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RESUMO

A Albumina do Soro Humano (HSA) desempenha um papel importante no transporte de
substancias com propriedades farmacologicas devido a sua alta concentragcdo e
especificidade plasmatica, colocando-a como uma das proteinas fundamentais
responsaveis pela implicagdo farmacocinética dos farmacos. O derivado de aminoacido
dansilglicina (DanGly) ¢ um marcador fluorescente especifico para o sitio I na HSA.
Além disso, ao se ligar a proteina, a DanGly adquire quiralidade, uma caracteristica que
também pode ser usada para caracterizar o sitio de ligagdo de novos compostos na HSA.
Este trabalho teve como objetivo elucidar a indugdo de quiralidade na DanGly por sua
ligacdo com a HSA. Os espectros de Dicroismo Circular Eletronico (ECD) da DanGly
(100 pM) na auséncia ou presenga de HSA (30 uM) em solugdo fosfato de sodio 50 mM
em pH 7,0 foram obtidos num espectropolarimetro Jasco J-815 a 25° C com uma
resolucdo de 1 nm numa velocidade de 50 nm/min. Os ECDs teoricos foram simulados
usando a abordagem da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com os funcionais
hibridos B3LYP e CAM-B3LYP no conjunto de bases 6-311 ++ G (2d, p) e o Modelo
de Solvagdo baseado em Densidade (SMD) para os solventes etanol, metanol,
acetonitrilo, dgua e tetra-hidrofurano; os céalculos foram realizados com o programa
Gaussian09. A formag¢do do complexo DanGly-HSA em tampdo resultou no
aparecimento de um espectro positivo de ECD centrado em 346 nm. Considerando que
o sinal do ICD deve surgir a partir de uma conformagao quiral da DanGly adquirida por

ligacdo na proteina, os célculos foram inicialmente realizados para obter as



conformagdes estaveis com foco na inversdo da configuracdo centrada no atomo de
nitrogénio: grupo alfa-amino. No entanto, ambas as configuracdes: R e S mostraram
sinais de ECD semelhantes, positivos para configuracdo R e negativo para configuracao
S. Calculos da superficie de energia potencial (PES) da DanGly foram realizados,
enfocando os angulos diédricos formados pela ligagdo do grupo -N (CHj3), do anel
naftalenico. A analise das varias conformacgdes obtidas e seus respectivos ECDs tedricos
revelaram que o diedro de 150° (ECD positivo centrado em 320 nm) apresentou
excelente similaridade com o espectro experimental. Por outro lado, o diedro de 80°
apresentou um sinal do espectro de ECD oposto ao observado experimentalmente. Além
disso, observamos que o atomo de nitrogénio do grupo -N (CH3), apresentou a maior
contribui¢do para a transigdo HOMO-LUMO que da origem a transi¢@o eletronica n-pi*
envolvida na gera¢do do sinal de ECD. A analise de docking molecular, usando o
programa GOLD 5.5, da complexacao entre DanGly e HSA revelou uma conformagao
com um diedro similar (150°) aquele obtido teoricamente (DFT) e cujo ECD esta em
acordo com o resultado experimental. Em conclusdo, através do estudo das possiveis
conformagdes para a dansilglicina e o célculo do seu ECD teorico, foi possivel

identificar a origem do sinal de ECD obtido pela complexagdo entre DanGly e HSA.

Palavras chave: Dansilglicina, Albumina, Sitios de ligacdo, Dicroismo Circular

Eletronico.



ABSTRACT

Human serum albumin (HSA) plays an important role in the transport of substances
with pharmacological properties due to their high plasma concentration and specificity,
placing it as the fundamental protein responsible for the pharmacokinetic implication of
the drugs. The dansylglycine amino acid derivative (DanGly) is a fluorescent marker
specific for the II site on the HSA. In addition, when binding to the protein, DanGly
acquires chirality, a feature that can also be used to characterize the binding site of new
compounds in albumin. This work aimed to elucidate the induction of chirality in the
DanGly by its bonding to the HSA. Experimental Electronic Circular Dichroism (ECD)
spectra of DanGly (100 uM) in the absence or presence of HSA (30 pM) in 50 mM
sodium phosphate buffer pH 7.0 were obtained in a Jasco J-815 spectropolarimeter at
25° C. The spectra were obtained with a resolution of 1 nm and a scanning speed of 50
nm/min. The theoretical ECDs were simulated using the Density Functional Theory
(DFT) approach with the hybrid functional B3LYP and CAM-B3LYP in the base set 6-
311 ++ G (2d, p) and the implicit Solvation Model based on Density (SMD) for the
solvents ethanol, methanol, acetonitrile, water and tetrahydrofuran; the calculations
were performed with the Gaussian09 program. The DanGly -HSA complex formation in
buffer resulted in the appearance of a positive ECD spectrum centered at 346 nm.
Considering that the ICD signal should arise from a chiral conformation of the DanGly
acquired by binding in the protein, calculations were initially performed to obtain the
stable conformations focusing on the inversion of configuration centered on the nitrogen
atom: alpha-amino group. However, both configurations: R and S showed similar ECD
signals, positive for R configuration and negative for S configuration. Calculations of
the potential energy surface (PES) of the DanGly were performed, focusing on the

dihedral angles formed by the bonding of the -N(CHj3), group of the naphthalene ring.



The analysis of the various conformations obtained and their respective theoretical
ECDs revealed that the 150 © dihedral (ECD positive centered at 320 nm) presented
excellent similarity with the experimental spectrum. On the other hand, the 80° dihedral
showed a signal of the ECD spectrum opposite to that observed experimentally. In
addition, we observed that the nitrogen atom of the -N(CH3), group presented the
greatest contribution to the HOMO-LUMO transition that gives rise to the n-pi *
electronic transition involved in the generation of the ECD signal. The molecular
docking analysis, using the GOLD 5.5 program, of the complexation between DanGly
and HSA revealed a conformation with a dihedral similar (150°) to that obtained
theoretically (DFT) and whose ECD is in agreement with the experimental result. In
conclusion, through the study of the possible conformations for dansylglycine and the
calculation of its theoretical ECD, it was possible to identify the origin of the ECD

signal obtained by the complexation between DanGly and HSA.

Key words: dansylglycine, Albumin, Bonding sites, Eletronic Circular Dichroism.
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1. INTRODUCAO

Nesta dissertacdo pretendemos apresentar o estudo da molécula DanGly do
ponto de vista da Simulacdo Computacional e experimental. Este aminoacido tem sido
usado como sonda fluorescente na caracterizagdo dos sitios de interagdo na HSA. A
HSA confere um importante papel no transporte de substdncias com propriedades
farmacologicas devido a sua alta concentragdo no plasma e especificidade colocando-a
como a proteina fundamental responsavel na implicagdo farmacocinético dos
medicamentos (LINDUP, 1981).

De acordo com SUDLOW e colaboradores em meados de 1970 surgiu um dos
avancos no estudo da ligagdo HSA-farmaco. Esses pesquisadores usaram uma variedade
de farmacos e aminoacidos dansilados fluorescentes em estudos de ligacdo e
competicdo para identificar os principais sitios de ligagdo de farmacos na HSA
(SUDLOW, 1975). Os aminoécidos dansilados sdo estudados por permitirem entender
as interacdes moleculares e determinar o sitio em que um novo farmaco se liga com
maior afinidade.

A HSA ¢é uma das proteinas mais abundantes no plasma humano, se encontra
predominantemente nos fluidos corporais, possuindo muitas fung¢des fisioldgicas devido
a sua alta capacidade como portadora e como reservatorio para moléculas endogenas e
exogenas (FANALI, 2012). Apresenta-se como um monomero de 67 kDa possuindo
trés dominios globulares, sendo eles divididos em dois subdominios os quais sdo
denominados de subdominios TA, IIA, IB, 1IB, IIIA e IIIB. Os principais sitios de
ligacdo para farmacos, referidos como sitio I e sitio II estdo localizados nas cavidades
hidrofobicas dos subdominios IIA e IIIA, respectivamente (RYAN et al., 2011).

A relevancia em entendermos as bases estruturais da especificidade da interagao

entre a HSA e moléculas consideradas como farmacos € devido ao fato de buscarmos e



aperfeicoarmos um melhor entendimento da interacdo molecular que poderd definir
entdo as possiveis abordagens terapéuticas para o tratamento de enfermidades e no
alivio de sintomas advindos de doengas ou sindromes (GRAHAM, 2003).

A Simulagdo Computacional sera utilizada na busca de um maior entendimento
das interagdes entre a biomolécula HSA e o aminoacido DanGly, buscando subsidios
tedricos para uma possivel comparacdo entre os resultados experimentais. Outra
propriedade da simulagdo computacional a ser utilizada é o seu carater preditivo das
propriedades quimicas e fisicas de sistemas de interesse como, por exemplo, na predi¢do
da conformacao adotada pela DanGly no sitio ativo da HSA (GUSTEREN et al., 2008).

A caracterizagdo de como um farmaco pode se ligar na HSA, torna-se de suma
importancia, podendo afetar a sua distribui¢do no corpo, a taxa de metabolismo e de
excrecdo. Sendo assim, a caracterizagdo estrutural e energética leva a parametros que
auxiliam na determinacdo de afinidade entre as espécies, a constante de ligacdo e o
numero de sitios de ligacdo. Com este intuito utilizaremos o aminoacido DanGly no
estudo e caracterizacdo dos sitios de ligagdes a HSA.

O objetivo de estudarmos aminoacidos dansilados ¢ devido ao seu alto
rendimento quantico de fluorescéncia, esta propriedade aumenta consideravelmente
quando ligados aos sitios da HSA. Observando um deslocamento para comprimentos de
onda menores (para a cor azul do espectro eletromagnético), devido a ocorréncia de um
fenémeno tipico de mudanca do meio hidrofilico para o meio hidrofébico no interior da
proteina. Sendo assim, com a diminui¢do da fluorescéncia do complexo HSA-
aminoacido dansilado provocado pela adicdo de um farmaco especifico se obtém um
parametro analitico para deteccdo do seu sitio de ligacdo (LAKOWICZ, 2006).

Outra abordagem experimental que pode fornecer informagdes fundamentais

sobre a interagdo entre as biomoléculas e os farmacos sdo os métodos espectrais de



dicroismo circular, CD (Circular Dichroism), e eletronico, ECD (Electronic Circular
Dichroism). Esses métodos sdo tteis no estudo das provaveis configuracdes, das
conformagdes e das interagdes entre as biomoléculas, que apresentam o fenomeno da
quiralidade, e outras moléculas de menor tamanho como os farmacos, e também no
estudo da influéncia de solventes (RODE, 2013). A espectroscopia na regido do Ultra
Violeta e Visivel do espectro eletromagnético, a simplicidade operacional, elevada
velocidade analitica e baixo custo, pode ser utilizada para observar o comportamento da
DanGly nos diferentes solventes que serdo apresentados.

Neste contexto, nessa dissertacdo procuramos estudar a interagdo entre a
molécula DanGly com a proteina HSA tanto do ponto de vista tedrico como
experimental. O foco € a obtengdo dos espectros de Dicroismo Circular Eletronico da
dansilglicina no vacuo e em solventes como: etanol, metanol, acetonitrila, agua ¢ THF,
e o uso do Ultra Violeta e Visivel do espectro eletromagnético. Pretendendo-se
estabelecer as conformagdes de menor energia adotada por esta molécula nos dominios
de interacdo com a HSA através do célculo da superficie de energia potencial no vacuo

e nos solventes citados acima.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para deixarmos o leitor ciente, neste capitulo utilizaremos o livro do autor
Theodore Peters, “All about albumin”, 1996. Acreditamos que este livro apresenta
temas relevantes sobre a albumina, pois como se trata de um livro que aborda
somente este tema, apresenta especificidades que consideramos importantes para a
redagdo desta dissertacdo, e assim, para a elucidacdo do tema. Logo, trataremos de
maneira abrangente sobre a albumina, suas propriedades e conformacdes com a

mudanga de pH.

2.1. Albumina de Soro Humano (HSA)

A albumina do soro humano (HSA) é uma das proteinas mais abundantes no
plasma humano, se encontra predominantemente nos fluidos corporais. Uma das
fungdes principais da albumina, entretanto consiste em sua capacidade de transportar
diversos tipos de substincias fisiologicamente importantes como acidos graxos de
cadeia longa, hormoénios como a tiroxina, o cortisol, a aldosterona e pequenos ions
como calcio, cobre, niquel e zinco para todos os lugares do corpo. Conhecida pela
facilidade de se ligar a moléculas menores de diversos tipos faz com que a albumina
seja comparada a uma esponja da circulacdo. Apresentando em sua estrutura trés

dominios fornecendo uma variedade de subdominios (GUNDRY et al., 2007).

Os principais sitios de ligacdo para produtos farmacéuticos, referidos como sitio
I e sitio II, estdo localizados nas cavidades hidrofobicas dos subdominios IIA e IIIA,
respectivamente. O sitio I ¢ geralmente mencionado como o local de ligacdo a varfarina,

possuindo também alta afinidade pelo piroxicam, fenilbutazona, entre outros. O sitio II,



denominado local de ligacdo a benzodiazepina, possui alta afinidade para diazepam,

ibuprofeno, entre outros (GRACIANI; XIMENES, 2013).

2.1.1. Propriedades Da Albumina

A albumina ¢ uma proteina formada por 585 aminoacidos constituida por uma
cadeia de polipeptidio, apresentando um peso molecular de aproximadamente 67 kDa,
sustentada por 17 pontes de dissulfeto, proporcionando a caracteristica de proteinas
extracelulares onde contribui para a estabilidade das proteinas plasmaticas na
circulagdo. Possui trés dominios globulares que sdo numerados em I, II e III. Sendo que
no caso da albumina, os trés dominios, apesar de semelhantes, possuem diferentes
funcdes de ligacdo ao ligante, formando um ambiente altamente irregular (SUGIO et
al.,1999). Em sua arquitetura interna existem varias interagdes distintas entre residuos
de aminoacidos distribuidos de forma assimétrica que podem acomodar um conjunto
estrutural de diversos ligantes em grande parte hidrofobicos No ultravioleta proximo
(240-400 nm), o espectro de absorbancia da HSA aparece com um pico proximo de 280
nm, devido a presenca de apenas um triptofano localizado no subdominio IIA na
posi¢do 214 ao longo de sua estrutura, atribuindo a proteina fluorescéncia (PETERS,
1996; HE; CARTER, 1992). Os trés dominios globulares da HSA e seus respectivos

subdominios sdo apresentados na Figura 1(PDB: SORI, BUJACZ A. et al., 2017).
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Figura 1. Dominios e subdominios da estrutura terciaria da HSA

GHUMAN et al., 2005, apresentaram ¢ definiram as bases estruturais para o
estudo da interagdo entre as farmacos ¢ a HSA. Utilizando as técnicas de difra¢dao de
Raio X, foram identificados os principais residuos da biomolécula, que conferem
especificidade a interacdo e a acomodacgdo flexivel do farmaco durante a interacdo

(FEIXAS et al., 2014)

Consequentemente, a investigacdo das interagdes farmaco e HSA sempre foram
de grande interesse do ponto de vista farmacologico. De maneira que, em meados da
década de 1970, SUDLOW e colegas usaram uma variedade de farmacos e aminoacidos
dansilados fluorescentes em experimentos de competicdo para identificar dois sitios
principais de ligacdo de farmacos na HSA (SUDLOW et al., 1975). Apds determinacdo
das estruturas cristalograficas, confirmaram que os sitios de farmacos I e II, estdo
localizados em subdominios ITA e IIIA. Dividiram estes compostos em dois grupos: os

que se ligam ao sitio de ligagdo a varfarina (sitio I), que compreende os acidos dansil-L-



cisteina, dansil-L-arginina, dansil-L-glutamina, e dansilamida; e os que se ligam a
benzodiazepina sitio de ligagdo (sitio II), que inclui dansilsarcosine, dansil-
alphaaminobutiric acido, dansil-hidroxi-L-prolina e dansil-L-prolina (GRACIANI;
XIMENES, 2013), e farmacos anti-inflamatérios ndo esterdides como ibuprofeno e

naproxeno (PETERS, 1996).

2.2. Dansilados

Neste capitulo alguns artigos serdo utilizados como referéncia em particular
aquele intitulado “Structural basis of binding of fluorescent, site-specific dansylated
amino acids to human serum albumin” dos autores ALI J. R.; GHUMAN, 1I.;

ZUNSZAIN, P. A.; CHUNG, C. W.; CURRY, S., 2011.

Serdo apresentados conceitos a respeito dos aminoacidos dansilados e seus sitios
especificos em relagcdo & proteina albumina do soro humano (HSA), considerando de
forma detalhada a maneira como interagem com a HSA em cada sitio e a influéncia do

meio na sua estrutura.

Adiante, iremos tratar a respeito do aminoacido dansilglicina (DanGly) que ¢
usado como sonda para deteccdo da sua ligagdo ao sitio e a geragdo de um novo sinal de
dicroismo circular induzido (ICD) para o complexo proteina-ligante, compreendendo
que o DanGly ¢ uma molécula opticamente inativa quando em solucdo. Além disso,
iremos apresentar uma visdo mais ampla para as varias aplicagdes onde compostos
(aminoacidos, lipideos, proteinas, farmacos, etc) sdo marcados com o grupo dansil para

que possam ser estudados por fluorescéncia.



2.2.1. Aminoacidos Dansilados

O uso dos aminoacidos dansilados possui grande importancia por apresentarem
um aumento significativo de seus rendimentos quanticos quando ligados a proteina
albumina. Do mesmo modo, um deslocamento do maximo de emissdo para o azul ¢
caracteristicamente observado. Este fendmeno se relaciona a mudanga do meio
hidrofilico para o meio hidrofébico da proteina. Consequentemente, quando existe a
formag@o do complexo proteina-amino a adi¢do de um medicamento especifico resulta
na diminui¢do da fluorescéncia, e este € o parametro analitico para a detecgdo do seu

local de ligacdo (GRACIANI; XIMENES, 2013).

Sabendo que a proteina mais abundante no sangue, HSA, desempenha um papel
crucial na fungdo de transportar a maioria dos compostos orgdnicos quando a ela se
ligam, bem como a sua distribuicao, metabolismo e concentragdo livre do medicamento
presente no sangue, se relaciona intimamente a ligagdes com a HSA (BERTUCCI et al.,
2002). Como citado no capitulo anterior, a HSA possui sitios de ligacdo com
seletividades especificas, possuindo trés dominios homologos, nomeados de I, II e III,
cada um dos quais ¢ dividido em dois subdominios (CURRY et al., 1998). Entre esses
subdominios, o sitio I (no subdominio IIA) e o sitio II (no subdominio IIIA) tém
importancia fisioldgica na ligacdo a um grande numero de farmacos (YAMASAKI et
al., 1996). Uma maneira de localizar o ligante em sitios de ligacdo na HSA se baseia
nos estudos de estruturas obtidas a partir da difracdo de raios X, como citado
anteriormente, os aminoacidos dansilados por serem altamente fluorescentes, podem ser

usados na competi¢do de ensaios de ligacdo (ALI J. R. et al., 2011).

Segundo SUDLOW et al., 1975, a determinag@o dos locais de ligagdo ao sitio

na HSA se deve as propriedades fisico-quimicas das cadeias laterais dos aminoacidos



dansilados. Os que possuem cadeias laterais hidrofobicas como, por exemplo, a dansil-
L-fenilalanina e a dansil-L-norvalina, sdo especificos do sitio II, assim como os
aminoacidos dansilados, dansilsarcosina e a dansil-L-prolina, que tem um grupo amino
metilado. Os aminodcidos dansilados com cadeias laterais polares ou carregadas se
ligam preferencialmente ao sitio I como, por exemplo, a dansil-L-asparagina, a dansil-L-

arginina e o dansil-L-glutamato.

2.2.2. Interacdes Do Sitio I

A capacidade do sitio I ligar aminodcidos dansilados com cadeias laterais
polares carregadas e ndo carregadas e por apresentar uma geometria favoravel devido ao
tamanho da cavidade, pode acomodar cadeias laterais de médio e grande porte e
também por possuir grupos polares, estabilizando assim as cadeias laterais dos

compostos dansilados.

GHUMAN et al., 2005; PETITPAS et al., 2001, descreveram o comportamento
da estrutura do aminoécido dansil-L-asparagina (DanN), quando ligado a HSA livre de
acidos graxos. Foi observado que o grupo dansil se liga no centro do sitio I localizado
no subdominio ITA, entre as cadeias laterais do aminoacido Alanina na posicao 291
(Ala-291) e da Leucina na posi¢ao 238 (Leu-238) apresentado na Figura 2 (PDB:50RI,
BUJACZ A. et al., 2017). O grupo dimetilamina do anel da dansila se encontra proximo
das cadeiras laterais de Leu-257, Ala-261, Serina na posicao 289 (Ser-289) e uma parte
alifatica da Arginina na posi¢do 257 (Arg-257). A outra extremidade da molécula ¢
arranjada proxima da entrada polar na cavidade de ligacdo. O nitrogénio do grupo amida
da fragdo sulfonamida forma uma ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonil do amino

acido Ala-291, enquanto um dos atomos de oxigénio do grupo SO, forma uma ligagao



10
de hidrogénio da cadeia lateral da Arg-222 em um lado da entrada da cavidade. O grupo
carboxilato do aminoacido forma duas interagoes eletrostaticas com as cadeias laterais

basicas dos amino acidos Lys-199 e Arg-222.

sitio Il 3 ( {

¥ 4 sitio |

Figura 2. Visdo geral da DanN vinculada aos sitios I e II dos formacos na HSA

Essas observacdes foram consistentes para provar que a maior afinidade da
danil-L-asparagina interage com o sitio [ da HSA. GHUMAN et al., 2005 relataram que
DanN interage fracamente com o subdominio IB, em que os grupos de aminoacidos
estdo todos expostos ao solvente e suas cadeias laterais ndo fazem contato significativo
com a proteina. O aminoacido DanN ndo deveria se ligar a este subdominio na auséncia
de acido graxo, resultando assim numa interagdo cooperativa entre 0 composto
dansilado e o acido graxo. Segundo SIMARD et al., 2006, essa interagdo ndo parece ser
tdo significativa para aminoacidos dansilados porque a sua ligagdo é dependente de

interagdes com lipideos ligados, e que é pouco provavel estar presente em condig¢des
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normais devido a baixa afinidade do local para acidos graxos no subdominio IB(ALI J.
R. et al., 2011). Logo, com a existéncia de ligagdes de acidos graxos no subdominio
IITA elas se sobrepdem extensivamente ao sitio I, impedindo a DanN de se ligar nesta

regido da proteina.

2.2.3. Interacoes Do Sitio 11

Uma vez que os sitios de ligagdo de acidos graxos localizados no subdominio
IITA se sobrepdem extensivamente com o local do sitio II, estudos realizados por ALI J.
RYAN et al., 2011, investigaram trés complexos binarios para a caracterizagdo do sitio
II, na qual apresentaremos dois destes aminoacidos. Dois destes sitios possuiam grandes
cadeias laterais hidrofobicas no grupo de aminoacidos dansil-L-norvalina (DanNV), e o
aminoacido dansilsarcosina (DanSRC), que por sua vez ¢ um derivado de dansilglicina,
apresenta um grupo amida metilada. O grupo dansil ¢ o responsavel pelas interacdes

mais importantes destes aminoacidos no sitio I da HSA.

O grupo dansil dos aminoacidos DanNV e DanSRC ocupam a mesma posi¢ao
no local de ligacdo entre as cadeias laterais de Asn-391 e Phe-403 de um lado e Leu-
453, do outro lado, como mostra a Figura 3a e 3b (PDB: 2XVQ e 2XWI1, RYAN, A.J.
et al., 2011). O grupo da dimetilamina ocupa a parte mais profunda da cavidade
proteica, interagindo com as cadeias laterais apolares de Ile-388, Val-433 e a ligacdo
dissulfeto formada por Cys-393 e Cys-438 (BHATTACHARYA et al., 2000,

GHUMAN et al., 2005).
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b)

Figura 3. (a) DanNV e (b) DanSRC, comparagdo da ligacdo ao sitio II de firmacos da HSA

Os aminoacidos dansilados que apresentam o grupo SO, ocupam a mesma
posigdo que o grupo SO3; do composto sulfato de indoxila que ¢ uma toxina urémica

ligada a proteina derivada do metabolismo do triptofano presente na dieta (BARRETO
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et al., 2014). Em relagdo ao atomo de oxigénio dos dois aminoacidos dansilados,
DanNV e DanSRC que estdo ligados ao grupo SO,, um deles forma uma ligacdo de
hidrogénio com a cadeia lateral de Tyr-411. Portanto, a distancia entre esses grupos ¢ de
3,7 A para DanNV e 4,1 A para DanSRC. A variacdo dos valores das distincias de
ligacdo ¢ devido as possiveis orientagdes dos grupos SO, que aparecem de acordo com o
posicionamento dos grupos dos diferentes compostos dansilados. Os grupos carboxilato

destes aminoacidos formam uma interacao eletrostatica com a cadeia lateral de Lys-411.

Na presenca de DanNV ou DanSRC, a cadeia lateral de Arg-410 sofre uma
rotacdo girada em direcdo ao solvente, de maneira que desta rotagdo aparece uma parede
hidrofobica no local do sitio I que entra em contato com as cadeias laterais apolares de
DanNV e o grupo metilo adicionado a sulfonamida em DanSRC. As cadeias laterais
hidrofobicas de Leu-396, Phe-403, Ala-406, Leu-407 e a porgdo apolar de Arg-410 sdo
os principais contatos feitos por esses grupos funcionais apolares. Logo, essa parede
hidrofobica do local do sitio II, ndo ¢ suficiente para a fixacdo completa das cadeias
laterais dos aminoacidos dansilados, que permanecem parcialmente expostos ao

solvente (SUDLOW et al., 1975).

Segundo SUDLOW et al., 1975, o sitio II ¢ um local secundario para ligagdes
dos compostos especificos localizados no sitio I. Como mencionado no topico anterior,
a unidade dansilada de DanN se liga a cavidade do mesmo forma observada para
DanNV e DanSRC. Apesar disso, a polaridade da cadeia lateral Asn de DanN sofre uma
rotacdo em relacdo as conformagdes observadas para as cadeias laterais de DanF e
DanNV e ndo faz contato com a parede hidrofobica formada por Leu-396, Phe-403,
Ala-406 e Leu-407. Apesar de que a cadeia lateral de Asn permite fazer uma unica
ligagdo de hidrogénio (3,2 A) com a cadeia lateral de Asn-391, isto parece insuficiente

para superar a sua incapacidade de se tornar favoravel contatos apolares com o bolso e
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provavelmente respondem pelo menor afinidade de DanN para o sitio II (SUDLOW et

al., 1975).

Dos trés aminoacidos estudados, a DanSRN por ser derivada da dansilglicina,
apresentou um interesse maior para compreensdo da interacdo da DanGly no sitio da
HSA. A DanSRC ndo se liga ao sitio [ devido a presenga de uma ligacao de hidrogénio
do grupo amida central dos aminoacidos dansilados para a cadeia principal de oxigénio
do grupo carbonilo de Ala-291. Por apresentar um grupo amida na sua estrutura o
DanSRC ¢ bloqueado por uma metila, ndo podendo fazer a interagdo de ligacdo de
hidrogénio onde as estruturas da metilacdo da amida criaria um choque estérico com
Ala-291 impedindo o grupo dansil de DanSRC de adotar a conformagdo favorecida

pelos compostos especificos do sitio I como o DanN .

2.3. Dansilglicina (DanGly)

A Dansilglicina apresentada na Figura 4 pertence a uma classe de aminoacidos
dansilados, que sdo largamente utilizados como sondas de fluorescéncia para a
caracterizacdo de locais de ligacdo na proteina albumina. A caracterizagdo de como um
farmaco se liga a albumina permite a realizacdo de andlises farmacocinéticas, quando

um novo medicamento é descoberto ou sintetizado.
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Figura 4. Molécula da Dansilglicina

Como farmacos dos mesmos sitios de ligacdo na HSA competem entre si pela
ligacdo a proteina, sua distribui¢do e metabolismo no sangue ¢é alterada. Deste modo, ¢

importante identificar o sitio de ligacdo de um farmaco na HSA.

Esta bem estabelecido que a estrutura tridimensional da HSA ¢ dependente do
pH, e varias conformagdes foram caracterizadas. Entre eles, a forma normal (N) em pH
7,0, forma basica (B) em pH acima de 8,0 e a forma de migracao rapida (F) em pH
abaixo de 4,3. Estas formas sdo caracterizadas por alteragdes nas proporgdes do
conteido da hélice alfa e da folha-beta, e também na sua estrutura tercidria
(CHATTERIJEE T. et al., 2012). Com a diminuicao do pH induz uma expansdo da
proteina e o deslocamento do dominio IIIA, que atinge o deslocamento maximo em
cerca de pH 2,5. Por outro lado, a forma bésica ¢ caracterizada pela perda de rigidez,

que afeta a regido N-terminal da proteina (DOCKAL M. et al., 2000).

De acordo com GRACIANE e XIMENES et al., 2013, a HSA em meio basico
(pH 7,0 € 9,0), e em meio acido (pH 2,0), perde parcialmente sua capacidade de ligagao

com a DanGly. Logo em pH 3,5 a proteina reteve a maior parte de sua capacidade de
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ligacdo a DanGly, lembrando que, em pH 3,5, a HSA ja estava expandida e a separagdo

do dominio IITA do restante da molécula € a principal alteracao da proteina.

2.3.1. Técnicas Para O Estudo Da Ligacio De Farmacos

Elucidamos no capitulo anterior que a HSA interage com uma série de
compostos endogenos e exogenos relativamente insoluveis e uma grande variedade de
farmacos, permitindo o seu transporte por todo o corpo. Porém, quando possui uma alta
afinidade com o farmaco a HSA reduz a concentragdo livre do mesmo, operando de
maneira favoravel ou como uma desvantagem para a sua eficacia, dependendo do alvo
do farmaco (PETERS, 1996). Como a HSA apresenta caracteristicas de extrema
importancia, novos estudos tem se voltado para investigacdo da interacdo farmaco-

proteina com métodos mais especificos.

Algumas das técnicas mais utilizadas sdo adequadas para determinar os
parametros de ligacdo de farmacos as albuminas séricas, como ultrafiltragdo (UF),
calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC), e biossensores Opticos, fluorescéncia,
dicroismo circular eletronico (ECD) ressondncia magnética nuclear (RMN)
espectroscopia na regido do Ultra Violeta e do Visivel do espectro eletromagnético,
cristalografia de raios X e espectrometria de massa (MS) (BERTUCCI et al., , 2010).
Ressaltando-se que toda técnica apresenta suas vantagens e desvantagens, porém
sempre auxiliando na maior compreensdo dos processos biologicos (BERTUCCI et al.,
2008). Devido ao grande numero de técnicas, e como este estudo utilizou as técnicas de
espectroscopia na regido do Ultra Violeta e do Visivel do espectro eletromagnético e
espectroscopia de dicroismo circular eletronico, discutiremos a seguir com mais

detalhes as mesmas.
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2.3.2. Espectroscopia Na Regiiio Ultra Violeta E Do Visivel

Nas regides do espectro eletromagnético, que chamamos de Ultra-violeta (UV) e
visivel (VIS) a maioria das moléculas organicas e dos grupos funcionais sdo

transparente. A regido do espectro eletromagnético situa-se de 190 nm a 800 nm.

2.3.3. Excitacoes Eletronicas

Quando uma radia¢do continua atravessa um material, uma parte da radiagdo
pode ser absorvida. Assim, a radiacdo residual, ao atravessar um prisma, produz um

espectro, conhecido como espectro de absorcao.

Atomos ou moléculas passam de um estado de energia mais baixa (estado
fundamental), para o estado de energia maior (estado excitado). De maneira que, a
radiacdo eletromagnética absorvida apresenta energia exatamente igual a diferenca de

energia entre os estados excitadas e fundamental.

Na espectroscopia UV-Vis, as transi¢des ocorrem entre niveis de energia
eletrénicos. Quando uma molécula absorve energia, um elétron ¢ promovido de um
orbital ocupado para um orbital desocupado de maior energia. A transi¢do mais
provavel ¢ do orbital ocupado de maior energia (HOMO) para o orbital de menor

energia (LUMO) (PAVIA et al., 2016).

2.3.4. Dicroismo Circular Eletronico (ECD)

A espectroscopia de dicroismo circular eletronico (ECD) € uma técnica em que o

ECD de moléculas ¢ medido em uma faixa de comprimentos de onda do espectro
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eletromagnético; e largamente utilizada para estudar moléculas quirais de todos os tipos
e tamanhos, mas ¢ no estudo de moléculas bioldgicas de alto peso molecular, onde

encontra suas aplicagdes mais importantes.

A técnica se Dbaseia na irradiagio da  substancia por luz
circularmente polarizada na regido do UV-Vis do espectro eletromagnético, onde as
medigdes realizadas na regido visivel e ultravioleta sdo monitoras pelas suas transi¢des
eletronicas. Quando a molécula em estudo apresenta cromodforos quirais, a luz
polarizada circularmente na orientagdo esquerda (E-LPC) serda absorvida em maior
extensdo do que a luz polarizada circularmente com orientacdo para a direita (D-LPC) o
sinal do ECD sobre os comprimentos de onda correspondentes apresentardo valores

diferentes de zero.

O dicroismo circular pode apresentar um sinal positivo ou negativo,
dependendo se E-LCP ¢ absorvida em maior extensdao do que D-LCP (sinal de CD
positivo) ou em menor extensdo (sinal de CD negativo). Para entender realmente o
dicroismo circular, primeiro € preciso entender os conceitos basicos de polarizacio,

sendo assim os proximos topicos irdo elucidar estes conceitos.

2.3.4.1. Origem Da Luz Circularmente Polarizada

A luz linearmente polarizada ¢ a luz em que as suas oscilagdes sdo limitadas
num Unico plano. Podendo ser descrita como a soma de dois estados de polarizacao

linear, formando um angulo reto entre si, conforme representado na Figura 5.
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(b)
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Figura 5. (a) Luz verticalmente polarizada; (b) Luz horizontalmente polarizada e (c) Formando
um vetor resultante num angulo de 45°. (An introduction to circular dichroism spectroscopy,

2013, documento eletronico)

Caso os dois estados de polarizagdo estiverem fora de fase por um quarto de
onda, a componente linearmente polarizada deixa de ser formada e a resultante serd a

formacdo de uma hélice conhecida como luz circularmente polarizada (LCP),
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comportando como hélices a direita ou a esquerda, onde suas imagens espelhadas nao
sdo sobreponiveis. O elemento que converte luz linearmente polarizada em luz
circularmente polarizada ¢ denominado de placa de quarto de onda, sendo constituido
por um material anisotropico, ou seja, seu indice de refracdo depende da direcdo

(birrefringéncia).

No espectrofotometro de ECD ja apresenta um elemento 6ptico especializado
responsavel pela conversio de luz linearmente polarizada em luz circularmente
polarizada, chamado de modulador foto elastico (PEM). O PEM ¢ um elemento
piezoelétrico, que possui a capacidade de gerar tensdo elétrica em alguns cristais por
meio de uma pressdo mecénica, onde ¢ cimentado a um bloco de silica ndo
birrefringente. Quando o PEM oscila numa frequéncia aproximadamente de 50 kHz ele
provoca um stress no gel permitindo com que ele se torne birrefringente. Assim sendo, a
silica se funde e se transforma em uma placa de quarto de onda dindmica retardando as
fases vertical e horizontal de luz linearmente polarizada de forma alternada, gerando luz

circularmente polarizada a esquerda e a direita.

A base conceitual do dicroismo circular é diferenca de absorbancia da luz
polarizada circularmente a esquerda e a direita. Para que uma molécula seja quiral, ou
opticamente ativa, ela precisa absorver D-LCP e E-LCP, como mostrado na Figura 8. O
sinal do CD ¢ definido como a variacdo da absorcao da luz circularmente polarizada a

esquerda e a direita como apresentada na equacao 1 :

CD: A(M)LcpL-A(M)rerL (D

Onde Apcer € ArcrL , s30 as absor¢des da luz circularmente polarizada a

esquerda e a direita.
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Figura 6. (a) Luz circularmente polarizada a esquerda; (b) Luz circulamente polarizada a
direita((An introduction to circular dichroism spectroscopy, 2013, documento eletronico)

Pelo fato das moléculas quirais apresentarem birrefringéncia circular, ou seja,
possuem caracteristicas anisotropicas, permitem com que a luz circularmente polarizada
a direita e a esquerda se propagam em diferentes velocidades. Enantidmeros de
moléculas quirais, irdo apresentar sinais opostos no CD, diferentes valores do CD,
interagindo de maneira diferente com a luz circularmente polarizada. (BEROVA et al.,
2007). Um grupo de moléculas responsavel por sua cor, ou como uma substancia que
tem muitos elétrons capazes de absorver energia ou luz visivel, assim excitando-se e

emitindo cores, sdo chamados de grupos cromoforos.
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Moléculas que possuem cromoéforos quirais causam alteragdes na luz incidente,

da forma circular para a elipsoidal, devido a absor¢do de radiagdo em diferentes
amplitudes para a direita (RCPL, da sigla em inglés Right Circularly
Polarized Ligth) e para a esquerda (LCPL, da sigla em inglés Left Circularly
Polarized Ligth). Esta alteracdo ¢ detectada pelo aparelho, originando um grafico de
comprimento de onda (nm) pela diferenca de absor¢do das componentes LCPL e RCPL,
e a medida sera dada pela tangente da elipse gerada em miligraus (mdeg), positiva ou
negativa. A maior parte das moléculas biologicas sdo quirais, e os aminoacidos das
proteinas sdo quirais, as moléculas da estrutura DNA e RNA, entre outras moléculas

apresentam quiralidade.

O uso do dicroismo circular na bioquimica ¢ devido a compreensdao das
estruturas quirais, podendo ser usado para identificar elementos estruturais e
acompanhar mudangas na estrutura de macromoléculas quirais. Estruturas secundarias
como a-hélice, folhas B ou desordenada exibem sinais de CD especificos que servem
como uma espécie de assinatura, possibilitando seu monitoramento de acordo com as
interagdes com outras moléculas, alteragdes de temperatura, pH e oxidantes, como na
Figura 7. O espectro de ECD em comprimentos de onda do UV distante (abaixo de 260
nm) pode ser usado para fornecer informacdes referentes as caracteristicas das
estruturas secundarias da proteina, ja na regido proxima do UV (260-320 nm)

informacoes sobre a estrutura terciaria sdo determinadas (KELLY et al., 2000).
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Figura 7. Sinais de CD em estruturas secundarias de proteinas. (Bioinformatica-
DicroismoCircular, 2016, documento eletrénico)

O fato do CD poder registrar espectros em minutos ¢ a cinética de comprimento
de onda tnica ser registrada a partir de milissegundos em diante, ele se configura como
uma poderosa ferramenta para acompanhar mudangas dindmicas na estrutura proteica.
Uma poderosa aplicacdo do dicroismo circular ¢ comparar duas macromoléculas, ou a
mesma molécula em diferentes condicOes, e determinar se elas tém uma estrutura

similar ou se ocorreu mudanga na sua conformacao.

2.3.5. Molécula Quiral

Uma molécula quiral se caracteriza por ndo ser sobreponivel, sendo assim, o
ramo da quimica que estuda estas propriedades ¢ conhecida como estereoquimica. A
seguir, iremos tratar a respeito da isomeria e como ocorre sua divisdo, com o intuito de
esclarecermos futuros resultados nos capitulos seguintes. A isomeria se classifica como

sendo um fendmeno em que apresenta dois ou mais compostos com formulas
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moleculares iguais, porém estruturas quimicas ou arranjos dos atomos diferentes,

conferindo caracteristicas quimicas diversas.

2.3.5.1. Enantiomeros

Um enantidmero existe sob forma de dois pares de isomeros, € ndo sdo

sobreponiveis, mas sim simétricos em relacdo a um plano, como na Figura 8:

CHy

"l
ury ~OnNu
~ NN

Q

o

Soe
L

dou (+) lou(-)

Figura 8. Um par de enantiomeros. (LIMA, V. L. E., 1997, documento eletronico)

Os desvios polarimétricos opostos como apresentados na figura 8, sdo de mesma
magnitude e o dngulo de rotagdo a ¢ a rotagdo observada experimentalmente (CAREY

et al., 1992).

+ a (+) ou d (dextro)

-a(-) ou! (levo),

Quantidades iguais de enantiomeros (50:50) em misturas, sdo chamamos de
mistura racémica. S3o opticamente inativas por cancelarem o desvio da luz polarizada a
direita ou a esquerda, ou seja, quando um enantidmero desvia a luz polarizada para
direita num determinado angulo, o outro enantidmero desvia a luz polarizada para a

esquerda na mesma proporgdo, porém na dire¢do oposta.
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Definido pelo Fisico Francés Biot em 1860 o poder rotatério especifico depende
das condigdes experimentais, e apresenta grande importancia na caracterizagdo de um

composto, sendo uma propriedade intrinseca de uma molécula opticamente ativa.

A medida da atividade otica que € obtida num polarimetro pode ser traduzida
pelo poder rotatério especifico, e também ser usada em analises estruturais e analises

quantitativas de substancias opticamente ativas. Sendo definida como:

[0{] - 100

2

cl

Onde, [a]: rotacdo especifica, a: rotagdo observada, c: concentragdo da amostra em g

mL™ de solugdo e I: comprimento do tudo do polarimetro, em dm.

2.3.6. Dicroismo Circular Induzido (ICD)

Apesar da técnica de ECD ser associada diretamente com a existéncia de
espécies quirais, moléculas simétricas também podem ser estudadas. Pelo fato de
estarem num ambiente quiral, essas moléculas podem vir a adquirir quiralidade e no
mais, tornando-se propicias a analises. Este fenomeno ¢ chamado de dicroismo circular

induzido (ICD - Induced Circular Dichroism) (BEROVA et al., 2007).

Os fatores que podem ser considerados para uma substincia aquiral, apresentar
quiralidade quando colocada num ambiente com espécies quirais sdo evidenciadas pelas
interagdes com 0 meio anisotropico, originando assim uma restricdo de liberdade
conformacional devido a interagdes intermoleculares (GOTTARELLI, 2008;
PESCITELLI et al., 2014). A espectroscopia de ICD além de determinar as constantes
de afinidade de ligantes, permite também obter informagdes sobre a estereoquimica da

farmaco. Quando uma substancia é quiral (ex.: HSA) e a outra substancia aquiral (ex.:
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farmaco) o ICD detecta o sinal do complexo formado, devido suas fortes transi¢des de
dipolo. (BEROVA; DI BARI; PESCITELLIB, 2007). Sua importancia na darea
farmacéutica proporciona importantes informacdes a respeito da validacdo de novos
farmacos, compreendendo assim sua intera¢ao proteina-farmaco (ALLENMARK, 2003;
TEDESCO; BERTUCCI, 2015). A banda no ICD s6 pode ser observada quando o
complexo ¢ formado: proteina-ligante, de acordo com o comprimento de onda analoga
ou igual ao da parte cromoéfora do ligante (NOZAKI, 2009; DI BARI et al., 2010). Em
muitos outros trabalhos foram apresentados o uso do ICD como forma de obter
informagdes a respeito da interagdo e estereoseletividade de sitios de ligagdo da HSA, e
a possibilidade de identificacdo dos estereoisdmeros em meios bioldgicos (BERTUCCI;
PISTOLOZZI et al., 2008). Estudos foram realizados para demonstrar esta quiralidade
induzida em alguns farmacos, com fenilbutazona, diazepam, cetoprofeno, varfarina,

entre outros.

De acordo com os autores BERTUCCI E PISTOLOZZI et al., 2008, o impacto
da estereoseletividade na atividade bioldgica explica o crescente interesse pelos
mecanismos moleculares envolvidos pela interagdo ligante-albumina que foi
comprovada em diferentes tipos de proteinas séricas como, albumina de soro humano
(HSA), albumina de soro bovino (BSA), albumina de rato (RSA) e albumina de cdo
(DSA). Mostrando que todas as interacdes de ligantes aquirais se comportaram como

quirais, quando formado o complexo com a albumina, apresentadas na Figura 9.
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Figura 9. (a) Espectro de Dicroismo Circular Induzido em complexos de fenilbutazona ligada
com HSA( ), BSA(-----), RSA(.....) e DSA(-.-.-.-) [albumina]=100uM em tampao fosfato

67mM, pH 7,4. Caminho 6ptico 0,1 cm (PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008)

Wavelength (nm)

(b)

Figura 9. (b) Espectro de Dicroismo Circular Induzido em complexos de diazepan ligado com

HSA(__ ), BSA(---), RSA(

) € DSA(-.-.-.-) [albumina]=100uM em tampdo fosfato 67mM,
pH 7,4. Caminho o6ptico 0,1 cm(PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008)
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Figura9. (c) Espectro de Dicroismo Circular Induzido em complexos de bilirrubina ligada com
HSA(___ ),BSA(__ ), RSA(.....), e DSA(-.-.-.-). [albumina]=100uM em tampao fosfato 67
mM, pH 7,4. Caminho 6ptico 0,1 cm. Com o BSA a bilirrubina apresentou sinais opostos de
CD, indicando enantidmero inverso aquele encontrado em outros tipos de albumina
(PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008)

O ICD vem sendo usando também com outra finalidade da determinacdo dos
sitios especificos de ligacdo entre farmacos e albumina (NOZAKI et al., 2009; DI BARI
et al., 2010). Pelo fato de alguns complexos farmaco-proteina ndo exibirem sinais CD,
alguns ligantes foram classificados como marcadores no intuito de sinalizarem um local
especifico de ligagdo ou uma alteragdo sofrida por este, através do sinal ICD (aumento,

diminui¢do ou deslocamento).

A realizacdo de testes de competicdo com substincias que apresentam afinidades
com um determinado sitio especifico, ¢ que exibem sinais de ICD, como farmacos
especificos ou moléculas bioativas com a albumina, podem ser consideradas
marcadores, tais como: cetoprofeno, fenilbutazona, diazepam, bilirrubina e dansilglicina
(PETERS,1996; KRAGH-HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002; GRACIANNI;

XIMENES, 2013).
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Segundo GRACIANNI; XIMENES et al., 2013, o aminoéacido Dansilglicina,
caracterizado como uma sonda fluorescente, se liga no sitio II da HSA, utilizando
marcadores como, iboprufeno, naproxeno (sitio II) e fenilbutazona e warfarina (sitio I),

mostrado na Figura 10.

De modo que uma interpretag@o aceita para marcadores e competidores no ICD
¢ que a ligacdo ndo pode causar alteracdes no espectro de ICD do marcador, mas
quando existe a competicdo direta, ocorre uma diminuicdo desse sinal. Assim quando
ambos apresentam afinidades por sitios diferentes, ocasiona num aumento desse sinal,
conceituado como uma interagdo alostérica causada pela presenca do segundo ligante

(BERTUCCI; PISTOLOZZI; SIMONE, 2010).
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Figura 10. Deslocamento de dansilglicina (DanGly) da HSA por ligantes do site I e II: estudos
de dicroismo circular. As misturas consistiram em HSA 30 mM, DanGly 30 mM e 30 mM de
naproxeno (NX), ibuprofeno (IB), fenilbutazona (PB) ou varfarina (WF). (GRACIANE;
XIMENES, 2013).

De fato o ICD tem se tornado de suma importancia para obten¢do de dados mais

especificos e confiaveis no estudo de interagdes proteina-farmaco.

2.3.7. Marcadores

Como mencionamos anteriormente através do sinal ICD os marcadores sao
usados para sinalizarem um local especifico de ligacdo ou uma alteragdo sofrida por
este. Portanto, iremos elucidar algumas aplicagdes onde compostos sdo marcados com o
grupo dansil, para que possam ser estudados por fluorescéncia. SUDLOW et al.,1975,

foi pioneiro no estudo de deslocamento de sondas fluorescentes, revelando que a
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maioria dos medicamentos se ligam com alta afinidade a um dos dois sitios, chamados

sitio I e sitio II.

Na maioria das vezes, sondas fluorescentes sdo usadas, € a diminuicdo na
fluorescéncia de uma sonda ligada indica um local de ligagdo comum. Entre as
condi¢des que abrangem o tema, ¢ que a sonda deve se ligar apenas a um sitio da
albumina. Algumas exemplos de sondas do site I, além da mais conhecida varfarina, sdo
5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonamida (DNSA), dansilamida, dansil-L-glutamina,
dansil-L-asparagina, dansil-L-lisina, e entre as sondas do site II sdo dansyl-sarcosine,

dansyl-L-proline, dansylglycine.

Devido a sua importancia, as sondas fluorescentes possuem caracteristicas
especificas como o espectro fluorescente pode ser fortemente dependente do solvente
que se encontra. Essa caracteristica ¢ conhecida como fluor6foro, por possuirem um
momento de dipolo elevado no estado excitado, apresentando deslocamentos do
comprimento de onda maiores em solventes polares (LAKOWICZ, 1983). STEARNS et
al., 1985, realizaram estudos microscopicos de fluorescéncia com estramustina
dansilada (DnsEM) com o propdsito de investigacdo do mecanismo de captagdo de
estramustina (EM) que ¢ um agente antineoplésico, eficaz no tratamento de tumores
prostaticos. Sdo medicamentos utilizados para destruir células malignas e evitar ou
inibir o crescimento e disseminacdo de tumores. A DnsEm interage rapidamente nas
margens das células periféricas, sendo sua fun¢@o determinar os locais de incorporagdo

¢ acdo da EM.
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2.3.8. Par De Elétrons Isolados Do Nitrogénio

Neste capitulo trataremos a respeito da inversdo do nitrogénio, exemplificando
com a amonia. Justifica-se tal capitulo pelo fato da dansilglicina apresentar a mesma
caracteristica de inversdo, devido o par de elétrons isolados no nitrogénio grupo alfa-

amino.

2.3.9. Amoénia

Composto quimico relativamente abundante tanto no meio ambiente terrestre
quanto em objetos no meio interestelar, faz com tenha uma grande relevancia de seu

estudo (PUC RIO — Certificacao Digital N° 0321142/CA).

Uma caracteristica interessante na molécula de amoénia ¢ a inversio do
nitrogénio, como apresentado na Figura 11. Estas configuracdes sdo intercambiaveis
pela transposicao de substituintes para o lado oposto do 4&tomo central, com a formacao
de uma imagem espelhada da molécula original (KNORR et al., 1993; BACH et al.,

1982).

J~J<:>i"3‘J

Figura 11. Inversdo da Amoénia
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2.3.10. Inversao Dos Ligantes Do Nitrogénio

Na quimica, a inversdo do nitrogénio ¢ caracterizada como um processo
fluxional em compostos com um atomo de nitrogénio que tem uma geometria piramidal,
como a amonia (NHj). Ocorre uma oscilagdo rapida do atomo de nitrogénio e dos
substituintes, em que o nitrogénio "move-se" através do plano formado pelos
substituintes (GREENWOOD et al., 1997) e a molécula passa por um estado de

transi¢do planar (LEHN, 1970).

Em 1934 foi descoberto que o atomo de nitrogénio invertia. O par de elétrons
desaparece de um lado, move-se pelo nicleo e reaparece no lado oposto, onde este ato ¢
chamado de tunelamento mecanico quantico. Como o par de elétrons estd atravessando
o nucleo, o nitrogénio tem apenas trés anexos, de modo que este atomo de nitrogénio &

trigonal planar com hibridagdo sp”, visto numa amina tetraédrica na Figura 12.

H;C H\ CH;y é'll‘
"\T\Q OO @_\"A“
—_—
/ | \

CH;CH, CH,CH, CHyCH;

"y,

|

Nitrogen tetrahedral Nitrogen trigonal Nitrogen tetrahedral
3 2 3
(sp) planar (sp”) (sp’)

Figura 12. Comportamento do par de elétrons numa amina tetraédrica, e hibridagdo sp2 do
nitrogénio. (Nitrogen Inversion, 2014, documento eletronico)

Um atomo de nitrogénio tetraédrico com quatro anexos diferentes, considerando
o par de elétrons como um dos anexos, exemplificado na Figura 13, ¢ um estereocentro.

Sendo assim, podemos atribuir uma configura¢do absoluta de acordo com regra de



34

menor prioridade de Cahn-Ingold-Prelog, considerando o par de elétrons com niimero

atdmico igual a zero, por ndo possuir protons.

H;C CH
3G &t

H \-' ) ; St
/'\G — ®\\

CH;CH, CH,CH;

(R)-ethyl methyl amine (S)--ethyl methyl amine

Figura 13. Configuracao absoluta de uma amina tetraédrica. (Nitrogen Inversion, 2014,
documento eletronico)

Os enantiomeros de amina apresentado, possuem uma atividade optica igual,
porém por apresentar o equilibrio 1: 1, a mistura é racémica e torna-se opticamente
inativa. Quando o atomo de nitrogénio apresenta quatro ligagdes o, por exemplo, em um
cation de amonio, a inversdo ¢ evitada. Sendo assim, se um atomo de nitrogénio tem
quatro anexos diferentes e nenhum par de elétrons, o atomo de nitrogénio € um
estereocentro, permitindo assim com que a molécula possua todas as propriedades de
um estereocentro, como, enantidmeros, opticamente ativos, etc.. Na Figura 14 a seguir,
destaca-se em exemplo de um cation-etil-metil propilaménio, como uma molécula

quiral.

H,C CHy
oty - +. el
Ha Wt cnacnyon, CH,CH,CH,—N=*
CH;CH, CH,CH;
(S)-ethyl methyl propyl (R)-ethyl methyl propyl
ammonium cation ammonium cation

Figura 14. Inversdo do nitrogénio evitada, devido a presente de quatro anexos diferentes.
(Nitrogen Inversion, 2014, documento eletronico)
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Agora, diferente de um atomo de nitrogénio da molécula etilmetil amina que
possui uma estrutura tetraédrico sp>, onde os angulos de ligagio C-N-C ou C-N-H sio
aproximadamente 109,5°. Quando o par de elétrons “move-se”, ocorre o tunelamento
quéantico através do nticleo do atomo de nitrogénio fazendo com que a estrutura torne-se
planar com o nitrogénio hibridizada sp, e com a mudanga dos 4ngulos de ligagio C-N-
C e C-N-H de aproximadamente 109,5° para 120°. De maneira que em seguida o par de
elétrons emerge novamente, € a estrutura retoma sua forma tetraédrica com angulos de

ligacdo de aproximadamente 109,5°, como indicado na Figura 15.

e : G100 5¢
...u~.(h_= H #™*CH, E | !
Hawl: A [
! N
CHyCH, 3 .
3o e, £
Nitrogen tetrahedral Nitrogen trigonal Nitrogen tetrahedral

(.\'p'l} planar (sp~) {xp"}

Figura 15. Inversdo do nitrogénio, devido o tunelamento quéntico apresentad. (Nitrogen
Inversion, 2014, documento eletrdnico)

Esta mudanca de angulo ocorre com maior facilidade, quando o nitrogénio
amina nao faz parte de um anel. Entretanto, se o atomo de nitrogénio faz parte de um
anel de trés membros (chamado aziridina) ou de um anel de quatro membros (chamado
de azetidina), a inversdo ¢ significativamente retardada por tensdo. Contudo, a
relevancia que o atomo de nitrogénio amina apresenta, se torna imprescindivel quando o
assunto ¢ direcionado para a area farmacoldgica. De maneira que, a mudanca da
estrutura de uma molécula em estudo pode acarretar em efeitos benéficos, ou

simplesmente o inverso ao paciente.
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2.5. Formalismo E Uso Da Teoria Do Funcional Da Densidade (DFT)

Neste capitulo serdo apresentados alguns aspectos formais utilizados nesta
dissertacdo, assim como uma breve revisdo dos principais métodos empregados na

caracterizacdo computacional de materiais.

Primeiramente serd tratado o formalismo ¢ uso da teoria do funcional
da densidade (DFT), Teoria funcional da densidade dependente do tempo (TD-DFT)
que foram usados em resultados obtidos nesta dissertacdo. E para a constru¢do da
descri¢gdo formal, em especial da DFT, foram utilizadas diversas fontes, tais como

livros, artigos e reviews.

2.5.1. Fundamentos Tedricos Da Modelagem Molecular

Como ja mencionados nesta se¢do serdo tratados brevemente alguns conceitos
de quimica tedrica tendendo a interpretacio da DFT, que sera utilizada
para descrever e interpretar as conformagdes de estudo nessa dissertagdo, assim como os

calculos periodicos realizados.

Um dos principais objetivos da Quimica Quantica & prever propriedades
moleculares quantitativamente e explicar a natureza das ligagdes quimicas. Sendo
assim, a DFT surge como uma alternativa em relacdo aos métodos ab initio e semi-
empiricos no estudo de propriedades do estado fundamental de sistemas moleculares.
Possuindo uma vantagem de velocidade computacional e ganho de memoria quando
comparado com o método ab initio padrio, que é baseado nas equagdes de Hartree-
Fock-Roothan (HRF). Logo, em métodos semi-empiricos o halmitoniano ¢ bem

definido e ndo apresenta injustificaveis aproximacdes no procedimento computacional.
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O DFT pode ser considerado como um método ab initio, por ndo necessitar de
pardmetros para serem ajustados ou empiricamente determinados. Contudo, esse
método € util nos estudos de grandes sistemas moleculares, em que descreve
realisticamente sistemas organicos, inorginicos, metalicos e semi-condutores
(MORGON; CUSTODIO, 1994). O estado de um determinado sistema, tais como, suas
propriedades quimicas e fisicas, ¢ determinado pela fungdo de onda do mesmo. Sendo
assim, para determinar a estrutura do estado fundamental de um sistema de muitos
elétrons e nucleos, ¢ necessario resolver a equacdo de Schrodinger independente do

tempo:
I:I\(T_”), ﬁ)l/)(?; ﬁ) = Etotall/)(?' ﬁ) > €)

Onde o H, ¢ o operador hamiltoniano, E é energia o total do sistema, w(?, ﬁ)e’

. . = ,
a fungdo de onda quantica do sistema e 7 e R representam as coordenadas dos elétrons e

dos nticleos respectivamente. (KOHN, 1964).

N M N N M M
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Onde R, e Ry representam as posi¢des nucleares, 7; e 7; as posigdes dos elétrons,

Za e Zp as cargas nucleares ¢ M, a massa do nucleo. (HAHN Y, 2002).

Cada termo da equacdo ¢ apresentado como: primeiro termo da equagdo
representa a energia cinética dos elétrons; o segundo termo, a energia cinética dos
ntucleos; o terceiro, a repulsdo elétron-elétron; o quarto termo, a repulsdo nucleo-nucleo

e o ultimo termo representa a atracao entre elétrons e nicleos.
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Através do Hamiltoniano H, podemos resolver a equagdo de Schrodinger para as
propriedades dos sistemas quanticos. Pelo fato de apresentar alto nimero de particulas
envolvidas, torna-se inviavel o calculo computacional para este hamiltoniano,
necessitando assim de uma aproximagao. Proposta por Born e Oppenheimer (VIANNA
J D M; FAZZIO A e CANUTO 8§, 2004), a aproximagao se aplica devido a diferencas
entre as massas dos nucleos e dos elétrons serem grandes ¢ as forgas aplicadas nas
particulas sdo as mesmas, assim o0s elétrons reajustam-se a cada pequenissimo
movimento dos ntcleos. Considera-se entdo que o problema da parte eletronica, e o
problema de muitos corpos sdo reduzidos para a resolucdo da dindmica eletronica, pois
resulta na separacdo das coordenadas eletronicas e nucleares da funcdo de onda de

muitos corpos (PAYANE,1992).

De fato, a aproximagdo de Born-Oppeinheimer permitiu com que o problema
quéantico de muitos corpos se tornasse mais simples. Porém o Hamiltoniano Eletronico,
ndo apresenta uma solucdo exata e ainda ¢ impossivel para sistemas polieletronicos, por
causa do terceiro termo da equacdo (3.1) de repulsdo elétron-elétron. Sendo assim, a fim
de possibilitar a tratamento de diversos problemas de muitos elétrons, existe a
necessidade de introduzir novas teorias. Dentre essas teorias, destacamos a Teoria do
Funcional da Densidade (Density Functional Theory - DFT). A resolugdo da equagéo de
Schrodinger ¢ determinada mediante o uso de softwares computacionais especializados.
Neste trabalho utilizamos o software Gaussian09W (GAUSSIAN, INC., WALLINGFORD

CT, 2016).
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2.5.2. O Modelo Continuo De Solvente

Muitos estudos experimentais sdo feitos para compreender as diversas reacdes
bioldgicas, no entanto, estudos teoricos a nivel de Mecanica Quantica, principalmente
usando métodos ab initio, possibilitariam um profundo entendimento tedrico dessas

reagoes.

Desde a década de 70, muitos esforgos tém sido feitos para entender a interag@o
soluto-solvente com a proposta do Campo de Reacdo Auto-consistente (SCRF) por
Tapia e Goscinski (O. TAPIA & O. GOSCINSKI et al., 1975), movidos pelas ideias de
Onsager (L. ONSAGER et al, 1936) e Kirkwood (J .G. KIRKWOOD & F.H.
WESTHEIMER et al, 1938). Esse método consiste no que conhecemos hoje como
modelos continuos, dentre os quais se destaca o Modelo Continuo Polarizavel (PCM) (J.
TOMASI, 2004) que utilizamos nesta dissertacdo para obtengdo dos resultados. Nessa
abordagem, constroi-se uma cavidade contendo a molécula do soluto, que ¢ tratada
explicitamente, enquanto que o solvente ¢ a regido fora da cavidade, caracterizado por
uma quantidade limitada de grandezas fisicas como a constante dielétrica ou indice de
refragdo. Os multipolos da molécula polarizam esse meio continuo, gerando um campo
que atua na molécula, rearranjando seus multipolos, levando ao procedimento iterativo

SCREF.

No software Gaussian 09W , o comando SCRF (Self-Consistent Reaction Field)
¢ a palavra-chave que solicita que um calculo seja realizado na presenca de um solvente
por meio da colocacdo de um soluto em uma cavidade no interior do campo de reagdo
com solvente. O método PCM no Gaussian 09W é um processo iterativo externo através
do qual o programa calcula a energia em solucdo, através da reagdo do campo auto

consistente com o potencial eletrostatico de soluto (ELVIS S. BOES., 2015). Existem
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outros métodos de solvatacdo implicita, que se diferenciam pela criacdo da cavidade e

pela descri¢cdo do potencial eletrostatico de interacao soluto-solvente.

2.5.3. Modelo SMD

O modelo de solvatagdo implicita chamado de SMD (Salvation Model - Density)
foi desenvolvido para predizer a energia livre de solvatagdo de solutos neutros e idnicos
em agua e em solventes ndo aquosos. Para solventes ndo aquosos, o SMD usa um
conjunto de descritores do solvente que caracterizam suas propriedades (MARENICH;
CRAMER & TRUHLAR; 2009). Este modelo SMD ¢ baseado no tratamento do campo
de reacdo auto-consistente da densidade eletrostatica que envolve uma integragdo da
equacdo ndo homogénea de Poisson e do protocolo dispersdo-cavidade-solvente-
estrutura para a contribuicao ndo eletrostatica da energia livre de solvatagdo. A energia
livre padrdo de solvatacdo, que ¢ a energia livre no estado padrdo da transferéncia da
fase gasosa para fase condensada, podendo ser particionado de acordo com um novo

modelo continuo de solvatacdo dado por:

AG = AGgyp + Geps + AGegne 4)

onde o subscrito ENP representa as componentes da energia livre eletronica (E), nuclear
(N), e de polarizagdo (P). O componente de relaxagdo nuclear do termo ENP ¢ igual a
diferenga entre a energia total calculada da geometria em equilibrio na fase gasosa e da
geometria em equilibrio na fase condensada. Se assumirmos que a geometria no
equilibrio nas duas fases e a mesma, entdo o termo ENP se torna apenas o termo (EP) de

polarizagdo eletronica. O subscrito CDS representa as componentes associadas a
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mudancas na energia livre, cavitacdo do solvente(C), variagdo na dispersdo da energia
(D), e mudancas na estrutura local do solvente (S). O termo final representa a variagao

de concentracdo entre o estado padrdo na fase gasosa e na fase liquida.

2.5.4. Método De Hartree-Fock

Em 1947 D.R Hartree, propds um método auto consistente, para a equagao de
Schrodinger, que relaciona a interagdo do elétron com o nucleo e com os demais

elétrons de um sistema (ORTOLAN, 2014).

Conhecido como método auto consistente-SCF( Self Consistent Field), em que
consistia em resolver as equagdes de Hartree, escolhendo um conjunto inicial de
fungdes, observando o potencial obtido e com este calculava-se as novas fungdes, e este
procedimento se repetia até que os valores de energia final ndo apresentassem mais

variagdes em suas etapas.(ANTUNES et al.,1999)

Ap6s a publicacdo de trés trabalhos realizados por Hartree em menos de um anos
(HARTREE, 1928a, 1928b, 1928c), Slater apresentou um avanca para a fung¢ao de onda
se tornar mais simples possivel, satisfazendo alguns principios que as equacdes de
Hartree ndo cumpria, como a indistinguibilidade e da antissemetria, que ficou conhecida
como determinantes de Slater (SILMAR; VENTURA, 2011). Um ano depois da
publicagdo de Slater, Fock aplicou o método de Hartree na forma de determinante de

Slater e deduziu as equacdes conhecidas hoje como Equacdes de HF.

O método HF, se baseia no SCF, iniciando de uma fun¢do de onda tentativa,
submetendo-o num operador de Fock, e comparando a fun¢do de onda emergente com a

anterior, ¢ por fim testando a convergéncia da resposta (FREITAS, 2008).
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2.5.5. Teoria Do Funcional Da Densidade

Na DFT a grandeza principal ¢ a Densidade Eletronica. Na Mecénica Quantica,
o produto y*(r)y(r) refere-se a Densidade de Probabilidade descrita pela fungdo de onda
y(r) de encontrar um életron cujo estado fisico num certo instante. Sendo assim, €

viavel definir a Densidade Eletronica como sendo:
p(F)=ey*(F)w(P),

onde e ¢ o modulo da carga do elétron. Considerando um sistema conveniente

de unidades atdmicas, sendo:

PA=Y (P () ®)

Para um sistema microscopico possuindo N elétrons, a Densidade eletronica

pode ser definida como sendo:

p(#) =N f P (r, 1,15 e . )W, 1, 15 o Ty )drd 1odrs_dy (5.1)

A integral representa a Densidade de Probabilidade de encontrar um elétron na
posigdo r. O fator N ¢ introduzido de que forma a integral [ p (F)d3r seja igual ao

namero total de elétrons, N.

A repulsdo coulombiana existe devido a interagdo entre os N elétrons no sistema

. . . iy - . . . .
e seus respectivos potenciais externos V() determinam a hamiltoniana do sistema,
ocasionando assim a correspondente Fun¢do de Onda e por consequente a obtencao da

Densidade Eletronica de cada sistema. De maneira que:

AVt () = p(@) (5.2)
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De maneira que esta aplicagdo ¢ inversivel:
A p(F) = Ve () (5.3)
Contudo, pode concluir que a p(#) determina H.

Em 1964, Kohn e Hohenberg, apresentaram um trabalho utilizando funcionais
de densidade eletronica ao invés de fungdo de onda, na qual reformularia a mecénica
quantica. De maneira, que era possivel determinar qualquer propriedade de um atomo

ou molécula através da sua densidade eletronica (MARQUES, BOTTI, 2006).

A Teoria do Funcional da Densidade tem como um dos principios, os estudos de

Kohn e Hohenberg, na qual foram propostos dois teoremas:

1. A densidade eletronica do estado fundamental determina unicamente o

potencial externo presenciado pelos elétrons.

Em outras palavras, a funcdo de onda depende somente do potencial externo

Vot (), e se 0 V.. (F) é determinado pela densidade, entdo, esta determina toda a

energia do sistema (MORGON et al., 1994).

2. A energia do estado fundamental é também um funcional vunico de p(7),
e atinge um valor minimo quando p(7),é a verdadeira densidade

eletrénica no estado fundamental do sistema.

Em outras palavras esse teorema indica que, mesmo existindo um nimero
infinito de densidades, apenas a densidade do estado fundamental, pode minimizar a
energia do sistema. O uso do método variacional possibilita encontrar a energia no

estado fundamental.
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Sendo assim, Kohn e Sham em 1965 propuseram que a energia eletronica seria

dividida por vérios funcionais. Como mostra a equagao 6.
E=E'"+E"+E +E*X (6)

O termo E’ corresponde a energia cinética decorrente 0 movimento dos elétrons,
EV d . : ~ 7 r ~
escrevem a energia potencial de atracdo nucleo-elétron e repulsdo entre pares de
nucleos, E' descreve repulsdo elétron-elétron. Estes trés primeiros termos referem a
. . X ~
energia do sistema, de modo que o termo EX© correspondem a troca — correlagio, sendo
.. X . ~ ~
dividido em E® que descreve ao funcional de troca e EC de correlagio. Ambos sdo

funcdes da densidade eletronica p (FORESMAN, FRISCH, 1996).

EX“(p) =E*(p) +E(p) (6.1)

A energia de correlacdo, por ser definida como a diferenga entre a energia exata
de um sistema, que representa uma solugdo exata ndo relativistica da equagdo de
Schrodinger, e a energia de Hartree-Fock, que ¢ obtida pelo método de Hartree-Fock,

tém o objetivo de se aproximar da energia exata do sistema.

De modo que, a aproximagdo mais simples para o funcional de troca de
correlagio EXC é o funcional LDA (Local Density Aproximation), proposto no mesmo
trabalho de Kohn e Sham, que posteriormente foram sugeridas outras aproximacdes
mais rigorosas para o funcional EX, conhecida como GGA (Generalized Gradient
Approximation), em que considera o gradiente da densidade eletronica (MARQUES,

BOTTI, 2006).

Com a introdugdo dos funcionais GGA, a teoria do funcional de densidade teve
grandes avangos permitindo em 1993 a implementagdo no programa computacional

Gaussian (LEVINE, 2000).
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2.5.6. Teoria Do Funcional Da Densidade Dependente Do Tempo

O método da Teoria do Funcional da Densidade dependente do tempo

(Time - Dependent Density Functional Theory, TD-DFT) foi utilizado para a
determinagdo dos espectros de absor¢do, na regido do UV-Vis Dicroismo Circular e
Transi¢des Eletronicas (orbitais HOMO e LUMO). Trata-se de uma extensdao da DFT,

para potenciais efetivos dependentes do tempo.

A abordagem de Runge e Gross considera um sistema de componente inico na
presenga de um potencial externo dependente do tempo para o qual o hamiltoniano toma

a forma:

H) =T+7V,,. () +W, (7)

ondeT ¢ o operador de energia cinética, Wa interacdo -elétron-elétron, e o
V.t (t) potencial externo que juntamente com o nimero de elétrons define o
sistema. Toda a informagdo fornecida pelo sistema estd associada a esse potencial.

Aplicando esse operador na equacdo de Schrodinger, temos:

_ 0
HOY®) =i 9(0),%(0) = o (7.1)

Utilizando a equacdo de Schrodinger como ponto de entrada, o teorema de
Runge-Gross (RG) estabelece que, num instante qualquer, a densidade eletronica

determina, de maneira unica, o potencial externo.
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A solugdo da equagdo de Schrodinger via teorema RG, permitiu obter os

resultados dos espectros analisados.

2.5.7. Funcionais Hibridos

Os funcionais hibridos sdo aproximagdes para os funcionais de troca-correlagio,
que integram uma parte do termo de troca exata da teoria de Hartree-Fock, aos termos
de troca e correlagdo, como por exemplo, GGA. De maneira que, esta hibridizacdo
permite um aperfeicoamento de propriedades como a energia de otimizagao,
comprimento de ligagdes e frequéncias vibracionais. Existem diversas variagdes de
funcionais hibridos, dentre elas, algumas que sdo frequentemente utilizadas como exemplo
B3LYP (BECKE et al,. 1988; Lee; Yang et al., 1988) e CAM-B3LYP. Essa

aproximacao depende de trés parametros empiricos, dada por:

EF3"P[p] = (1 — Q) E{PA[p] + aEg°[p] + bEE®®[p] + cEX"[p]

+ (1 - o)EP4[p] (8)

com a= 0,20, b= 0,72 e ¢=0,81. Logo, EtP4 refere-se a Energia de Troca na
LDA; E8*%°[p] a Energia de Troca exata obtida por Becke; EZ88[p] a Energia de
Troca com limite assintotico correto, obtida por Becke; EXYP[p] a Energia de
Correlagio obtida por Lee, Yang e Parr e ELP4[p]é a Energia de Correlagdo na LDA. Ja
o funcional CAM-B3LYP (T. YANAI et al., 2004) combina as qualidades do B3LYP,

incluindo corregdes de longo alcance (Y. TAWADA et al., 2004).
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2.5.8. Func¢oes De Bases

Com o objetivo de estudos em sistemas maiores, algumas séries de
simplificagdes, em destaque de aproximacdo de Born-Oppenheimer, foram introduzidas
para obten¢do da funcdo de onda. Algumas metodologias basicas, como o método ab
initio, permitem esta obtengdo da fungdo de onda, buscando calcular a mesmo por
minimizacdo de energia do sistema. Dentre os ab initio, encontram-se o método
autoconsistente (SCF) e o método de Hartree-Fock, que se fundamentam no método

variacional.

Para a realizacdo de calculos atomicos e moleculares a funcdo de onda é uma
aproximacao algébrica, onde os orbitais atdmicos sdo expandidos em fungdes de bases.
A fim de fornecer uma representacdo das densidades eletronicas ou dos orbitais
moleculares, com um custo computacional baixo. Sendo assim, dois tipos de fun¢des de
base que sdo muito utilizadas em calculos de estruturas eletronicas, como: Fung¢ao Tipo
Slater (STF), que foram inspiradas nos orbitais hidrogendides e Fungdes do Tipo

Gaussiana (GTF).

2.5.9. Fun¢oes Adicionais

Quando tratamos de ambiente atomico, os calculos Hartree-Fock considera
funcdes de bases com a mesma simetria dos orbitais atdmicos ocupados. Sendo assim,
funcdes adicionais sdo necessarias pelo fato de que a distribuicdo no ambiente

molecular ¢ extremamente mais complexa do que em ambiente atomico.

O conjunto de fungdes de base no ambiente atdmico ndo considera distor¢cdes da

nuvem eletrénica, como caracteristica de sistemas multicéntricos. Sendo assim,
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determinadas fungdes de base devem ser acrescentadas na func¢do de base original,
quando aplicadas em sistemas moleculares. Conhecidas como fung¢des de polarizagdo e

fungdes difusas.

2.5.10. Funcoes De Polarizaciao

Estas funcdes de polarizagdo ajudam na descricdo das distorgdes da nuvem
eletrbnica em ambiente molecular diferenciando da base original, por apresentar
descrigdo das ligacdes quimicas, ¢ a fungdes adicionais com momento angular diferente.
Como exemplo para o atomo de carbono uma fun¢do convencional apresentaria
somente func¢des de base do tipo s e p. No entanto, a inclusdo de fungdes de polarizacdo

seria de fungdes do tipo d, f, g, etc.

O uso das fungdes de polarizacdo em céalculos moleculares exibe uma diferenca
entre orbitais atdmicos e fungdes de base. Um exemplo com a molécula de amonia
NH;, em que sua energia de ativacdo para formar a ligacdo de amonia, apresentando
uma geometria piramidal, ¢ de 9,243mHartree, entretanto, quando realizado o célculo
HF com conjuntos de base de fungdes s e p, resulta numa geometria planar. Isso implica
pelo fato de que com o calculo as fungdes s ¢ p centradas sob atomos ndo permitem de
maneira suficientemente a liberdade matematica para descrever a fungdo de onda para
uma geometria piramidal. Logo, os orbitais moleculares, por serem autofuncdes da
equagdo de Schrodinger, envolvem diversos nucleos em que permitem mais

flexibilidade matematica do que os atomos.

O uso dos orbitais atobmicos como GTFs sdo empregados na forma de fungdes de

base correspondentes ao numero quantico principal de maior momento angular (/) do
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que o orbital de valéncia. A medida que a adi¢do de fungdes aumenta o custo
computacional também. Uma forma para indicar a presenca de fungdes ¢ o uso de um
caractere (*). Assim, 6-31G implica num conjunto de base de fungdes d adicionais para
polarizar fungdes p na base 6-31G, e utilizando dois caracteres (**), sugere em funcdes

p sobre o hidrogénio (H), como 6-31G** (ARRUDA, 2009).

2.5.11. Funcdes Difusas

Outro conjunto de fungdes usualmente incluido em calculos moleculares € o das
fungdes difusas. Este conjunto ¢ normalmente necessario para o calculo de propriedades
de anions. Sabemos que as fungdes de base sdo frequentemente desenvolvidas em
sistemas atdmicos neutros. Sendo assim, quando sdo utilizadas em sistemas aniénicos, a

nuvem eletronica desses sistemas apresenta uma tendéncia a expansao.

Uma vez que a distribuicdo eletronica apresenta uma facilidade de expandir-se
ela se relaciona diretamente ao conjunto de base utilizado. Nota-se que o conjunto de
base original deve ser aumentado na regido de valéncia, onde sdo incluidas func¢des de
base do mesmo tipo das fungdes ja existentes, mas com expoentes que descrevam

melhor a regido de valéncia. (MORGON, 2001)

A presenga de fungdes difusas ¢ indica por (+) no nome do conjunto de base.
Assim, 6-31+G(d) indica que atomos pesados foram ampliados com uma fun¢éo s e um
conjunto de funcdes p de expoente pequeno. E uma segunda adi¢do indica a presenca de

fungdes s difusas sobre H, por exemplo 6-31++G(3df, 2pd) (ARRUDA, 2009).

Para obter os resultados desta dissertacdo utilizamos a base 6-311++G(2d,p).
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3. OBJETIVOS

O objetivo proposto nesta dissertagdo ¢ estudar a interacdo entre a molécula
Dansilglicina com a proteina albumina do soro humano tanto do ponto de vista tedrico
como experimental. O foco deste estudo ¢ a obtencdo dos espectros de Dicroismo
Circular Eletronico da Dansilglicina no vacuo e em solventes como: etanol, metanol,
acetonitrila e agua. Pretendendo-se estabelecer as conformacdes de menor energia
adotada por esta molécula nos dominios de interacdo com a HSA através do célculo da

superficie de energia potencial no vacuo e nos solventes citados acima.

3.1. Objetivos Especificos

1) Obter as estruturas de menor energia para a molécula de Dansilglicina usando do

calculo da superficie de energia potencial no vacuo,

ii) Calcular o espectro de absor¢do e de dicroismo circular eletronico (ECD) na
regido do ultravioleta e do visivel do espectro eletromagnético das conformacgdes

obtidas na superficie de energia potencial no vacuo,

iii) Realizar os mesmos calculos descritos nas etapas i e ii para os seguintes

solventes: agua, etanol, metanol e acetonitrila,

iv) Comparar os resultados obtidos na simulagdo computacional com os resultados

experimentais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes E Solucdes

Dansilglicina (DanGly- Ci4H6N204S), Albumina do Soro Humano, isenta de
acidos graxos, livre de globulinas, 99% (HSA), Fosfato dibasico de s6dio (Na,HPOy,),
Fosfato monobasico de sodio 99% (NaH,PO4), Acetonitrila 99,8% (C,H3N),
Tetrahidrofurano 99,5% (C4H80), Metanol 99,9% (CH3OH), foram fornecidos pela
Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Alcool etilico 99,66% (C2H60)

fornecido pela J. T Baker Chemical Company (Phillipsburg, New Jersey).

4.2. Preparo De Solucdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. A agua foi
duplamente deionizada utilizando um sistema de osmose reversa (Quimis Aparelhos
Cientificos, Sao Paulo, Brasil) e um sistema de purificagdo Milli-Q (Simplicity
Millipore, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os reagentes solidos foram

utilizados com purezas conforme as especificadas anteriormente.

4.2.1. Dansilglicina (DanGly)

Para o preparo de 1,0 mL da dansilglicina (DanGly) 10 mM (Massa Molar =
308,35 g.mol™), foram pesados 0,00323 g de DanGly e dissolvidos em 1 mL de 4lcool
etilico. A partir desta fizeram-se as diluicdes necessarias em agua, metanol, etanol,
acetonitrila e tetrahidrofurano. A solugdo estoque foi mantida na geladeira e a solugdo

de trabalho foi descartada apos a medicao.
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4.2.2. Albumina De Soro Humano (HSA)

A solucgdo estoque de HSA 1 mM foi preparada medindo-se a massa de 0,066g
de HSA e dissolvida em 1,0 mL de tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,0. Depois
utilizamos 60,0 puL dessa solucdo em 2,0 mL de solugdo final na cubeta de analise.

Apresentando uma concentragdo final de 30,0 uM.

4.2.3. Tampao Fosfato

Para o preparo da solucdo tampao fosfato de soédio 0,05 M em pH 7,0 foram
preparadas uma soluc¢do de fosfato dibasico de sodio 0,05 M (3,55 g em 500 mL de
agua) e uma solucdo de fosfato monobasico de sddio 0,05 M (3,45 g em 500 mL de
agua). Em um béquer foram adicionados 250 mL da solucdo de fosfato monobasico
de sodio 0,05 M. O ajuste do pH foi realizado em um medidor de pH Analyser
modelo 300 Digital (Sao Paulo, Brasil), adicionando cerca de 320 mL da solugdo de

fosfato dibasico de sodio 0,05 M.

4.3. Estudo Dos Espectros Experimentais E Teéricos

4.3.1. Espectroscopia UV-Vis

As medidas foram realizadas num espectrofotdmetro UV-Vis Lambda 35
(Perkin Elmer, Shelton, CT, USA). O equipamento foi ajustado para determinar o
espectro de absorbancia no intervalo de 250-450 nm. O volume de DanGly (100 pM)
foi mantido fixo num valor de 10,0 pL adicionado em cada solvente num volume fixo

de 990,0 pL, apresentando um volume final de reagdo 1000,0 uL. Antes de ser analisada
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no equipamento, a placa transparente com as amostras foi incubada a temperatura

ambiente por 5 minutos.

4.3.2. Elipticidade: Dicroismo Circular Eletrénico (ECD)

Os estudos de ECD foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-815
(Jasco, Japan) equipado com controle termostatizado e agitacdo magnética no
compartimento da amostra. Todas as medidas foram corrigidas para a absor¢do do
tampao fosfato 0,05M, pH 7.0. Para os estudos na regido UV proximo, foi utilizado um
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan). As medidas foram realizadas em uma
cubeta de quartzo de 3 mL de 10 mm de caminho 6ptico, concentragdo de 30 uM de
HSA e 30 uM de DanGly. Os estudos foram feitos em tampao fosfato 0,05 M, pH 7.0,
25 °C. Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda entre 250- 500 nm,
com uma largura de banda de 1 nm, tempo de resposta 1 s, e tempo de varredura de 50

nm/min.

4.3.3. Metodologia Computacional: Teoria Do Funcional Da Densidade E

Docking Molecular

As conformagdes da DanGly em HSA em fase gasosa e nos solventes agua,
etanol, metanol, acetonitrila, e tetrahidrofurano, foram calculadas em nivel DFT
utilizando os funcionais hibridos B3LYP ¢ CAM-B3LYPcom o conjunto de fungdes de
base 6-311++G(2d,p), usando o programa Gaussian09 e as facilidades computacionais
do GridUNESP. No célculo de ECD e absorcao UV-Vis foram utilizados os seguintes

parametros no programa Gaussian 09: TD(FULL,SINGLET,NSTATES=15)
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SCRF(SMD, SOLVENT= solventes utilizados(dgua, etanol, metanol, acetonitrila e
THF). A visualizacdo dos resultados foi feita através do software GAUSSVIEWS 5.0.

Na metodologia de docking molecular foi utilizado o programa GOLD 5.5,
sendo que ¢ um programa que utiliza algoritmos genéticos, originando modelos
flexiveis do ligante no sitio ativo do receptor, recombinando segmentos desta copia
aleatoriamente até um conjunto de estruturas possa ser obtido. No programa foram
adicionados os atomos de hidrogénio conforme a sua ionizagdo e também foram
consideradas as tautomerizagdes nos aminoacidos da proteina.

A estrutura cristalografica da HSA foi obtida no Banco de Dados de Proteinas
(PDB): c6digo 2XVQ. Essa estrutura possui uma resolucio de 2.9 A, e é uma estrutura
de HSA com complexo de Dansil-L-Sarcosina, situada no sitio II. As cavidades de
interagio de ancoragem na proteina foi de 6 A, e a fungio de pontuacio utilizada foi o
GoldScore, que ¢ uma fun¢do definida por quatro componentes: a energia da ligagcdo de
hidrogénio entre a proteina e o ligante, a energia de van der Waals entre a proteina e o
ligante, a energia de van der Waals interna do ligante e a energia de deformacdo de
torcao do ligante.

O melhor resultado obtido no docking foi selecionado e com o auxilio do
programa Discovery Studio Visualizer realizou-se os estudos dos resultados obtidos do
redocking, no intuito de selecionar apenas os ligantes que convergiram para uma

posicdo similar.

4.4. Tratamento Dos Dados

Os graficos exibidos neste trabalho foram confeccionados utilizando o software

GraphPad Prism versdo 5.00 registrado por GraphPad Software, Inc (Califérnia, USA).
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4.4.1. Construcao Da Molécula Dansilglicina

Inicialmente a molécula dansilglicina foi construida com o uso do programa

Gauss View 5.0.9, apresentada na Figura 16:

.3
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9

Figura 16. Estrutura molecular da Dansilglicina

Em seguida, foi realizado a otimizacdo na estrutura com o uso do funcional
CAM-B3LYP/6-311++G(2d,p) SCF=tight OPT=modredudant. O uso do SCF=tight

Permite com que os critérios de convergéncia da funcdo de onda sejam mais rigorosos.
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5.1. Absorbancia UV-Vis Da Dansilglicina Em Diversos Solventes
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Comegamos o nosso estudo das propriedades fotofisicas da DanGly em 5 diferentes

solventes pela espectroscopia de absorgdo otica. Os solventes, numerados de 1 a 5 (Tabela 1),

estdo classificados de acordo com a classificagdo de Parker (REICHARDT, 2003) como

préticos (1 a 3), aproéticos (4 € 5). A Tabela 1 apresenta algumas das propriedades dos solventes:

constante dielétrica (€) e momento dipolar (D).

Tabela 1. Propriedades caracteristicas dos solventes: constante dielétrica (¢) e momento dipolar

(D)
Solventes €
1 Agua 80
2 Etanol 243
3 Metanol 33,0
4 Acetonitrila 36,6
5 THF 7,52

D
1,85
1,69
1,7
3,92

1,75

Na Figura 17 apresentamos os (a) espectros de absorcdo UV-Vis da DanGly nos

diversos solventes. Ndo se observou uma variagao expressiva nos maximos de absor¢do

em funcdo dos solventes utilizados, como mostrado na Tabela 2 a seguir. Uma excec¢ao

foi com o solvente agua, na qual o espectro apresentou-se menos intenso ¢ uma menor

definicdo entre as bandas de absorg¢ao.
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Figura 17. Espectros de absor¢do da DanGly 100uM em diversos solventes. (A) acetonitrila;
(B). THF; (C) agua; (D) etanol e (E) metanol

Tabela 2. Maximos de absor¢do nas duas bandas presentes

Solventes Maximo de Maximo de
absorc¢io absorc¢io
(m— %) (n - )
AGUA 250 324
METANOL 253 338
ETANOL 253 338
ACETONITRILA 255 343

THF 255 340
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Sabe-se que a absor¢do de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta e
visivel provoca excitagdes eletronicas, sendo as transi¢des n ou 7 para o estado excitado
7 as mais relevantes em moléculas organicas. Nestes casos, a absor¢do de radiacao faz
com que o elétron, seja promovido de um orbital ocupado para um orbital desocupado
de maior energia. Em outras palavras, a transi¢cdo mais provavel ¢ do orbital ocupado de
maior energia (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular Orbital) para orbital
desocupado de menor energia (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied Molecular
Orbital). Sendo assim, podemos observar que existe a relagdo ao tipo de transigéo
eletronica que explicaria as duas bandas presentas nos diversos solventes.

Sdo apresentadas duas bandas de absor¢do em 340 nm e a de 250 nm, onde tudo
indica que a primeira aproximadamente em 250 nm seja —n, pois além de menor
comprimento de onda, possui maior intensidade (tipico desse tipo de transi¢cdo). A outra,
portanto, sendo n—m, que geralmente possui menor intensidade e maior comprimento
de onda (JOSEPH R. LAKOWICZ, 2006). Sabemos que a polaridade do solvente pode
alterar a diferenga de energia entre os estados fundamental e excitado, sendo assim,
observamos os comprimentos de onda maximos de absorcdo, na regido de 340 nm para
o Metanol e THF, devido sua classificagdo na Tabela 1 apresentada anteriormente, com
o0 objetivo de indicar que esta transigdo ¢ n—n. Na transi¢do n—7 , com o aumento de
polaridade ha um aumento da diferenca de energia entre os estados fundamental e
excitado diminuindo o comprimento de onda. Para termos certeza disso, observamos os
comprimentos de ondas maximos de absor¢do na regido de 340 nm apresentados na
Tabela 2 para o metanol e comparamos com o THF, de maneira que o metanol
apresentou um comprimento de onda maximo em 336 nm sendo menor que

comprimento de onda maximo do THF que é de 340 nm. Esta diferenca mesmo que
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muito pequena refere-se ao fato do metanol apresentar maior polaridade comparado

com o THF.

Buscando descrever os efeitos dos solventes na estrutura eletronica da DanGly,
realizamos estudos teodricos através de calculos quanticos e simulacdo computacional,
para a obtencdo da molécula DanGly nas configuragdes R e S, utilizando o programa
GAUSSVIEW 5.0.9 para sua otimizagdo e com o uso do método DFT com o funcional

CAM-B3LYP e o conjunto de fungdes base 6-311++G(2d, p).

5.2. Estudo Tedrico Dos Espectros De Absorbancia UV-Vis Da Dansilglicina Em

Diversos Solventes

Utilizamos o funcional CAM-B3LYP e a fun¢do de base 6-311++G(2d,p), para a
simulacdo dos espectros de absor¢do da DanGly nos mesmos solventes. Na Figura 18
apresentamos os espectros da DanGly com os diversos solventes e também nas
configuragdes R e S. O comportamento apresentado da DanGly nos graficos a seguir,
confirma uma configuracdo R quando ligado a HSA, pois os resultados experimentais se
relacionam perfeitamente com os dados tedricos apresentados com a configuragdo R.
No entanto, em todos os solventes, observa-se um deslocamento das bandas para menor
comprimento de onda em relagdo aos espectros experimentais. O surgimento da banda
em aproximadamente 340 nm se refere a transigdes n—n*, em concordancia com o0s
espectros obtidos experimentalmente. Nota-se que nas configuracdes R e S, observamos
em 200-250 nm uma banda bem extensa e duas cristas pequenas presentes em todos os
solventes. Acreditamos que sejam transi¢des 1— T nesta regido, devido a presenga dos

anéis aromaticos.
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Figura 18. Espectros tedricos de absor¢do da DanGly (r e s) em diversos solventes. (a)
acetonitrila; (b). THF; (c) agua; (d) etanol e (e) metanol.
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Os modelos das configuragdes R e S da DanGly s@o apresentados na Figura 19 e

foram construidos com o programa GaussView 5.0.9.
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Figura 19. Configuracdes (a) R e (b) S da Dansilglicina

5.3. Interacio Da Dansilglicina Com A Hsa: Dicroismo Circular Induzido

Com base na descoberta que a DanGly liga-se ao sitio II da HSA (GRACIANNI;

XIMENES,2013)., utilizamos a técnica de ECD para descobrir em qual configura¢do, R

ou S, a mesma se apresenta quando complexada com a HSA. Na Figura 20 os espectros

de ECD foram medidos na faixa de 250 nm a 500 nm na presenga e na auséncia da

DanGly. Observa-se que em (a) a molécula de DanGly diluida em tampao, ndo
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apresentou sinal de dicroismo circular, o que ja era previsto, pois nao se trata de uma
molécula opticamente ativa, isto €, ndo possui centros quirais. Em (b) a proteina HSA
apresentou espectro caracteristico de CD na regido de 300 nm, com dois minimos a 262
e 269 nm, que sdo atribuidos aos residuos aromaticos e a ligacdo dissulfeto. Em (c)
observamos que a complexagdo entre DanGly e HSA resultou no aparecimento de um
sinal de ICD centrado em 346 nm. Esta indug@o de quiralidade na DanGly ¢ devido a
sua interacdo com a proteina, e pode ser explicada pela ligagdo sua ao ambiente

assimétrico que caracteriza os sitios de ligagcdo nas proteinas.
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Figura 20. (a) ECD da DanGly isolada, ndo apresenta sinal por ser uma molécula aquiral; (b)
ECD da HSA e (c) Ap6s complexagdo DanGly-HSA

5.4. Estudo Teérico Do Dicroismo Circular Eletronico (ECD)

Foi utilizado o funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base 6-311++G(2d, p)
para obtencdo do ECD da DanGly nas configuracdes R e S. Na Figura 21 observamos
que na presenca dos diferentes solventes, a DanGly apresentou configuragdo R com
sinal positivo, ¢ na configuragdo S um sinal negativo no espectro de ECD. A
comparagdo entre o espectro de ECD experimental com aqueles simulados em
diferentes solventes nos leva a concluir que a conformagao adquirida pela DanGly ao se

ligar a proteina se assemelha a configuragdo R.
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Figura 21. ECD da DanGly em diferentes solventes e suas configuragdes r e s. (a) acetonitrila;
(b).THF; (c) agua; (d) etanol e (e) metanol

No mais, a comparagdo entre o espectro de CD experimental com aqueles
simulados em diferentes solventes nos leva a concluir que a conformagao adquirida pela

DanGly ao se ligar a proteina apresenta configuracao R.

Analisamos algumas diferencas na energia dos isdmeros R e S em funcao dos
solventes, e notamos que a configuragdo R esta presente quando a DanGly se complexa

com a HSA, apresentando menor energia apresentada, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Valores da menor energia apresentada da DanGly nos diversos solventes

Energia R Energia S

(Hartree) (Hartree)

Acetonitrila -1351,578 -1351,525
THF -1351,578 -1351,521
Agua -1351,574 -1351,525
Metanol -1351,577 -1351,526
Etanol -1351,578 -1351,527

5.5. Dansilglicina E A Inversdo Do Nitrogénio

O aparecimento de um sinal de ICD para a DanGly em presenca de HSA sugere
que a mesma dentro da proteina assuma uma conformagdo quiral. Assim, o préximo
passo foi investigar o que justificaria a existéncia de quiralidade para a mesma. Para
isso levamos em conta a presenga do par isolado de elétrons no nitrogénio sp’ da
DanGly, o que permitiria a inversio do mesmo levando, em hipotese, as duas
configuragdes possiveis. A inversdo do nitrogénio na molécula livre em solucdo deve
ser de energia baixa o suficiente para que ocorra livremente e, assim, justifique a nao
existéncia de quiralidade. No entanto, acreditamos que ao se ligar na proteina, esta

inversdo possa estar impedida.

Sendo assim, nossa primeira hipotese foi considerar que a inversao do nitrogénio
ocorria na parte da glicina da molécula, ¢ assim realizamos a constru¢do da molécula e
0s espectros tedricos nas duas conformagdes R e S, como apresentado nos resultados

anteriores vimos que na conformacgdo R, o sinal do ECD se comporta o mais préximo
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do experimental. O proximo passo foi realizacdao dos scan de todas os possiveis diedros

desta conformagao.

5.6. Estudo Da Superficie De Energia Potencial (PES) E ECD Da

Dansilglicina.

Na Figura 22 apresentamos a estrutura da molécula de DanGly com a
numerag¢do utilizada para a identificacdo dos dtomos a serem considerados nos calculos

da PES e de ECD da DanGly referentes a cada angulo diedro.

Figura 22. Estrutura da DanGly com os atomos numerados

A PES da DanGly foi calculada a partir do funcional hibrido B3LYP e a
funcdo de base 6-31G(2d, p) no vacuo. Na Figura 23 apresentamos a PES (com
intervalos de 10° entre cada ponto da curva desde zero até 360°) onde podemos verificar
a presenca de minimos ¢ maximos de energia como uma fun¢do do angulo diedro
representado pelos atomos: 36, 34, 31 e 29. O célculo do ECD da DanGly foi realizado
no funcional hibrido CAM-B3LYP com o conjunto de fun¢des de base 6-311++G(2d, p)

no solvente agua utilizando o modelo SMD. Na Figura 24 apresentamos o espectro da
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DanGly no solvente agua para os angulos diedros de 20°, 100°, 180° e 280° onde

podemos verificar que o sinal de ECD obtido foi positivo para todos os dngulos diedros

considerados.

[Atomos 36 34 31 29
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Figura 23.PES da DanGly
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Figura 24. ECD da DanGly no solvente agua

Na Figura 25 ¢ apresentada a PES (com intervalos de 10° entre cada ponto da

curva desde zero até 360°) onde podemos verificar a presenca de minimos ¢ maximos
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de energia como uma func¢do do angulo diedro representado pelos atomos: 37, 36, 34 e

31.
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Figura 25. PES da DanGly

O espectro da DanGly, apresentado na Figura 26, no solvente agua para os

angulos diedros de 90°, 180° e 270° onde pode verificar que o sinal de ECD obtido foi

positivo para todos os dngulos diedros considerados.
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Figura 26. ECD da DanGly no solvente agua
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Na Figura 27 apresentamos a PES (com intervalos de 10° entre cada ponto da
curva desde zero até 360°) onde podemos verificar a presenca de minimos ¢ maximos
de energia como uma func¢do do angulo diedro representado pelos atomos: 26, 29, 31 e

34.

[ATOMOS 26 29 31 34
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Figura 27. PES da DanGly

Para os angulos diedros de 70°, 150°, 160°, 190°, 220° 260° e 280°,
apresentamos na Figura 28 o espectro da DanGly no solvente dgua onde podemos
verificar que o sinal de ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros

considerados.
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Figura 28. ECD da DanGly no solvente agua

Podemos verificar na Figura 29 a presenca de minimos e maximos de energia,

na PES como uma fung¢fo do angulo diedro representado pelos atomos: 29, 31, 34 e 35.
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Figura 29. PES da DanGly
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Verificamos que o sinal de ECD obtido foi positivo para todos os angulos
diedros considerados, apresentados na Figura 30 com os respectivos espectros da

DanGly no solvente agua para os angulos diedros de 100°, 200° e 280°.
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Figura 30. ECD da DanGly no solvente agua

Na Figura 31 podemos verificar a presenga de minimos ¢ maximos de energia

como uma fun¢do do angulo diedro representado pelos atomos: 27, 26, 9 e 3 na PES da

DanGly no vécuo.
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Figura 31. PES da DanGly
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Na Figura 32 apresentamos o espectro da DanGly no solvente dgua para os
angulos diedros de 20°, 70°, 130°, 180°, 240° e 320° onde podemos verificar que o sinal

de ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros considerados.
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Wavelength(nm)
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Figura 32. ECD da DanGly no solvente agua

Na Figura 33 apresentamos a PES (com intervalos de 10° entre cada ponto da
curva desde zero até 360°) onde podemos verificar a presenca de minimos e maximos

de energia como uma fungdo do angulo diedro representado pelos atomos: 22, 17, 5 ¢ 4.
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Figura 33. PES da DanGly

Na Figura 34 ¢ apresentado o espectro da DanGly no solvente agua para os
angulos diedros de 0°, 10°, 120°, 130°, 140° e 150° onde podemos verificar que o sinal
de ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros considerados. Para o dngulo
de 0° 0 maximo no espectro de ECD encontra-se em 350 nm, a medida que aumentamos
o angulo diedro este maximo sofre um descolamento para comprimentos de onda
menores: para o angulo de 130° o valor maximo ¢ igual a 310 nm e a medida que
aumentamos o diedro o angulo para 140° e 150° o valor maximo ¢ igual 315 e 320 nm,

respectivamente.
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Figura 34. ECD da DanGly no solvente agua

Na Figura 35 apresentamos o espectro da DanGly no solvente agua para os
angulos diedros de 160°, 170°, 180°, 190° e 200° onde podemos verificar que o sinal de
ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros considerados. A medida que
aumentamos o angulo diedro o valor da posi¢do do maximo do espectro de ECD sofre
um deslocamento para comprimentos de onda para o vermelho: para o valor de 160° e

200° temos um valor de 323 e 333 nm, respectivamente.
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Figura 35. ECD da DanGly no solvente agua
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Apresentamos na Figura 36 o espectro da DanGly no solvente agua para os
angulos diedros de 250°, 260°, 270°, 280°, 290° e 300° onde podemos verificar que o
sinal de ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros considerados. A medida
que aumentamos o angulo diedro de 250° a 280° ndo ocorre variagdo significativa no
valor do maximo no sinal de ECD. Ocorre, no entanto, uma diminui¢do na intensidade

do sinal de ECD para os angulos diedros iguais a 290° e 300°.

250°-300°
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Figura 36. ECD da DanGly no solvente agua

Na Figura 37 apresentamos o espectro da DanGly no solvente agua para os
angulos diedros de 310°, 320°, 330°, 340°, 350° e 360° onde podemos verificar que o
sinal de ECD obtido foi positivo para todos os angulos diedros considerados. A medida
que aumentamos o valor do angulo diedro no intervalo de 310° a 350°, o sinal de ECD
diminui de intensidade e o comprimento de onda sofre um descolamento para a regido
do vermelho do espectro eletromagnético. Para o valor de 360°, a intensidade do sinal
ainda ¢ menor do que os outros angulos diedros, mas apresenta um valor para 0 maximo

de intensidade igual a 349 nm.
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Figura 37. ECD da DanGly no solvente agua

O espectro da DanGly no solvente agua para os dngulos diedros de 20°, 30°, 40°,
50°, 60°, 70° e 80° apresentados na Figura 38, verificamos que o sinal de ECD obtido
foi negativo para todos os dngulos diedros considerados. A medida que aumentamos o
valor do angulo diedro no intervalo de 20° a 60°, o sinal de ECD ndo sofre mudancas
significativas situando-se proximo a 350 nm. A medida que aumentos o valor do dngulo
diedro para 70° e 80° observou um aumento na intensidade do sinal e um deslocamento

para a regido do azul, com valores iguais a 326 e 317 nm, respectivamente.

ECD22 17 5 4

20°
— 30°
- 40°
50°

— 60°
— 70°

Ellipticity(mdeg)

Figura 38. ECD da DanGly no solvente agua
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Na Figura 39 apresentamos o espectro da DanGly no solvente dgua para os
angulos diedros de 90°, 100°, 110°, 210°, 220°, 230° e 240° onde podemos verificar que
o sinal de ECD obtido foi negativo para todos os angulos diedros considerados. A
medida que aumentamos o valor do angulo diedro no intervalo de 90° a 230°, com
excegdo dos valores de 210° e 240°, o sinal de ECD ndo sofre mudancas significativas
situando-se proximo a 320 nm. Para os valores dos angulos diedros iguais a 210° e 240°
a intensidade do sinal de ECD diminui e o valor para o comprimento de onda ¢ igual a

320 nm.

[ECD22 17 5 4
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5 204 — 100°
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-20-

Figura 39. ECD da DanGly no solvente agua

Os calculos da PES da DanGly, considerando os angulos diédricos formados
pela ligacdo do grupo —N (CH3), do anel naftalenico, mostraram que a partir das varias
conformacdes possiveis e seus respectivos ECDs tedricos o valor do angulo diedro igual
a 150° (ECD positivo centrado em 320 nm) apresentou excelente similaridade com o
espectro obtido experimental. Por outro lado, o diedro de 80° apresentou um sinal do

espectro de ECD oposto ao observado experimentalmente. Estes dois valores para o
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angulo diedro apresentam uma conformagdo semelhante aquele obtida através da

simulagdo por docking molecular.

Na Figura 40 apresentamos a estrutura do sitio II de ligagdo da DanGly na

proteina HSA obtida através do calculo de docking molecular.

Figura 40. Estrutura da cavidade do sitio Il na HSA

O alto score obtido para o sitio II estd em boa concordancia com os resultados
experimentais, que mostra a preferéncia da DanGly ligar-se a este sitio. Este sitio ¢ uma
cavidade com um dos lados abertos € o outro fechado, diferente do sitio I que se
assemelha a um cilindro com ambas as cavidades abertas. O valor do angulo diedro
calculado no docking molecular para os atomos 22(C), 17(N), 5(C) e 4(C) na DanGly ¢
igual a 100°. Este valor estd em boa concordancia com os valores obtidos nos estudos

teoricos usando DFT.

Na Figura 41 apresentamos o sitio de ligagao II da HSA onde podemos verificar
os aminoacidos que interagem com a DanGly. Podemos observar que a molécula de

DanGly interage com o aminoacido Tirosina 411 (Tyr411) através de uma ligagdo de
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hidrogénio entre os atomos de Oxigénio da DanGly e o atomo de Hidrogénio da

Tyr411.

Figura 41. Sitio II de interacdo da HSA com a DanGly

5.7. Estudo Dos Orbitais Moleculares Homo-Lumo Da Dansilglicina

Na Figura 42 apresentamos os orbitais moleculares HOMO ¢ LUMO
para a molécula de DanGly para o angulo diedro, formado entre os atomos 22(C),
17(N), 5(C) e 4(C), igual a 80°. O orbital HOMO (de numero 81) e o LUMO (de
nimero 82) sdo os responsaveis pela transicdo eletronica observada no espectro de
ECD, obtida no nivel de teoria DFT com o funcional hibrido CAM-B3LYP e a func¢édo
de base 6-311++G(2d, p) no vacuo. A transicdo HOMO-LUMO se refere a passagem de

um elétron localozado no par de elétrons » do atomo de Nitrogénio de numero 17 para
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um orbital p localizado nos 4tomos de Carbono. Esta transicao esta relacionada ao sinal

negativo no espectro de ECD apresentado na Figura 38 localizado em 317 nm.

(a)

(b)

Figura 42. Principais orbitais moleculares (a) HOMO e (b) LUMO da DanGly para o diedro de
80°
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Na Figura 43 apresentamos os orbitais moleculares HOMO e LUMO para a
molécula de DanGly para o angulo diedro, formado entre os atomos 22(C), 17(N), 5(C)
e 4(C), igual a 150°. O orbital HOMO (de numero 81) e 0 LUMO (de niimero 82) sdo os
responsaveis pela transicdo eletronica observada no espectro de ECD, obtida no nivel de
teoria DFT com o funcional hibrido CAM-B3LYP e a fungdo de base 6-311++G(2d, p)
no vacuo. A transigdo HOMO-LUMO se refere a passagem de um elétron localizado no
par de elétrons # do a&tomo de Nitrogénio de nimero 17 para um orbital p localizado nos
atomos de Carbono. Esta transicdo estd relacionada ao sinal positivo no espectro de

ECD apresentado na Figura 34 localizado em 333 nm.

(a)
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(b)

Figura 43. Principais orbitais moleculares (a) HOMO e (b) LUMO da DanGly para o diedro de
150°

Na Tabela 4 apresentamos os valores das contribui¢des dos orbitais atdmicos da
DanGly para os orbitais moleculares HOMO e LUMO em fungdo do angulo diedro. As
contribuicdes foram obtidas a partir da analise dos orbitais moleculares da DanGly e
foram escolhidos aqueles que sdo predominantes para a formacao do orbital molecular

que descrevem as transi¢oes eletronicas.

Podemos verificar que para o angulo diedro igual a 80° a maior contribui¢do
para o orbital molecular HOMO esta relacionada aos atomos de Carbono (5) com o
orbital atdmico 5s e para o LUMO a maior contribuicdo esta relacionada ao atomo de

Carbono (4) com o orbital atdmico 5s.

Para o angulo diedro igual a 150°, a contribuigdo para 0o HOMO e LUMO esta
associada aos atomos de Nitrogénio (17) com o orbital 4pz ¢ o atomo de Carbono (5)

com o orbital 5pz.



Tabela 4. Contribui¢do dos orbitais atdmicos no HOMO e LUMO da DanGly
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Angulo diedro (graus)

Orbital molecular

HOMO LUMO
0° 17N/4pz/0,26080 4C/55/0,86916
10° 17N/4pz/0,25542 4C/55/0.81395
20° 4C/55/0,31993 4C/55/0.43608
30° 4C/55/0,28698 4C/55/0,37834
40° 5C/55/0.22081 5C/5pz/0.22488
50° 17N/4pz/0.20558 5C/5pz/0.26654
60° 17N/3pz/0.18699 5C/5pz/0.29714
70° 17N/4py/0.19040 4C/55/0.39995
80° 5C/55/0.19531 4C/55/0.55544
90° 17N/4py/0.21283 4C/5pz/0.54882

100° 17N/4py/0.22109 4C/55/0.40104
110° 17N/4py/0.21152 5C/5pz/0.40271
120° 17N/4py/0.21715 4C/5pz/0.60845
130° 17N/4py/0.20904 5C/5pz/0.39393
140° 5C/5s/0.19520 5C/55/0.53294
150° 17N/4pz/0.20168 5C/5pz/0.32987
160° 17N/4pz/0.32987 5C/5pz/0.30692
170° 17N/4pz/0.21308 5C/5pz/0.26706
180° 17N/4pz/0.21486 4C/55/0.45569
190° 17N/4pz/0.21346 4C/55/0.64638
200° 17N/4pz/0.20929 5C/55/0.71483
210° 17N/4py/0.20082 4C/55/0.47089
220° 17N/4py/0.22364 4C/55/0.57756
230° 17N/4py/0.24052 4C/55/0.45061
240° 17N/4py/0.23639 5C/5pz/0.40353
250° 17N/4py/0.19939 5C/5pz/0.39204
260° 5C/55/0.19360 5C/5pz/0.39715
270° 5C/5/0.17969 5C/55/0.52783
280° 17N/4pz/0.19232 5C/55/0.53447
290° 17N/4pz/0.21318 5C/5pz/0.31031
300° 17N/pz/0.23121 5C/5pz/0.24959
310° 17N/4pz/0.24707 4C/55/0.40922
320° 17N/4pz/0.25778 4C/55/0.56351
330° 4C/55/0.28055 4C/55/0.68933
340° 4C/55/0.31868 4C/55/0.79210
350° 4C/55/0.30344 4C/55/0.85734
360° 17N/4pz/0.26082 4C/55/0.86896
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6. Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a DanGly nos solventes:
agua, metanol, etanol, acetonitrila e THF, apresenta um comprimento de onda maximo
de absor¢do em aproximadamente em 340 nm, indicando uma transi¢do n—n . Além
disso, o uso desses dados experimentais foram uteis para relacionarmos com os
espectros tedricos, utilizando o método DFT com o conjunto de base B3LYP/6-
311++G(2d,p) e notamos que os espectros com as configuragdes R e S ndo
apresentaram mudancas significativas em relacdo ao comprimento de onda maximo.
Com os dados de ECD, pudemos demonstrar que a complexagdo de HSA com DanGly
leva ao aparecimento de uma banda CD positiva centrada em 346 nm. Esse fendmeno
pode ser explicado pelo aparecimento da quiralidade na DanGly quando induzida pelo
meio, no presente caso o sitio Il da HSA. A comparagdo entre o espectro de ECD
experimental com os obtidos por DFT, em diferentes solventes, nos leva a concluir que
a conformacdo adquirida pela DanGly ao se ligar a proteina se assemelha a

configuragdo R.

Célculos da superficie de energia potencial (PES) da DanGly nos mostram que
os grupos envolvidos no fendmeno do aparecimento do sinal de ECD esta relacionado
ao grupo -N (CHj3), do anel naftalenico. A analise das varias conformagdes obtidas e
seus respectivos ECDs teoricos revelaram que o diedro de 150° (ECD positivo centrado
em 320 nm) apresentou excelente similaridade com o espectro experimental. Por outro
lado, o diedro de 80° apresentou um sinal do espectro de ECD oposto ao observado
experimentalmente. Além disso, observamos que o atomo de nitrogénio do grupo -N
(CHj3), apresentou a maior contribuicdo para a transicaio HOMO-LUMO que da origem

a transi¢do eletronica n—7 envolvida na geracdo do sinal de ECD. A analise de
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docking molecular da complexagdo entre DanGly ¢ HSA revelou uma conformacgéio
com um diedro igual a 100°, muito similar aquele obtido teoricamente (DFT) e cujo
ECD estad em acordo com o resultado experimental. Em conclusdo, através do estudo
das possiveis conformacdes para a dansilglicina e o calculo do seu ECD tedrico, foi
possivel identificar a origem do sinal de ECD obtido pela complexagdo entre DanGly e

HSA.
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