturas (Figura 27). Novamente é possivel observar uma
diferenga maior no deslocamento dos espectros para a fluorescéncia (Figura 27, A)
comparado a absorbancia (Figura 27, B) em solventes mais polares, como é o caso do

metanol.
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Figura 27 - Espectros de A) Absorbéancia, B) fluorescéncia da mistura metanol +
tolueno. DANS (20 umol L) Aex = 450 nm.
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A partir desses dados (Figura 27), foi construida a Tabela 15 com os valores dos

parametros espectroscdpicos obtidos através dos espectros.

Tabela 15 - Medidas espectroscépicas de DANS na mistura de solventes metanol +

tolueno

Metanol n € [0} Vo + V5 Ve + V5

(XcHson) reportado previsto  experimental
(cm™) (cm™)

0 1,4985 2,2 0,68 43181,91 43120,54

0,2 1,489 7,82 0,97 41164,89 41982,41

0,4 1,47 12,86 1,07 40714,59 41594,35

0,6 1,441 19,21 1,14 40522,62 41333,48

0,8 1,399 25,96 1,19 40518,06 41112,59

1 1,3305 31,89 1,15 40706,13 41309,62
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Os valores de ¢ foram calculados através da Equacdo 16 a partir de € e n
tabelados (Reis et.al., 2009) e pela Equacéo 20 calculado a soma de v, + V; previsto pela
equacéo geral dos solventes para a mistura de metanol + tolueno, a partir do valor de ¢
obtido anteriormente. Para verificacdo da correlacdo entre o valor de v, + vy experimental
e previsto foi plotado um grafico (Figura 28) e analisado o coeficiente de correlagéo linear

da reta.

Figura 28 - Comparagdo da somatoria dos nimeros de onda méaximos de absorcéo e
fluorescéncia obtidos experimentalmente e previstos
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O r? obtido (Figura 28) apresentou um bom resultado, mostrando uma boa
correlacdo de dados experimentais e calculados, possibilitando novamente que os valores
de constantes dielétrica fossem previstos para essa mistura.

E entdo, foram calculados valores de ¢ através da equacao geral do solvente
(Equacdo 20) a partir dos valores de v, + v¢ experimentais, e com os dados gerados para
¢ foi utilizada a Equacao 16 para o célculo da constante dielétrica das fragdes molares de
cada mistura de metanol + tolueno. Esses resultados séo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 - Medidas espectroscépicas de DANS na mistura de solventes - metanol +
tolueno para o célculo da constante dielétrica

Metanol n g [0} Vg + Vg €
(XcHson) reportado experimental ~ previsto
(cm™)
0 1,4985 2,2 0,68 43120,54 2,27
0,2 1,489 7,82 0,97 41982,41 4,40
0,4 1,47 12,86 1,07 41594,35 591
0,6 1,441 19,21 1,14 41333,48 7,77
0,8 1,399 25,96 1,19 41112,59 10,99
1 1,3305 31,89 1,15 41309,62 11,73

Para comparagdo dos valores de &reportado € €previsto fOi plotado o grafico abaixo

(Figura 29) e verificacdo o r? dessa correlagao.

Figura 29 - Comparacao dos valores previstos e tabelados pela literatura da constante
dielétrica da mistura metanol + tolueno
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Novamente a equacdo geral dos solventes mostrou que possui boa correlagdo

para que possa estimar valores de constante dielétrica através dela.

4.9.1.1.3 — Aplicacdo da equacao geral dos solventes — Bilot-Kawski para
estimativa da constante dielétrica no interior da BSA

Considerando os bons resultados onde se pode prever as constantes dielétricas
de misturas de solventes a partir das equac6es geradas pelas medidas em solventes puros
dos méximos de absorbancia e fluorescéncia do DANS, propds-se a aplicacdo desse
mesmo método para o calculo da constante dielétrica da BSA no ambiente da sonda -

DANS. Utilizando a equacéo geral dos solventes (Equagéo 20) foi calculado ¢ a partir do
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valor de v, + v e utilizando novamente 0 modelo ¢ — Bilot-Kawski (Equagdo 16) foi
calculado €, com os valores prévios de ¢ ¢ n (medido no refratometro) o valor da constante

dielétrica é apresentado na Tabela 17.

Tabela 17 - Medidas espectroscépicas do DANS no ambiente da BSA para o célculo da
constante dielétrica

n (0] Vot Vg €
(cm?)
Albumina sérica 1,3360 1,43 40211 -239,54

bovina

Analisando o valor da constante dielétrica obtida para a BSA de -239,54 observa-
se que o valor ndo é possivel de ocorrer. Esse resultado obtido pode estar ligado ao fato
da BSA apresentar espectros de absor¢do com um deslocamento anémalo em comparagéo
aos solventes (Figura 30), gerando dados para aplicacdo na equacdo que contribuem para
resultados errbneos, ao contrario do que acontece para a fluorescéncia. Como pode ser
observado, enquanto o0 maximo de fluorescéncia para 0 DANS em BSA situa-se em
comprimento de onda condizente com ambientes hidrofobicos (solventes apolares), o
mesmo ndo se pode afirmar do maximo de absorbancia, que foi mais deslocado do que o

mais polar dos solventes utilizados (Figura 30).
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Figura 30 - Espectros do efeito solvatocromico do DANS. A) absorbéancia, B)
fluorescéncia. DANS (20 umol L) nos solventes: dioxano, tolueno, acetato de heptila,
acetato de hexila, cloroférmio, acetato de etila, THF, diclorometano, heptanol, acetona,

acetonitrila, DMF, DMSO e BSA. Xex = 450 nm.
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Como nao foi possivel obter a constante dielétrica da BSA a partir do modelo de
Bilot-Kawski utilizando o DANS como sonda solvatocrdmica, passamos a utilizar outro
modelo matematico para os testes. O modelo escolhido foi 0 de McRae, por apresentar
um r?> = 0,5740, sendo assim, segundo melhor coeficiente de correlagio linear dos
modelos matematicos testados (Figura 22), ficando atras apenas do modelo de Bilot-
Kawski, testado primeiramente. O modelo de McRae considera a sonda em uma cavidade
esférica. A vantagem neste caso € o fato de que este modelo utiliza apenas a fluorescéncia,

portanto, evitamos a anomalia observada na absorbancia.
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4.9.1.2 — Aplicacdo do modelo matematico McRae a partir dos resultados obtidos
para os solventes

O gréfico da Figura 31 foi construido com base nos méximos do nimero de onda
de emissao para cada solvente em solucdo com DANS (Tabela 11) e calculado o fator de

polarizabilidade do modelo esférico (Fe) de McRae a partir da Equagéo 18.

Figura 31 - Modelo solvatocromico de McRae dos solventes
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Entdo, a partir do gréfico do modelo esférico de McRae para os solventes (Figura

31), a Equacdo 21 foi gerada a partir de uma regressao linear do mesmo.

v = -2144. Fe + 19510 Equacéo 21

A Equacéo 21 foi validada da mesma forma que a Equagdo 20. Assim, o teste
sera feito com a mistura de solventes de acetonitrila + dioxano e metanol + tolueno, para
que possamos observar se ela apresenta uma boa correlacdo utilizando valores

desconhecidos.

4.9.1.2.1 — Utilizacdo de dados da mistura acetonitrila + dioxano
A mistura de acetonitrila + dioxano é a mesma utilizada no item 4.9.1.1.1,
portanto, apresenta 0s mesmos espectros de absorcdo e emissdo (Figura 24). A partir dos

espectros sdo retirados os dados espectroscopicos que aparecem na Tabela 18, como Vg

experimentais, n e €.
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Tabela 18 - Medidas espectroscéopicas de DANS na mistura de solventes - acetonitrila +

dioxano
Acetonitrila n € Fe 73 vy
(XcHaen) reportado previsto  experimental
(cm™) (cm™)
0,000 1,422 2,21 0,085 19328,22 18867,92
0,078 1,418 3,35 0,238 18999,79 18691,59
0,153 1,415 4,88 0,364 18730,26 18518,53
0,288 1,408 8,03 0,503 18431,53 18181,82
0,410 1,400 11,27 0,579 18269,42 18050,54
0,619 1,385 18,01 0,660 18094,49 17921,15

Para obtencdo do v; previsto utilizou-se os valores calculados de Fe (Equacéo 18)
e aplicou-se a Equacdo 21. Para verificacdo da correlacdo existente entre esses valores
previstos e experimentais de Vg, plotou o grafico da Figura 32 que mostra um bom

coeficiente de correlacéo linear.

Figura 32 - Comparacdo do nimero de onda maximo de fluorescéncia obtido
experimentalmente e previsto - mistura acetonitrila + dioxano
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Dessa forma, a partir dos valores experimentais de v; e aplicacdo da Equacgéo
21 calculou-se os valores de Fe previstos. Com estes valores e utilizando a Equacéo 18 e
medindo os indices de refracdo da mistura, obteve-se as constantes dielétricas previstas

para as misturas de solventes, que foram comparadas as experimentais (Tabela 19).
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Tabela 19 - Medidas espectroscéopicas de DANS na mistura de solventes - acetonitrila +
dioxano para o célculo da constante dielétrica

Acetonitrila n € Fe 73 €
(XcHsen) reportado previsto experimental previsto
(cm™)

0,000 1,422 2,21 0,299 18867,92 4,008
0,078 1,418 3,35 0,382 18691,59 5,194
0,153 1,415 4,88 0,462 18518,53 6,823
0,288 1,408 8,03 0,619 18181,82 14,393
0,410 1,400 11,27 0,681 18050,54 22,193
0,619 1,385 18,01 0,741 17921,15 40,857

Com os valores de e previstos foi gerado um grafico (Figura 33) para
comparacao dos valores e verificacdo da eficacia desse método utilizando a equacéo de

McRae para o calculo de constantes dielétricas desconhecidas.

Figura 33 - Comparacéo dos valores previstos e tabelados pela literatura da constante
dielétrica da mistura acetonitrila + dioxano
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De acordo com o gréafico da Figura 33, o r? teve um valor satisfatorio dentro do

esperado para um coeficiente de correlacdo linear.

4.9.1.2.2 — Utilizacdo de dados da mistura metanol + tolueno

Para novamente testar se a equagéo apresenta uma correlagéo boa para estimativa
de valores desconhecidos de constante dielétrica através desses métodos matematicos,
utilizou-se a mistura metanol + tolueno, de acordo com o item 4.9.1.1.2. Os espectros da
mistura aparecem na Figura 27, a partir deles que a Tabela 20 é construida com os dados

espectroscopicos da mistura.
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Tabela 20 - Medidas espectroscopicas de DANS na mistura de solventes - metanol +

tolueno
Metanol n € Fe 73 vy
(XcHsoH) reportado previsto  experimental
(cm™) (cm™)
0 1,4985 2,2 0,059 19383,74 19646,37
0,2 1,489 7,82 0,471 18501,19 18726,59
0,4 1,47 12,86 0,580 18266,53 18552,88
0,6 1,441 19,21 0,650 18117,15 18450,18
0,8 1,399 25,96 0,698 18013,64 18281,54
1 1,3305 31,89 0,742 17919,49 18214,94

Os valores obtidos para Fe séo calculados a partir da Equagédo 18, enquanto que
os valores calculados para v; previsto foram obtidos pela Equacdo 21. O grafico da Figura

34 é construido a fim de se determinar o r? dessa relacdo de v; previsto e experimental.

Figura 34 - Comparacdo do nimero de onda maximo de fluorescéncia obtido
experimentalmente e previsto — mistura metanol + tolueno
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O coeficiente de correlacdo linear obtido apresenta um valor dentro do esperado,
assim, aplica-se esse método matematico para a determinacdo da constante dielétrica

prevista atraves desse meétodo.
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Tabela 21 - Comparacdo dos valores previstos e tabelados pela literatura da constante
dielétrica da mistura metanol + tolueno

Metanol n € Fe v €
(XcHson) reportado previsto experimental previsto
(cm™)
0 1,4985 2,2 -0,064 19646,37 1,584
0,2 1,489 7,82 0,365 18726,59 5,299
0,4 1,47 12,86 0,446 18552,88 7,494
0,6 1,441 19,21 0,494 18450,18 8,101
0,8 1,399 25,96 0,573 18281,54 10,931
1 1,3305 31,89 0,604 18214,94 11,216

Na Tabela 21, o valor previsto de Fe foi calculado a partir da Equacédo 21 e a
Equacéo 18 no calculo previsto da constante dielétrica dos solventes. Os valores obtidos

para € previsto e reportado, foram comparados graficamente novamente (Figura 35).

Figura 35 - Comparacdo dos valores previstos e tabelados pela literatura da constante
dielétrica da mistura metanol + tolueno
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Observando o r? obtido para o grafico da Figura 35 vemos que a correlagéo entre
os valores obtidos apresenta um erro baixo. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
a utilizacdo da equacdo geral dos solventes obtida através do modelo de McRae (Figura

31), para testes de previsibilidade de valores de constantes dielétricas.
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4.9.1.2.3 — Aplicacdo da equacao geral dos solventes — McRae para estimativa da
da BSA

Dessa forma, diante dos resultados obtidos através da equacdo do modelo de
McRae, foi utilizado o mesmo método para estimar o valor da constante dielétrica da
BSA.

Utilizando a equacéo geral dos solventes (Equacéo 21), foi calculado Fe a partir
do valor de v¢ (obtido experimentalmente) e utilizado o modelo Fe — McRae (Equacéo 18)
foi calculado €, com os valores prévios de Fe e n (medido no refratbmetro), o valor da

constante dielétrica é apresentado na Tabela 17.

Tabela 22 - Medidas espectroscopicas da BSA no ambiente DANS para o célculo da
constante dielétrica

n Fe V_f e
(cm™)
BSA 1,3360 0,573 18281 9,76

O valor estimado para a constante dielétrica no interior da proteina foi de 9,76.

4.9.1.3 — Relagdo matemética multiparamétrica — Kamlet-Taft

Os modelos matematicos vistos no item 4.9.1 apresentam limitacdes, pois levam
em consideracdo apenas fatores inespecificos, como a polarizabilidade e dipolaridade
relacionadas ao solvente (solvente-DANS), ndo relacionando os fatores especificos dessa
interacdo como possiveis ligacbes de hidrogénio formadas entre solvente-soluto
(Ghanadzadeh Gilani et al., 2019; Kawski e Bojarski, 2011; McRae, 1957; Ramos e
Techert, 2003).

Nesse contexto, se destaca 0 modelo matematico de Kamlet-Taft, que engloba
parametros de interacdes inespecificas e especificas entre solvente-soluto, através de uma

equacdo linear multiparamétrica (Equagéo 22).

X=xp+tao+bp+sn Equacéo 22

Onde X refere-se a qualquer propriedade fisico-quimica dependente de solvente

(fluorescéncia ou absorbancia nesse estudo), Xo ¢ a propriedade no vacuo, 7 € o fator de
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polarizabilidade do solvente, a € 0 indice de acidez — a capacidade do solvente de realizar
ligacdo de hidrogénio como doador de hidrogénio, f é um indice de basicidade —
capacidade do solvente em realizar ligacdo de hidrogénio, como aceptor de hidrogénio.
Os coeficientes s, a e b descrevem a sensibilidade de cada
contribuicdo individual no processo (Lewkowicz et al., 2019; Taft et al., 1985)

Para realizar este estudo, uma mistura de solventes dioxano/agua (Ghasemi e
Mandoumi, 2008) foi utilizada, pois para a mesma os parametros a, 3 e = foram reportados
(Tabela 23). Os espectros do DANS nestas misturas de solventes sdo mostrados na Figura
36, gerando os valores de v e v, experimentais. Como esperado, observamos que 0
aumento de polaridade das misturas provocou deslocamentos batocrdmicos tanto para a

absorbancia como para a fluorescéncia.

Figura 36 - Espectros de A) absorbancia, B) fluorescéncia da mistura de dioxano +
agua. DANS (20 umol L) Aex = 450 nm.
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Tabela 23 - Pardmetros solvatocrdmicos da mistura dioxano + dgua

(% dioxano) a B n Vs (cm?) v, (cm?)
experimental experimental
100 0 0,37 0,55 18939,39 23584,91
70 0,35 0,40 0,67 18050,54 22371,36
50 0,58 0,42 0,79 17605,63 21739,13
40 0,70 0,43 0,85 17182,13 21505,38
20 0,94 0,45 0,97 16694,49 21141,65
10 1,05 0,46 1,03 16556,29 21231,42
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Objetivando obter uma equacdo Unica que correlacione os parametros o, p e ©

das misturas de solventes com as propriedades espectroscépicas do DANS (Tabela 23),

procedeu-se a regressdo linear multiparamétrica, onde os valores de maximos de

absorbancia e fluorescéncia (Figura 36) sdo propostos como resultantes da contribuicdes

dos parametros a, B ¢ © dos solventes. Utilizou-se o software Excell para resolucdo da

regressdo linear multiparamétrica e obteve-se as Equacao 23 e Equacdo 24. O esquema

abaixo, tanto para absorbancia como para a fluorescéncia, exemplifica como o método da

regressao linear multiparamétrica procede no software.

;= (14840,9) - (6375,0) o + (0) B + (8120,8) =

Fluorescéncia
[ 18939,39 = x,+ a.0,00 + b.0,37 +5.0,55 ]
18050,54 = xy+ a.0,35 + b.0,40 +5.0,67
17605,63 = xo+ a.0,58 + b.0,42 +5.0,79
17182,13 = xo+ a.0,70 + b.0,43 +5.0,85
16694,49 = xy+ a.0,94 + b.0,45 +5.0,97
16556,29 = xo+ a.1,05 + b.0,46 +5.1,03

Equacéo 23
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Absorbancia
23584,91 = x,+ a.0,00 + b.0,37 +5.0,55
22371,36 = x,+ a.0,35 + b.0,40 +5.0,67
21739,13 = x,+a.0,58 + b.0,42 +5.0,79
21505,38 = x,+ a.0,70 + b.0,43 +5.0,85
21141,65 = x,+a.0,94 + b.0,45 +5.0,97
21231,42 = x,+a.1,05 + b.0,46 +5.1,03

V =-(1735380,8) - (415312,8) . + (4723857,3) f + (20251,8) 1 Equacio 24

Essas equacOes foram submetidas a validacdo com os dados espectroscopicos de

uma mistura de etanol + agua. O objetivo foi tentar prever vy e v, a partir de valores

conhecidos de a, B e .

4.9.1.3.1 — Utilizacdo de dados da mistura etanol + agua

Para isso, dados espectroscépicos da mistura etanol+agua foram obtidos
experimentalmente (Figura 37) e comparados com aqueles previstos usando as Equacdes
23 e 24, aplicando os valores de o, B e @ para cada fracdo da mistura de etanol + agua
como reportado (Tabela 24) (Habibi-Yangjeh, 2004).

A Figura 38 mostra a correlagdo entre os valores vye v, obtidos
experimentalmente para a mistura etanol+agua e os valores previstos aplicando as
Equacdes 23 e 24. Ao observar os coeficientes de correlacdo linear obtidos nos graficos
(Figura 38), vemos que os valores sao medianos e apresentam um erro consideravel. O
que inviabilizou o uso das equacdes 23 e 24 para prever os parametros de o, f e © de

solventes ou misturas de solventes desconhecidos.
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Figura 37 - Espectros de A) absorbancia, B) fluorescéncia da mistura de etanol + agua.
DANS (20 umol L) hex = 450 nm.
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Tabela 24 - Parametros solvatocrdmicos da mistura etanol + agua

(% o B w vemb)  vpem)  vi(em) v, (cm)
etanol) experimental  previsto experimental  previsto
100 0,98 0,83 051 18552,88 12735,01 23255,81 1788742,63
80 0,89 0,79 0,75  18148,82 1525775  22321,43  1642026,93
60 0,88 0,75 0,88 1798561  16377,20 21786,49 145985850
40 0,87 066 1,03 17361,11  17659,07  21321,96 104190224
20 1,04 056 1,12 16611,30 17306,20 21141,65 500735,99
10 1,16 0,53 1,13 16611,30 16622,40 21276,60 309385,26

*Valores reportados, (Habibi-Yangjeh, 2004).
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Figura 38 — DANS como sonda solvatocromica e sua aplicacdo no modelo Kamlet-Taft
para previsdo de maximos de absorbancia e fluorescéncia em mistura de solventes. Eixo
X representa os maximos de absorbancia e fluorescéncia experimentais obtidos em
misturas etanol/agua. Eixo y representa os valores previstos obtidos pela aplicacdo das

Equac0es 23 e 24.
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4.9.1.3.2 — Modelo solvatocromico Kamlet-Taft — correlacionando a, p e &

isoladamente
Visando avancar na aplicacdo do DANS como sonda solvatocrémica, o préximo

passo foi correlacionar separadamente os valores dos parametros a, f € T com 0s maximos
de absorbancia e fluorescéncia do DANS (Figura 39 e Figura 40). Para isso, utilizou-se

os valores reportados de a, B3, , & 0s experimentais v e v, para a mistura de dioxano +

agua (Tabela 23).
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Figura 39 - Relagdo de v, versus o, p € & para a mistura dioxano + dgua
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Figura 40 - Relagdo de v versus a, B e m para a mistura dioxano + dgua
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Cada curva nas Figura 39 e Figura 40 foram tratadas para obtencdo das equac6es

de reta que correlacionam individualmente o, B, © ¢ os valores de vie v, (Tabela 25 e
Tabela 26).

Tabela 25 - Equagdes de reta da relacéo de fluorescénciae a, B, ©

Dioxano + agua Equacao da reta

(r?)
@ 0,9937 7; = —2308 a + 18900
B 0,9937 vy = —27010 § + 28900
m 0,9804

v; = —4918 7T + 21490
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Tabela 26 - Equacdes da reta da relacdo de absorbancia e a, B, ©

Dioxano + agua Equacéo da reta
(r?)
o 0,9301 Vv, = —2297 a + 23320
B 0,9302 v, = —26880 f + 33260
T 0,8865 Vv, = —4810 ™ + 25830

A partir dos dados da Tabela 24 que apresenta 0s parametros solvatocrémicos
da mistura etanol + agua, foi aplicado as equacfes das Tabela 25 e Tabela 26. Nessas
equacOes utilizou os valores ja experimentais de v; (Tabela 24), e obtivemos os
respectivos valores de a, 3 e w previstos a partir dessas equagdes. O mesmo acontece para
as equacbes que envolvem a absorbancia, a partir de v, conhecidos (Tabela 24)
calculamos valores estimados de a, e m, com o objetivo de comparar os valores ja
reportados pela literatura (Tabela 24) com os obtidos através dessas equagdes. A Tabela
27 e 28 traz essas comparagoes.

Tabela 27 - Comparagdo dos valores de a, p e 7 reportados e previstos para a mistura
etanol + 4gua através das equacOes da mistura dioxano + agua — absorbancia

(% etanol) v, (cm™) a* O previsto p* B previsto T* T previsto
100 23255,8 0,98 0,03 0,83 0,37 0,51 0,54
80 22321,4 0,89 0,43 0,79 0,41 0,75 0,73
60 21786,5 0,88 0,67 0,75 0,43 0,88 0,84
40 21322 0,87 0,87 0,66 0,44 1,03 0,94
20 21141.,6 1,04 0,95 0,56 0,45 1,12 0,97

10 21276,6 1,16 0,89 0,53 0,45 1,13 0,95
*Valores reportados, (Habibi-Yangjeh, 2004). ' ' '
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Tabela 28 — Comparacdo dos valores de a, B e  reportados e previstos para a mistura
etanol + &4gua através das equacdes da mistura dioxano + agua — fluorescéncia

(% etanol) vy (cm™) a* 0. previsto p* B previsto n* T previsto
100 18552,88 0,98 0,15 0,83 0,38 0,51 0,60
80 18148,82 0,89 0,33 0,79 0,40 0,75 0,68
60 17985,61 0,88 0,40 0,75 0,40 0,88 0,71
40 17361,11 0,87 0,67 0,66 0,43 1,03 0,84
20 16611,30 1,04 0,99 0,56 0,45 1,12 0,99
10 16611,30 1,16 0,99 0,53 0,45 1,13 0,99

*Valores reportados, (Habibi-Yangjeh, 2004).

Esses mesmos resultados foram plotados em graficos de modo a comparar 0s

parametros o, B e  previstos pelas equagdes (Tabelas 25 e 26) e experimentais (Figura

41 e Figura 42, respectivamente).

Na Figura 41 ¢é apresentado os valores de comparagdo de o, p e © previstos e

reportados com dados da absorbancia. O grafico A apresenta um baixo valor de r?,

mostrando que nosso modelo foi fraco para prever valores a. Ja 0s r? obtidos para 0s

gréficos B e C mostram uma melhor correlacdo, comprovados pelos valores apresentados

na Tabela 27 em que os valores de § e 7 calculados pela equagdo ndo se distanciam tanto

dos reportados.
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Figura 41 - Comparagao dos valores de a, 3 e w previstos e reportados — absorbancia
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Figura 42 - Comparagao dos valores de a, 3 ¢ w reportados e previstos — fluorescéncia
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O mesmo pode ser observado no grafico A da Figura 42 baseada em medidas de
fluorescéncia, onde uma baixa correlacdo foi obtida para o parametro a. Ja para B e 1t 0S
coeficientes de correlagdes foram maiores, mostram a maior capacidade do modelo em
prever estes parametros solventes.

Baseado nestes resultados concluimos que as melhores correlagBes foram
obtidas usando fluorescéncia e os pardmetros B e © dos solventes. Este resultado faz
sentido, uma vez que o DANS poderia realizar ligacGes de hidrogénio como aceptor via
seu grupo amino, ou seja, efeito relacionado ao pardmetro 3. Da mesma forma, a boa
correlacdo com o parametro =, que é ndo especifico e relacionado a polarizabilidade dos

solventes, ou seja, relacionado a constante dielétrica e indice de refracéo.
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5 CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados, observamos que o DANS se liga a BSA,
comprovado pelo aumento da intensidade de fluorescéncia, pela supressdo de
fluorescéncia da BSA pela adicdo de DANS e ainda pelos valores obtidos para as
constantes de associacdo da sonda-proteina. Com o0 experimento de quenching em
diferentes temperaturas, foi possivel determinar o parametro termodinamico de interagdo
esponténea e forca eletrostatica.

Comparando os valores obtidos para as constantes de associa¢do nos estudos de
competicdo com farmacos, ndo foi possivel identificar sitios preferenciais para ligacdo da
sonda na proteina. Assim, conclui-se que o DANS pode-se ligar em todos os sitios
estudados.

O composto fluorescente DANS apresenta propriedades solvatocromicas
comprovadas pelo efeito batocrémico da sonda em diferentes solventes. A partir das
correlagdes entre os fatores de polarizabilidade dos solventes com as propriedades
espectrais do DANS, foi possivel gerar equacGes capazes de prever constantes dielétricas
de misturas de solventes com razoavel qualidade. A partir dessas equacdes, foi ainda
possivel estimar a constante dielétrica no interior da BSA.

A aplicacdo do modelo matematico de Kamlet-Taft, no qual engloba parametros
de interagdes inespecificas e especificas entre solvente-soluto através de uma equacao
linear multiparamétrica ndo resultou em resultados satisfatérios. Apos separacdo das
variaveis e suas correlacdes com os dados espectrais do DANS, conseguiu-se uma melhor

correlagdo com os parametros [ e 7.



74

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOUD, R.; CHARCOSSET, C.; GREIGE-GERGES, H. Interaction of triterpenoids
with human serum albumin: A review. Chemistry and Physics of Lipids, v. 207, p.
260-270, 2017.

BEHERA, S. et al. Study of interaction between bovine serum albumin and dolutegravir
intermediate: Fluorescence and molecular docking analysis. Biointerface Research in
Applied Chemistry, v. 11, n. 5, p. 13102-13110, 2021.

BI, S. et al. Investigation of three flavonoids binding to bovine serum albumin using
molecular fluorescence technigque. Journal of Luminescence, v. 132, n. 1, p. 132-140,
2012.

BOLATTIN, M. B. et al. Interaction between carisoprodol and bovine serum albumin
and effect of B-cyclodextrin on binding: Insights from molecular docking and
spectroscopic techniques. RSC Advances, v. 6, n. 68, p. 63463-63471, 2016.

CHENG, X. X. et al. Probing the binding sites and the effect of berbamine on the
structure of bovine serum albumin. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 72, n. 5, p. 922-928, 20009.

DE, D.; KAUR, H.; DATTA, A. Unusual binding of a potential biomarker with human
serum albumin. Chemistry - An Asian Journal, v. 8, n. 4, p. 728-735, 2013.

FARZTDINQV, V. M.; ERNSTING, N. P. Solvent dependence of structure and
electronic properties in the ground and first excited singlet state of 4-dimethylamino-4'-
nitrostilbene (DANS) - Semiempirical calculations. Chemical Physics, v. 277, n. 3, p.
257-270, 2002.

FIELDING, L.; RUTHERFORD, S.; FLETCHER, D. Determination of protein-ligand
binding affinity by NMR: Observations from serum albumin model systems. Magnetic
Resonance in Chemistry, v. 43, n. 6, p. 463-470, 2005.

GHANADZADEH GILANI, A. et al. Tautomerism, solvatochromism, preferential
solvation, and density functional study of some heteroarylazo dyes. Journal of
Molecular Liquids, v. 273, p. 392-407, 2019.

GHUMAN, J. et al. Structural basis of the drug-binding specificity of human serum



75

albumin. Journal of Molecular Biology, v. 353, n. 1, p. 38-52, 2005.

GIORDANDO, L. et al. Highly solvatochromic 7-aryl-3-hydroxychromones. Journal of
Physical Chemistry Letters, v. 3, n. 8, p. 1011-1016, 2012.

GRACIANI, F. S.; XIMENES, V. F. Investigation of Human Albumin-Induced Circular
Dichroism in Dansylglycine. PLoS ONE, v. 8, n. 10, 2013.

HABIBI-YANGJEH, A. A model for correlation of various solvatochromic parameters
with composition in aqueous and organic binary solvent systems. Bulletin of the
Korean Chemical Society, v. 25, n. 8, p. 1165-1170, 2004.

HAQUE, N.; PRABHU, N. P. Insights into protein-TNS (2-p-toluidinylnaphthalene-6-
sulfonate) interaction using molecular dynamics simulation. Journal of Molecular
Structure, v. 1068, n. 1, p. 261-269, 2014.

HILDEBRAND, J. H.; BENESI, H. A. Interaction of iodine with aromatic
hydrocarbons [15]. Nature, v. 164, n. 4179, p. 963, 1949.

INGHAM, K. C. On the application of Job’s method of continuous variation to the
stoichiometry of protein-ligand complexes. Analytical Biochemistry, v. 68, n. 2, p.
660663, 1975.

KAWSKI, A.; BOJARSKI, P. Comments on the determination of excited state dipole
moment of molecules using the method of solvatochromism. Spectrochimica Acta -

Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 82, n. 1, p. 527-528, 2011.

KOBAYASHI, T.; DEGENKOLB, E. O.; RENTZEPIS, P. M. Lifetime measurements
of 4-dimethylamino-4'-nitrostilbene fluorescence by picosecond optical amplification.
Journal of Applied Physics, v. 50, n. 5, p. 3118-3121, 1979.

KRATZ, F.; ELSADEK, B. Clinical impact of serum proteins on drug delivery.
Journal of Controlled Release, v. 161, n. 2, p. 429-445, 2012.

KUMARI, M. et al. Spectroscopic and docking studies on the interaction between
pyrrolidinium based ionic liquid and bovine serum albumin. Spectrochimica Acta -

Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 124, p. 349-356, 2014.
LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. [s.l: s.n.].

LEWKOWICZ, A. et al. Solvent dependent spectroscopic properties of fingerprint



76

reagent - 1,8-Diazafluoren-9-one. Journal of Molecular Liquids, v. 285, p. 754765,
2019.

LIU, B. M. et al. Spectroscopic study on flavonoid-drug interactions: Competitive
binding for human serum albumin between three flavonoid compounds and ticagrelor, a

new antiplatelet drug. Journal of Luminescence, v. 168, p. 69-76, 2015.

MALLICK, S.; PAL, K.; KONER, A. L. Probing microenvironment of micelle and
albumin using diethyl 6-(dimethylamino)naphthalene-2,3-dicarboxylate: An
electroneutral solvatochromic fluorescent probe. Journal of Colloid and Interface
Science, v. 467, p. 81-89, 2016.

MATIADIS, D. et al. Synthesis and (fluoro)solvatochromism of two 3-styryl-2-
pyrazoline derivatives bearing benzoic acid moiety: A spectral, crystallographic and
computational study. Journal of Molecular Liquids, v. 331, p. 115737, 2021.

MCRAE, E. G. Theory of solvent effects on molecular electronic spectra. Frequency
shifts. Journal of Physical Chemistry, v. 61, n. 5, p. 562-572, 1957.

MUNIZ-MIRANDA, F.; PEDONE, A.; MUNIZ-MIRANDA, M. Spectroscopic and
DFT investigation on the photo-chemical properties of a push-pull chromophore: 4-
Dimethylamino-4'-nitrostilbene. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and

Biomolecular Spectroscopy, v. 190, p. 33-39, 2018.

NAN, Z. et al. Interaction of graphene oxide with bovine serum albumin: A
fluorescence quenching study. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and

Biomolecular Spectroscopy, v. 210, p. 348-354, 2019.

NANDI, A.; GHOSH, R.; PALIT, D. K. Excited state relaxation pathways of 4-
dimethylamino-B-nitrostyrene: Effect of solvent polarity and donor-acceptor
conjugation. Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, v. 321, p.
171-179, 2016.

NI, Y.; SU, S.; KOKOT, S. Spectrofluorimetric studies on the binding of salicylic acid
to bovine serum albumin using warfarin and ibuprofen as site markers with the aid of

parallel factor analysis. Analytica Chimica Acta, v. 580, n. 2, p. 206-215, 2006.

OBERLE, J. et al. Study of the intramolecular charge-transfer (ICT) process in 4-

dimethylamino-4’-nitrostilbene by picosecond time-resolved CARS. Journal of



77

Raman Spectroscopy, v. 31, n. 4, p. 311-317, 2000.

OLSON, R. E.; CHRIST, D. D. Chapter 33. Plasma Protein Binding of Drugs. Annual
Reports in Medicinal Chemistry, v. 31, n. C, p. 327-336, 1996.

PATEL, S.; KISHOR, K.; DATTA, A. Spectrochimica Acta Part A : Molecular and
Biomolecular Spectroscopy Competitive binding of Chlorin p 6 and Dansyl- L -Proline
to Sudlow ’ s site II of human serum albumin. v. 138, p. 925-931, 2015.

QURESHI, Mohd Aamir et al. Molecular interactions of esculin with bovine serum
albumin and recognition of binding sites with spectroscopy and molecular docking.

Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, p. 1-15, 2022.

RAHMAN, M. M.; RAHMAN, M. H.; RAHMAN, N. N. Competitive binding of
ibuprofen and naproxen to bovine serum albumin : modified form of drug-drug
displacement interaction at the binding site. Pakistan journal of pharmaceutical
sciences, v. 18, n. 1, p. 43-47, 2005.

RAMOS, A. S. F.; TECHERT, S. A directly linked pyrene-dimethylaniline derivative as
a potential biochemical sensor for the microenvironmental dielectric properties of the
active site of enzymes. Physical Chemistry Chemical Physics, v. 5, n. 23, p. 5176-
5181, 2003.

SHAHID, M.; CHAWLA, H. M. Dansylated adenine as a molecular probe for exploring
hydrophobic pocket of bovine serum albumin (BSA) and its utility for mercury ion
recognition. Journal of Luminescence, v. 188, n. April, p. 460-464, 2017.

SHERMAN, J.; SHERMAN, J. Chapter One. Walking on Air, p. 3-23, 2014.

SINGH, I. R.; MITRA, S. Interaction of chlorpropamide with serum albumin: Effect on
advanced glycated end (AGE) product fluorescence. Spectrochimica Acta - Part A:

Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 206, p. 569-577, 2019.

SUDLOW, G.; BIRKETT, D. J.; WADE, D. N. The characterization of two specific
drug binding sites on human serum albumin. Molecular Pharmacology, v. 11, n. 6, p.
824-832, 1975.

SUN, X. et al. Multispectral and molecular docking investigations on the interaction of
primethamine/trimethoprim with BSA/HSA. Journal of Biomolecular Structure and
Dynamics, v. 38, n. 3, p. 934-942, 2020.



78

TAFT, R. W. et al. Linear solvation energy relations. Journal of Solution Chemistry,
v.14,n. 3, p. 153-186, 1985.

THIPPERUDRAPPA, J. et al. Effect of solvents, solvent mixture and silver
nanoparticles on photophysical properties of a ketocyanine dye. Luminescence, v. 32,
n. 1, p. 51-61, 2017.

TRANSIENT, P.; SPECTRA, R.; SOLVENTS, P. 4-Dimethylamino-4’-nitrostilbene in.
V. 26, n. March, p. 841-845, 1995.

VAZQUEZ, M. E.; BLANCO, J. B.; IMPERIALLI, B. Photophysics and biological
applications of the environment-sensitive fluorophore 6-N,N-dimethylamino-2,3-
naphthalimide. Journal of the American Chemical Society, v. 127, n. 4, p. 1300-
1306, 2005.

WANG, B. L. et al. Multi-spectroscopic approaches and molecular simulation research
of the intermolecular interaction between the angiotensin-converting enzyme inhibitor

(ACE inhibitor) benazepril and bovine serum albumin (BSA). Spectrochimica Acta -

Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 212, p. 15-24, 2019.

WANG, Q. et al. Binding interaction of atorvastatin with bovine serum albumin:
Spectroscopic methods and molecular docking. Spectrochimica Acta - Part A:

Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 156, p. 155-163, 2016.

WANI, T. A. et al. Molecular docking and experimental investigation of new indole
derivative cyclooxygenase inhibitor to probe its binding mechanism with bovine serum
albumin. Bioorganic Chemistry, v. 89, n. May, p. 103010, 2019.

WIELGUS, M.; BARTKOWIAK, W.; SAMOC, M. Two-photon solvatochromism. I.
Solvent effects on two-photon absorption cross section of 4-dimethylamino-4'-
nitrostilbene (DANS). Chemical Physics Letters, v. 554, p. 113-116, 2012.

ZHANG, H. X. et al. Studies on the interaction of tricyclazole with B-cyclodextrin and
human serum albumin by spectroscopy. Journal of Fluorescence, v. 16, n. 3, p. 287—
294, 2006.

ZHANG, K. et al. Rational design of coumarin fluorophore with solvatochromism, AIE
and mechanofluorochromic enhancement properties. Dyes and Pigments, v. 185, n.
PA, p. 108898, 2021.



ZUNIGA-NUNEZ, D. et al. Theoretical rationalisation of the photophysics of a TICT
excited state of cinnamoyl-coumarin derivatives in homogeneous and biological
membrane models. Physical Chemistry Chemical Physics, v. 20, n. 43, p. 27621—
27629, 2018.

79



