e f
'.é‘d'?’d .

;nm‘&%

F
=
=
s ]
(2]
'@g e '\aﬂe{‘

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE QUIMICA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
QUIMICA ORGANICA

ESTUDO ESPECTROSC()PICO DA INTERACAO ENTRE
FLAVONOIDES E ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB)

ALESSANDRA MEDEIROS RIBEIRO

Sob a Orientagdo do Professor
Dr. José Carlos Netto Ferreira

e Co-orientagdo do Professor
Dr. Dari Cesarin Sobrinho

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias, no Curso
de Pés-Graduacdo em Quimica,

Area de Concentragao
Quimica Organica

Seropédica, RJ
Marc¢o de 2010



UFRRJ / Biblioteca Central / Divisdo de Processamentos Técnicos

572.66
R484e

Ribeiro, Alessandra Medeiros, 1977-

Estudo espectroscdpico da interacao
entre flavondéides e albumina sérica bovina
(ASB) / Alessandra Medeiros Ribeiro - 2010.

200 £. : 1il.

Orientador: José Carlos Netto Ferreira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Curso de Pos-—
Graduacdo em Quimica.

Bibliografia: f. 153-159.

1. Albumina - Teses. 2. Flavondides -
Teses. 3. Espectroscopia de fluorescéncia
— Teses. 4. Dicroismo circular - Teses. I.
Ferreira, José Carlos Netto, 1947-. 1II.
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Curso de Pés—-Graduacgéo em
Quimica. III. Titulo.

Bibliotecario:

Data: /




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ALESSANDRA MEDEIROS RIBEIRO

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias, no
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, area de Concentragéo em Quimica Orgénica.

TESE APROVADA EM -42./-23,.2040

Yor(20, ol P

Dr. José Carlos Netto Ferreira - Depto. de Quimica/ICE/UFRRJ

(Orientador)
- A;_u—ﬂ_’ ) e T",‘ —”‘ ——
(B D O O

Dra. Laura Tiemi Okano - Depto. de Quimica/FFCLRP/USP

A )bthn. - GO/L F i
Dra. Nanci Camara de Lucas Garden - Depto. de Quimica Organica/IQ/UFRJ

\
{\_Z/Ezv r )\ g \
Dra. Rosaly Silverra ﬁa Silva - Depto. de Quimica Orgénica/IQ/UFF
(Suplente)

/ |
Hon e 2l Bt -

Dr. Aurélio Baird Buarque Ferreira - Deptq\ de Quimica/ICE/UFRRJ

H o Al

Dr. Francisco de Assis da Silva - Depto. de Quimica/ICE/UFRRJ

// /(,/1?%7[7(/

Dr. Carlos Mauricio Rabello de Sant’ Anna - Depto. de Quimica/ICE/UFRRJ
(Suplente)




DEDICATORIA

“O valor das coisas nao estd no tempo em que
elas duram, mas na intensidade com que
acontecem. Por isso, existem momentos
inesqueciveis, coisas inexplicdveis e pessoas
incomparaveis.” (Fernando Pessoa)

Aos meus pais, Maria José Medeiros Ribeiro e
Carlos Roberto Ribeiro, por toda a dedicagdo e
carinho.



“A medida da vida ndo € a sua duracdo, mas a
sua doacdo.” (Peter Marshal)



AGRADECIMENTOS

A Deus por tornar possivel o inicio e o término desta tese com muita determinacgdo e
dedicagdo, tornando possivel mais uma conquista.

Ao Prof. e orientador José Carlos Netto Ferreira e ao Prof. e co-orientador Dari
Cesarin Sobrinho pela orienta¢do, ensinamentos, estimulos e amizade.

A Prof. Laura Tiemi Okano, do Depto. de Quimica/ FFCLRP/ USP-RP da
Universidade de S@o Paulo - Ribeirdao Preto (USP-RP), por permitir a realizacdo de andlises
de espectroscopia de fluorescéncia e de dicroismo circular, ambas com variacdo de
temperatura, nas dependéncias do seu Laboratério de Fotoquimica e de Processos Fotofisicos
em Biopolimeros, pela inestimével ajuda, cordialidade e amizade.

Ao Prof. Mario Geraldo de Carvalho, aos seus alunos de doutorado Renata Duarte
Fernandes e Marcelo Francisco de Araujo e, a sua ex-aluna de doutorado Virginia Claudia da
Silva, todos do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) da UFRRIJ, pela doagao
de biflavonéides (agatisflavona, 7”’-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona), possibilitando a realizacao de um trabalho em parceria.

Ao Coordenador e Prof. do PPGQ/ ICE/ UFRRIJ, Carlos Mauricio Rabello de
Sant’Anna, ao seu aluno de doutorado Daniel Rosa da Silva e ao seu aluno de iniciacao
cientifica Bruno Benedito Spolidoro, pelo auxilio nos cdalculos tedricos (modelagem
molecular) das interagdes entre ASB e flavondides.

A Prof*. Cristina Maria Quintella por permitir a realizacdo de anlises de fotdlise por
pulso de laser de nanossegundo de tioflavona, S,S-diéxidotioflavona e tiocromanona, no
LabLaser/ IQ/ UFBA, devido ao projeto PROCAD UFBA/ UFRRIJ.

A colega Ada Ruth Bertoti, ex-doutoranda do LabLaser/ IQ/ UFBA, pela ajuda nas
andlises de fotdlise por pulso de laser de nanossegundo de tioflavona, S,S-diéxidotioflavona e
tiocromanona.

A todos os colegas do LabLaser/ IQ/ UFBA pela ajuda, alegria e amizade.

Aos meus pais, Carlos Roberto Ribeiro e Maria José Medeiros Ribeiro, pelo apoio,
incentivo, dedicacao e compreensio em todos os momentos de minha vida.

Aos meus irmaos, Carlos Roberto Medeiros Ribeiro e Juliana Medeiros Ribeiro, pela
paciéncia e amizade.

Ao meu namorado, Rogério Mota do Nascimento, pelo companheirismo, carinho,
amizade, apoio, estimulo e, sobretudo, paciéncia nos momentos que mais necessitei.

Aos meus sobrinhos, Manuella Siqueira Ribeiro e Miguel Angelo Siqueira Ribeiro,
por existirem, tornando minha vida mais alegre com doces sorrisos.

A minha madrinha, Maria Angela Medeiros, pelo apoio, acolhendo-me em sua casa
em alguns momentos desta tese, e por acreditar no meu potencial.

Aos meus futuros sogra e sogro, Ilza Mota do Nascimento e Clovis do Nascimento,
respectivamente, pela estadia em sua casa na fase final desta tese, dando-me total apoio e
atencgao.

Aos demais professores, técnicos e funciondrios do Depto. de Quimica/ ICE/ UFRRJ
pela contribuicdo direta ou indireta, apoio e ajuda para a realizacdo desta tese.

A todos os colegas dos cursos de mestrado e de doutorado do PPGQ/ ICE/ UFRRIJ,
que me ajudaram direta ou indiretamente, e pela amizade.

A todos os amigos que, apesar de ndo nomeados, de uma forma ou de outra, sempre
torceram por mim.

A UFRRYJ pela sua existéncia e contribui¢io para a minha formagio.

A CAPES pelo apoio financeiro concedido e pelo auxilio através do projeto PROCAD
UFBA/ UFRRI.



RESUMO

RIBEIRO, Alessandra Medeiros. Estudo espectroscopico da interacao entre flavondides e
albumina sérica bovina (ASB). 2010. 200p Tese (Doutorado em Quimica, Quimica
Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Estudos espectroscopicos para diversos flavondides comerciais (flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (&-NAF), beta-naftoflavona (#-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA) e quercetina (QUE)), flavondides naturais (biflavondides como
agatisflavona  (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e
diidroochnaflavona (DOF)) e tiocromanona (TCR), foram realizados em diferentes solventes
(acetonitrila (ACN), etanol (ETOH), cicloexano (CEX), diclorometano (DCM) e dgua millli-
Q (AD)). A irradiacdo de TFA, SDF e TCR, em acetonitrila, por fotdlise por pulso de laser de
nanossegundo, levou a formacdo de seus respectivos estados excitados triplete. Por
espectroscopia de fluorescéncia, verificou-se que os flavondides comerciais e naturais, € a
tiocromanona nao apresentam emissao de fluorescéncia. Por espectroscopia de absor¢dao no
ultravioleta/visivel (UV-Vis) para QUE, ATF, OMA, AMF e DOF, nestes solventes,
percebeu-se que os espectros em presenga de solventes polares, como AD, foram bem
diferentes dos espectros em DCM, principalmente, para ATF, e os espectros em solugdo de
tampao PBS (pH = 7,4) foram semelhantes aos em AD, exceto para DOF, apresentando
mudancas substanciais. A interacdo entre ASB e os flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e
DOF) em solu¢do tamponada (PBS, pH = 7.,4) foi estudada por espectroscopia no
ultravioleta/visivel, espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, dicroismo circular e
modelagem molecular sendo diretamente dependente da concentracdo adicionada de
flavondides e muito pouco dependente com a variagdo da temperatura. No UV-Vis ocorreu
deslocamento para o azul das bandas de absor¢ao préximas a 208 nm (correspondente a ASB,
referente as transi¢cdes nt* da estrutura arhélice da albumina) e 280 nm (correspondente ao
triptofano da ASB), em funcdo do aumento de concentracdo dos flavondides. Na
espectroscopia de fluorescéncia (T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) houve deslocamento
para o azul na emissdo da proteina com o aumento da concentracdo dos flavonoides,
sugerindo que o crom6foro da ASB estd em um ambiente mais hidrofébico em relacdo aquele
quando para ASB livre. Neste caso, observou-se supressdo da fluorescéncia de ASB (residuos
de triptofano), como consequéncia de um processo de supressdo estitica como demonstrado
pelos altos valores observados para kg (= 10" a 10" L/mol.s). A distancia entre os residuos de
triptofano e os flavonédides (r) foi menor que 7 nm, um indicativo da grande probabilidade de
ocorrer transferéncia de energia entre ASB e flavondides, de acordo com a teoria de
transferéncia de energia ndo-radiativa de Forster (Teoria de Forster). No dicroismo circular (T
= 25°C, 37°C e 42°C) foi verificada uma diminui¢do do % de arhélice da ASB em 208 nm e
222 nm (regides de transicdo nm* da estrutura secundéria o~hélice da ASB no espectro de
absor¢ao UV), devido ao aumento de concentra¢do dos flavondides. Esses efeitos podem ser
atribuidos a formacdo de um complexo flavondide-ASB que pode estar induzindo varia¢des
conformacionais na ASB. Por modelagem molecular, através do programa docking, percebeu-
se que as regides principais para a ligacdo dos flavondides com os sitios de ligagdo da ASB
estdo localizadas em cavidades hidrofébicas nos subdominios IB e IIA (consistentes com oS
sitios I e II) e os residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-237) de ASB estdo nesses
subdominios, respectivamente. Existe uma grande cavidade hidrofébica presente no
subdominio ITA, onde os flavondides podem se ligar com o residuo de triptofano Trp-237
(melhor sitio de ligag@o), formando o complexo flavon6ide-ASB.



Palavras-chave: Espectroscopia. Flavonéides. Albumina sérica bovina (ASB).



ABSTRACT

RIBEIRO, Alessandra Medeiros. Spectroscopic study of the interaction between
flavonoids and bovine serum albumin (BSA). 2010. 200p. Tesis (Doctor Science in
Chemistry, Organic Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica , RJ, 2010.

Spectroscopic studies for several comercial flavonoids (flavone (FVA), alpha-
naphthoflavone  (&~NAF), beta-naphthoflavone (S-NAF), thioflavone (TFA), S,S-
dioxythioflavone (SDF), flavanone (FNA) and quercetin (QUE)), natural flavonoids
(biflavonoids such as agatisflavone (ATF), 7”-O-methylagatisflavone (OMA), amentoflavone
(AMF) and (DOF)) and thiochromanone (TCR) were performed in different solvents
(acetonitrile (ACN), ethanol (ETOH), cyclohexane (CEX), dichloromethane (DCM) and
milli-Q water (AD)). Irradiation of TFA, SDF and TCR in acetonitrile, employing the
nanosecond laser flash photolysis, lead to the formation of their corresponding triplet excited
state. Fluorescence emission spectroscopy studies showed that commercial and natural
flavonoids and thiochromanone are not fluorescent. UV/visible spectroscopy studies for QUE,
ATF, OMA, AMF and DOF, in the same previous solvents, revealed that for these flavonoids
the ground-state absorption spectrum in polar solvents, such as water or PBS (pH=7.4), is
completely different than the obtained in dichloromethane. This difference is more
pronounced for ATF. For DOF the absorption spectrum in water shows remarkable variations
when compared to that in PBS. The interaction between BSA and the flavonoids QUE, ATF,
OMA, AMF and DOF in PBS solution, pH = 7.4, was studied by UV/visible spectroscopy,
fluorescence emission spectroscopy, circular dicroism and molecular modelling. From these
studies it was clearly demonstrated that the interaction observed was directly dependent on the
flavonoid concentration and almost independent on temperature variation. The ground state
absorption spectrum for BSA showed a hypsochromic effect on the absorption band around
208 nm, corresponding to the n7* transition of the BSA o-helix structure, as a function of
flavonoid concentration. Similar behavior was observed for the absorption at 280 nm,
corresponding to the tryptophan absorption in BSA. The fluorescence emission spectrum for
BSA in the presence of QUE, ATF, OMA, AMF and DOF, in PBS, at T = 22°C, 27°C, 32°C,
37°C and 42°C, shows a blue-shift on the protein emission as a function of flavonoid
concentration. These results suggest that the BSA chromophore is in a more hydrophobic
environment when compared with that sensed by the protein in the absence of the flavonoid.
In this case, quenching of BSA fluorescence (tryptophan residues) was clearly observed with
the high values obtained for the quenching rate constant kq (= 10" to 10" L/mol.s) indicating
a static quenching process. The distance (r) observed for the tryptophan residues and the
flavonoids was smaller than 7 nm, which indicates that there is a reasonable probability for a
non-radiative energy transfer process between tryptophan and the flavonoids, based on the
Forster theory for energy transfer. Circular dicroism results at T = 25°C, 37°C and 42°C
revealed a significant decrease on the o-helix percentage for BSA at 208 nm and 222 nm,
corresponding to the nm* transition for the secondary structure of BSA, as a function of
flavonoid concentration. These effects can be attributed to the formation of a complex
BSA/flavonoid which can induce conformational variations on the BSA structure. Molecular
modelling indicates that the main regions for the interaction between flavonoids and ASB are
located in hydrophobic cavities on the sub-domains IB and IIA, which contain tryptophan
residues (Trp-158 and Trp-237). A large hydrophobic cavity containing the Trp-237 is present
in the sub-domain ITA, which is responsible for the formation of the complex flavonoid-BSA
through a strong interaction flavonoid-tryptophan.



Key words: Spectroscopy. Flavonoids. Bovine serum albumin (BSA).
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2,10;2,45;2,80¢e 3,15 (x 10) MO/, 8 T = 27%C e se s 88
Figura 80. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;
2,10;2,45;2,80¢e 3,15 (x 10) MO/, 8 T = 32°C e s s 89
Figura 81. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;
2,10;2,45;2,80 € 3,15 (X 107°) MOV/L, @ T = 37°C e see e, 89
Figura 82. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;
2,10;2,45;2,80 € 3,15 (X 107°) MOV/L, @ T = 42°C oo, 90
Figura 83. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
NM) POT QUETCELIMA. +..vveeuvreenreeriteetieeiteeteeniteeteestteeteesteeeaseesseesate e seesaseebeesaneenseessseebeenanesnneenanes 92
Figura 84. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nM) POr aZAtISTIAVONA. .......ooiiiiiiiii et 93
Figura 85. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
nm) por 77-O-metilagatisflavona...........ocviiiiiiiiiiiie e e 93

Figura 86. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280
NM) POT AMENLOTIAVOMNA. .....eieuiiiiiiiieeiiieciieeeiteertee et ee et eetee e et eesbeeesabeeesbeeesaeeensseesnseeensseens 94



Figura 87. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280

nm) por diidrooChNaflaVoNa..........coocuiiiiiiiiiie e e e 95
Figura 88. Grifico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por quercetina (QUE)........c.oouioviouiiiiieieeeeeeieeeeete ettt 96
Figura 89. Grifico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por agatisflavona (ATF).......cooioiiiiieieeeceeeceee et 96
Figura 90. Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por 77”-O-metilagatisflavona (OMA).........cccevvevievieriesieieeeeeiesieee e 97
Figura 91. Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por amentoflavona (AMPEF).........c.coiviiieieieieieieesecece et 97

Figura 92. Grifico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por diidroochnaflavona (DOF)...........ccoevvevviiiiiiiiiciieieeeeeeeeeeeeeee e 98

Figura 93. Griéfico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por quercetind (QUE).........oiiiiiiiiee et 99

Figura 94. Griéfico de van’t Hoff para a supressido de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por agatisSflavona (ATE)......cooiii e 100

Figura 95. Griéfico de van’t Hoff para a supressio de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por 7”-O-metilagatisflavona (OMA).........coeviiieiiiieiiie ettt et ere e e eesreeeaaeeenes 100
Figura 96. Griéfico de van’t Hoff para a supressio de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por amentoflavona (AME)........cc.oi i e 101

Figura 97. Griéfico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por diidroochnaflavona (DOF)..........cccooiiiiiiiiiiieee et 102

Figura 98. Grifico de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressdao de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por quercetind (QUE).......cc.coiviiviieieieieieieiesieee et 103
Figura 99. Grifico de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressdao de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por agatisflavona (ATE)......cccociiieieieieieieciecieee ettt 104
Figura 100. Gréfico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por 7”-O-metilagatisflavona (OMA).........ccoeovevveeuiieeieieeeieereeeee e 104
Figura 101. Gréfico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por amentoflavona (AME)...........cocooiiiiiiiiieieeeeceee e 104
Figura 102. Grifico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressao de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por diidroochnaflavona (DOF).........c.cccevviviiiiiiieieiieieieieiee e 105

Figura 103. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 22°C) de ASB (pH = 7.,4) e de absor¢ao UV de quercetina. Casg = Cque = 1,00 x 107

Figura 104. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 27°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV de quercetina. Casp = Cqug = 1,00 x 107

Figura 105. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 32°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV de quercetina. Casp = Cqug = 1,00 x 107

Figura 106. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 37°C) de ASB (pH = 7.,4) e de absor¢ao UV de quercetina. Casg = Cque = 1,00 x 107

Figura 107. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 42°C) de ASB (pH = 7.,4) e de absor¢ao UV de quercetina. Casg = Cque = 1,00 x 107



Figura 108. Sobreposicio entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 22°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢ao UV de agatisflavona. Casg = Catr = 1,00 X 107

Figura 109. Sobreposicio entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 27°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de agatisflavona. Casgp = Catr = 1,00 x 107

Figura 110. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 32°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢ao UV de agatisflavona. Casgp = Catr = 1,00 x 107

Figura 111. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 37°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de agatisflavona. Casg = Catr = 1,00 X 107

Figura 112. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 42°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de agatisflavona. Casg = Catr = 1,00 X 107

Figura 113. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 22°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casp = Coma =
1,00 X 107 MON L.ttt ettt 114
Figura 114. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 27°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casp = Coma =
1,00 X 107 MON Lottt 114
Figura 115. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 32°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =
1,00 X 107 MOU Lttt 115
Figura 116. Sobreposicio entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 37°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =
1,00 X 107 MOULtvvvveterieriesseese sttt 115
Figura 117. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 42°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casp = Coma =
1,00 X 107 MON Lottt 116
Figura 118. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 22°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

Figura 119. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 27°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

Figura 120. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 32°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

Figura 121. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 37°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

Figura 122. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 42°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢do UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

Figura 123. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 22°C) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
107 MIOI/Le vttt 120



Figura 124. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 27°C) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
107 MIOI/Lo ettt 120
Figura 125. Sobreposic¢io entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 32°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
107 MION Lttt 121
Figura 126. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
= 37°C) de ASB (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
10 MION Lttt 121
Figura 127. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe = 280 nm e T
=42°C) de ASB (pH = 7,4) e de absorcdo UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x

1O MIOI/Lo oottt 122
Figura 128. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4), Casg = 1,00 x 100 mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C.....oovveveeeeereoeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeneenn. 124

Figura 129. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de quercetina (QUE), nas proporcdes 1:0, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cque = 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30
(X 107) MON/L, & T = 25%Ccuuivivrmeeeerneeeeseeeeeseseeesseee ettt 124
Figura 130. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina (QUE), nas proporgdes 1:0 e 1:8
de ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coug = 0 e 8,08 (x 10°) mol/L, a T =
B7%C ettt h bttt h ettt h et et na et et ena et et as 125
Figura 131. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina (QUE), nas propor¢des 1:0 e 1:8
de ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10°® mol/L e Coug = 0 e 8,08 (x 10°) mol/L, a T =

Figura 132. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenga de quercetina (QUE), na proporcao 1:8 de ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10
mol/L e Cque = 8,08 X 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C......ovoeveerereerreerreeeereeneeesnenene. 126
Figura 133. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenga de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas propor¢des 1:0, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:ATF, Casp = 1,00 x 10 mol/L e Carr = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e 32,00
(X 10 MOI/L, 8 T = 25°C..oeeeeeeeeeeeeeeeee e 127
Figura 134. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas proporcdes 1:0 e 1:8
de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Carr = 0 e 8,00 (x 10° mol/L, a T =
B7%C e bttt h bttt h bt et h et e a b bttt ena et eaeeas 127
Figura 135. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas proporcdes 1:0 e 1:8
de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Carr = 0 e 8,00 (x 10° mol/L, a T =

Figura 136. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de agatisflavona (ATF), na proporcdo 1:8 de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10°°
mol/L e Carr = 8,00 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseees 128
Figura 137. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdoes de 77-O-metilagatisflavona (OMA), nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:OMA, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Coma = 0;
4,12; 8,24; 16,50 € 33,00 (x 10®) MOI/L, @ T = 25°C......cooomeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeees e 129
Figura 138. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdoes de 77-O-metilagatisflavona (OMA), nas



propor¢des 1:0 e 1:8 de ASB:OMA, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coma =0 e 824 (x 10'6)
MOI/LL, @ T = 37%C ittt ettt sttt et be et 129
Figura 139. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdoes de 77-O-metilagatisflavona (OMA), nas
propor¢des 1:0 e 1:8 de ASB:OMA, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coma =0 e 8,24 (x 10'6)
MOI/LL, @ T = 42%C ittt ettt et st be ettt 130
Figura 140. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de 7’-O-metilagatisflavona (OMA), na proporcio 1:8 de ASB:OMA, Casp =
1,00 x 10° mol/L e Coma = 8,24 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C....cooovevvereeeerrrrnnn, 130
Figura 141. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucido tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0,
1:4, 1:8, 1:16 € 1:32 de ASB:AMF, Cxsg = 1,00 x 10° mol/L e Camr = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e
32,00 (X 107 MOI/L, @ T = 25°C...cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 131
Figura 142. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdoes de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0 e
1:8 de ASB:AMF, Casp = 1,00 x 10° mol/L e Camr = 0 € 8,00 (x 10°) mol/L, a T =
A OSSOSO 131
Figura 143. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0 e
1:8 de ASB:AMF, Casp = 1,00 x 10° mol/L e Camr = 0 e 8,00 (x 10°) mol/L, a T =
A2OC ettt a bt a e e h e et ea e e bt et e e h e et e enteeh e e bt ent e bt et e eneenteente e 132
Figura 144. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de amentoflavona (AMF), na proporcao 1:8 de ASB:AMF, Casg = 1,00 x
10° mol/L e Capme = 8,00 x 10 mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C.......ooovvrveerereeereerreresnnene. 132
Figura 145. Espectros de dicroismo circular de ASB em solu¢ao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenga de diferentes concentragdes de diidroochnaflavona (DOF), nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cpor = 0; 4,20; 8,40;
16,80 € 33,60 (X 107 MOI/L, 8 T = 25°C.......o oo, 133
Figura 146. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona (DOF), nas propor¢des
1:0 e 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor=0c¢ 8,40 (x 10'6) mol/L, aT=
B70C ettt ettt et e a e bt et e h e e bt et e h e et e e nteehe e bt e teeneenteentets 133
Figura 147. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona (DOF), nas propor¢des
1:0 e 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor=0c¢ 8,40 (x 10'6) mol/L, aT=

Figura 148. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diidroochnaflavona (DOF), na propor¢ao 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x
10° mol/L e Cpop = 8,40 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C € 42°C......oovvrveeeeeeresreeesresesnonns 134
Figura 149. Modelo de ligacdao entre quercetina (QUE) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em

£OTN0 A& 10 Aottt 142
Figura 150. Modelo de ligacdo entre quercetina (QUE) e ASB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.......ccoeveiiieeiiiieiiiieeiieeeeeee e 143

Figura 151. Modelo de ligacao entre agatisflavona (ATF) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em
£OTTI0 A& 10 Al o.eoooieteei ettt 143
Figura 152. Modelo de ligacdo entre agatisflavona (ATF) e ASB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A, 144



Figura 153. Modelo de ligacdo entre 7”-O-metilagatisflavona (OMA) e ASB para os dois
residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por

dockagem em torn0 de 10 A.........oo.oouiieeeeeeeeeeeeee oot 144
Figura 154. Modelo de ligacdo entre 77-O-metilagatisflavona (OMA) e ASB para um dos
residuos de triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A........ccoevvvveeviieenieeenieens 145

Figura 155. Modelo de ligagc@o entre amentoflavona (AMF) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em

TOINIO dE 10 Aottt ettt e st e et 145
Figura 156. Modelo de ligacdo entre amentoflavona (AMF) e ASB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A..........coceeviiiiiiniiniiiieneeeceeeeeee 146

Figura 157. Modelo de ligacao entre diidroochnaflavona (DOF) e ASB para os dois residuos
de triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em

tOINO d@ 10 Ao ettt e e et e e e et e e e e e e e e e e tba e e e eaareeeeaarraaean 146
Figura 158. Modelo de ligacdo entre diidroochnaflavona (DOF) e ASB para um dos residuos
de triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.............coooeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 147
Figura A.1. Gréfico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a flavona (FVA), A =253 nm
€€ =25.033 L/CIMLIMOL......ooiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e et e e e e eara e e e earaeaeaans 171

Figura A.2. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a flavona (FVA), A = 293 nm
€€ =26.119 L/CIM.IMOL.......ooiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e re e e e e ebaeeeessaaeeeeensaaeeenns 171

Figura A.3. Grafico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a alfa-naftoflavona (o
NAF),A=2325nme € =24.570 L/CM.MOL.........coooriiirriiiiiiiiieeeeieeee e 172
Figura A.4. Gréfico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a alfa-naftoflavona (o
NAF), A =285,5nm e € =22.608 L/CIM.MOL.........cooviiuiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee et 172
Figura A.5. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a beta-naftoflavona (f-
NAF), A =235nme € =44.500 L/Cm.MOL..........ccooimmmiiiiiiiiiiieiieeeeeee et 173
Figura A.6. Grifico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a beta-naftoflavona (f-
NAF), A =283,5nm e € =33.873 L/CIM.IMOL.........cooviiiiiiiiiiiiiieeieieeeeeeeeeeeeeeeee e 173
Figura A.7. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a tioflavona (TFA), A = 273
NM € € =39.187 L/CIM.IMOL.......cccoiiiiiiiiiee et e e e e e e 174
Figura A.8. Gréfico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a tioflavona (TFA), A = 347
NM e €=17.982 L/CM.IMOL..........ccouriiiiiii e e e e e e e e e e e e araaeeas 174
Figura A.9. Gréfico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a S,S-di6xidotioflavona
(SDF), A=236nm e € = 19.284 L/CIML.INOL........cooeiiiiiiiiiiiiieiieeee e 175
Figura A.10. Gréfico de absorbancia (A) x concentra¢do (C) para a §,S-didxidotioflavona
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1 INTRODUCAO

Buscando melhorar o seu dia-a-dia, o homem vem utilizando diversos flavonéides,
tanto fornecidos pela natureza, os flavondides naturais, como criados através da ciéncia, os
flavonodides sintéticos (comerciais). A pesquisa de novos farmacos tendo flavonéides como
principio ativo (farmaco6foro) vem crescendo nos dltimos anos, uma vez que estes apresentam
uma ampla variedade de propriedades farmacoldgicas que atuam sobre sistemas bioldgicos,
tais como: a capacidade antioxidativa, atividade antiinflamatéria e de efeito vasodilatador;
acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores, anti-hepatotdxica,
antiulcerogénica; antiplaquetaria, bem como ag¢des antimicrobianas e antivirais. Sabe-se
também que os flavondides podem inibir varios estdgios dos processos que estdo diretamente
relacionados com o inicio da arteriosclerose, como a ativacdo de leucdcitos, adesdo,
agregacdo e secrecao de plaquetas, além de atividades hipolipidémicas e aumento da atividade
de receptores de LDL (lipoproteina de baixa densidade - colesterol ruim), assim como de
outras doengas.

Flavondides desempenham um papel proeminente na busca de produtos naturais
fisiologicamente ativos, sendo que alguns milhares de compostos pertencentes a esta familia
ja foram identificados a partir de plantas. Sob o ponto de vista da sua fotoquimica,
flavonodides estdo envolvidos em reacOes de fotossensibilizacdo e de transferéncia de energia
em plantas. Estudos fotoquimicos em flavonas mostraram que a dimerizacdo € a sua principal
fotorreacdo, a qual ocorre via estado excitado triplete, apresentando um rendimento quantico
de cruzamento entre sistemas proximo da unidade, o qual é caracteristico para flavonas. O
espectro de absorc¢do triplete-triplete para flavonas apresenta bandas na regidao de 360 e de 650
nm, e o tempo de vida destes tipos de triplete pode sofrer alteragdo de acordo com mudangas
na polaridade do solvente. Estes tripletes apresentam um cardter nn* e sdo suprimidos por
supressores de triplete tipicos, assim como sdo reativos frente a espécies doadoras de
hidrogénio.

Com as novas tendéncias de aplicacdo dos flavondides na prevengdo de diferentes
enfermidades, como tumores e doencas ligadas aos processos oxidativos na célula, torna-se
cada vez mais frequente o estudo desses compostos € de seus derivados, como por exemplo,
os formados através de reacdes de hidroxilacdo, metilagdo, acilagdo, glicosilacdo, entre outras.
Essas transformacdes podem formar muitas vezes flavondides com maior atividade bioldgica.

Os flavondides protegem o organismo do dano produzido por agentes oxidantes como
os raios ultravioleta, poluicdo ambiental, substincias quimicas presentes nos alimentos,
estresse, dentre outros. O organismo humano nao produz essas substincias quimicas
protetoras, cabendo ao homem obté-las por meio da alimentacdo. Consumidos em grandes
propor¢des dentro de uma dieta humana regular (23 a 1000 mg/dia), os flavondides sdo
encontrados em vegetais, legumes, frutas, chis de ervas, vinhos, mel, cerveja, entre outros
produtos de consumo cotidiano. Assim, uma concentracdo farmacologicamente significativa
destas substancias estd presente em fluidos e tecidos do corpo humano, pois, com o aumento
do interesse sobre a medicina tradicional nas ultimas décadas, diferentes formulagdes
farmacéuticas vém sendo elaboradas, nas quais os flavondides sd@o o principio ativo, o que
implica em um aumento significativo na sua dosagem intercorporea, extrapolando a dosagem
didria maxima recomendada de 1 g de flavondides. Portanto, o conhecimento da interacao de
flavondides com as células e os tecidos dos seres vivos € de grande importancia.

Dessa forma, mais pesquisas sdo necessdrias para detectar e caracterizar cada vez mais
os flavondides, identificar a rota metabdlica no ser humano com exatiddo, bem como elucidar
os mecanismos de acdo em relacdo a manutencdo de saide e prevencdo de doencas para, em



um futuro préximo, poder intervir de maneira mais segura e eficaz, bloqueando ou
minimizando o desenvolvimento de doencas.

Para isso, a interacdo entre albuminas e firmacos estd sendo muito estudada, onde,
geralmente, utiliza-se albumina sérica humana (ASH) (também conhecida como soro-
albumina humana (SAH), em portugués, ou human serum albumin (HSA), em inglés) ou
albumina sérica bovina (ASB) (também conhecida como soro-albumina bovina (SAB), em
portugués, ou bovine serum albumin (BSA), em inglés). A ASB tem um custo menor, cerca de
cinco vezes mais barata que a ASH, porém de estrutura semelhante e de resultados tdo
parecidos e promissores quanto os da ASH. A tnica diferenca é que a ASB apresenta 2
residuos de triptofano, e a ASH apresenta apenas um residuo deste amino 4cido.

As interagdes de albumina sérica humana (ASH) e de albumina sérica bovina (ASB)
vém sendo estudadas na literatura com vérias moléculas (quinonas, cumarinas, psoralenos,
flavonoéides, acidos, etc.) por diversas técnicas. As técnicas de andlise mais utilizadas sdo:
espectroscopia de fluorescéncia [Xu et al. (1996), Yamasaki et al. (1999) e Wilting et al.
(1980)], espectroscopia de absorcdo no ultravioleta (UV) [Baroni et al. (2001)],
espectroscopia de dicroismo circular (DC) [Wilting et al. (1980)], reflectancia total atenuada -
infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) [Millot et al. (2001)], modelagem
molecular (MM) [Cui et al. (2008), Yue et al. (2008) e Monti et al. (2009)] e fotdlise por
pulso de laser [Bueno et al. (2009) e Monti et al. (2009)].

A interagdo de ASH com diversos flavondides tem sido extensamente estudada,
podendo-se citar como exemplo: alpinetina [He et al. (2005)], camferol [Kanakis et al.
(2006)], delfinidina [Kanakis et al. (2006)], icariina [Zhang et al. (2008)], isoflavonas
(genisteina e daldzeina) [Mahesha et al. (2006)], hesperetina [Xie et al. (2005)], 3-
hidroxiflavona [Sytnik e Litvinyuk (1996)], 7-hidroxiflavona [Banerjee et al. (2008)], morina
[Xie et al. (2006)], nevadensina [Li et al. (2007)], nobiletina [Yue et al. (2008)], puerarina [Li
et al. (2008)], quercetina [Sengupta e Sengupta (2002), Zsila et al. (2003) e Kanakis et al.
(2006)] e rutina [Pastukhov et al. (2007)].

Por outro lado, a interacdo de ASB com diferentes moléculas também tem sido
descrita na literatura: berbamina [Cheng et al. (2009)], colchicina [Hu er al. (2005)],
efonidipina [Wang et al. (2008)], fluorbiprofeno [Vaya et al. (2008)], gatifloxacino [Guo et
al. (2004)], glicirrizinato de monoamonio [Hu et al. (2004)], N-n-hexil-N’-(p-aminobenzeno-
sulfonato de sédio) tiouréia [Cui et al. (2003)], 1-hexilcarbamoil-5-fluoruracil [Hu er al.
(2005)], hidrocloreto de doxepina [Kandagal et al. (2006)], hidrocloreto de gemcitabina
[Kandagal et al. (2006)], hidrocloreto de levamisol [Yan et al. (2009)], hidrocloreto de
trazodona [Ashoka et al. (2006)], indanodiona [Stan ef al. (2009)], licochalcona [Monti et al.
(2009)], magnolol [Liu et al. (2003)], tetraciclinas [Khan et al. (2002) e Bi et al. (2005)],
tinidazol [Shi et al. (2007)], triarilmetanos [Baptista e Indig (1998)]. Porém, na literatura,
existe somente um relato de estudo da interacdo entre ASB e flavondides, empregando a
molécula licochalcona [Monti et al. (2009)].

Na literatura, ndo existem estudos de interacdo de biflavondides (produtos naturais)
com ASH ou ASB, uma vez que todas ou quase todas as moléculas estudadas com estas
albuminas sdo produtos sintéticos comerciais. Porém, os estudos de interacdo entre
flavondides comerciais (descritos acima) e ASH ou ASB tém sido de grande relevancia.
Sendo assim, os processos de interagdo destes flavondides com albumina sérica (ASH ou
ASB) podem ser considerados vidveis e podem ser vistos como uma grande iniciativa para o
melhoramento da vida cotidiana, no que diz respeito a qualidade de vida, proporcionando
resultados bastante satisfatérios, no campo da fotoquimica e da fotofisica, quando
relacionadas a fisiologia e a bioquimica dos seres vivos.



2 OBJETIVOS

e Sob o ponto de vista fotofisico e fotoquimico, este trabalho teve como objetivo
estudar o comportamento de flavondides (sintéticos comerciais e naturais) e de tiocromanona,
em diferentes ambientes.

e Estudar o comportamento de flavondides sintéticos comerciais, como flavona
(FVA), alfa-naftoflavona (o~NAF), beta-naftoflavona (B-NAF), tioflavona (TFA), S,S-
diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA) e S,S-di6xidotioflavona (SDF) (sintetizada a partir
da tioflavona) e do composto comercial tiocromanona (TCR), frente a solventes com
diferentes polaridades (acetonitrila (ACN), cicloexano (CEX), etanol (ETOH) e dgua milli-Q
(AD)), empregando-se as seguintes técnicas de andlise: fotdlise por pulso de laser de
nanossegundo (FPL), espectroscopia de absor¢do no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) em temperatura ambiente.

e Avaliar o comportamento de um flavondide sintético comercial quercetina
(QUE) e de quatro biflavonéides (produtos naturais), como agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF), frente a
diversos meios (em solventes com diferentes polaridades (acetonitrila (ACN), diclorometano
(DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD)), por técnicas de espectroscopia de absorcao no
ultravioleta/visivel (UV-Vis) e espectroscopia de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm)
em temperatura ambiente.

e (Como ndo existem estudos com biflavondides (produtos naturais) e ASH ou
ASB, uma vez que todas ou quase todas as moléculas estudadas na literatura sd@o produtos
sintéticos comerciais, decidiu-se estudar também as interagdes entre albumina sérica bovina
(ASB) em solu¢do tamponada com PBS (pH = 7,4), uma albumina sérica de mais baixo custo
que a ASH, e biflavondides, como agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona (OMA),
amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF), e também, com o flavondide sintético
comercial quercetina (QUE), utilizando-se diversas técnicas de andlise, tais como
espectroscopia de absor¢do no ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia (Aexc = 280 nm) em temperaturas variadas (T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C),
dicroismo circular (DC) em temperaturas diferentes (T = 25°C, 37°C e 42°C) e modelagem
molecular (MM).

e Verificar se os processos de interacdo de flavondides com albumina sérica
bovina (ASB) podem ser vidveis e vistos como incentivadores de novas pesquisas sobre este
assunto, buscando-se melhorar a qualidade de vida do ser humano no seu dia-a-dia, uma vez
que a ingestdo didria de alimentos, bebidas e farmacos que contém flavondides se da
continuamente.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Flavonoides

Os flavondides compreendem um grupo de compostos polifendlicos amplamente
distribuidos nos vegetais (frutas, polén, raizes e caules) [Di Carlo et al. (1999), Pietta (2000),
Andlauer et al. (1998) e De Aguiar et al. (2007)], assim como no chd preto, no café, na
cerveja, no vinho tinto e em outros. Sao os responsdveis pelo aspecto colorido das folhas,
flores e frutos, podendo estar presentes em outras partes das plantas [Beecher (2003) e Volp et
al. (2008)]. Podem aparecer desde simples moléculas fendlicas (de baixo peso molecular) até
compostos muito polimerizados com peso molecular superior a 30.000 Da [Trueba (2003)].

A estrutura bdsica dos flavondides consiste num nucleo flavano (esqueleto
hidrocarbonado), constituido por quinze dtomos de carbono arranjados em trés anéis (Ce-Cs-
Cs (difenil-propano)) [Di Carlo et al. (1999)], sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B)
e um pirano (cadeia heterociclica C) fundido ao anel A (Figura 1). Os anéis A e B sdo
hidroxilados e podem conter substituintes metoxilicos [Hermann et al. (2001)]. Existem 13
subclasses de flavonodides (Figura 1 e Tabela 1) com um total de mais de 8.000 compostos
[Trueba (2003) e Thavasi et al. (2006)]. Portanto, os flavondides sdo derivados de benzo- )
pirona de origem vegetal [Yokozawa et al. (1997) e Burda et al. (2001)], podendo haver
facilmente interconversao entre eles. Os flavondides sdo biossintetizados pela combinagdo dos
acidos chiquimico e acilpolimalonato. Um derivado do dcido cindmico (fenilpropano),
sintetizado a partir do 4cido chiquimico, age como precursor na sintese de um intermediario
ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato com posterior ciclizagdo da estrutura [Di
Carlo et al. (1999) e Degéspari et al. (2004)]. As subsequentes hidrélises e reducdes
produzem diferentes formas de flavondides [Pietta (2000) e De Aguiar et al. (2007)]. Esse
grande nimero de compostos surge da ampla variacio de combinacdes de grupos metila e
hidroxila como substituintes na estrutura quimica basica dos flavonéides [Hodek er al. (2002)
e Volp et al. (2008)].

Figura 1. Estrutura basica dos flavondides e seu sistema de numeragao [Trueba (2003) e
Thavasi et al. (2006)].



Tabela 1. Subclasses de flavonéides [Trueba (2003)].
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As virias classes de flavondides diferem no nivel de oxidacdo e no modelo de
substituicdo da cadeia heterociclica C [Di Carlo et al. (1999), Pietta (2000), Peterson et al.
(1998) e De Aguiar et al. (2007)]. Diante da importancia da descoberta de novos farmacos
(contendo flavondides) para o tratamento e prevencdo de diferentes enfermidades, como
tumores e doengas ligadas aos processos oxidativos na célula, torna-se cada vez mais
frequente o estudo desses compostos e suas transformacoes. A explicacdo para a existéncia de
uma grande diversidade estrutural dos flavondides é dada pelas modificagdes quimicas
catalisadas por enzimas que tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagao, metilagao,
acilacdo, glicosilac@o, entre outras [Koes et al. (1994), Miizell (2006) e De Aguiar et al.
(2007)], com estas reacdes podendo ocorrer com quase todas as classes de flavondides. Ja a
sulfatacdo e prenilac@o sdo mais restritas a certos grupos de flavonodides [Heller ef al. (1988)].
As transformagdes enziméticas ocorridas em flavondides atraem tanto pesquisadores quanto
as industrias farmacéutica e de alimentos (setor de nutracéuticos) [Manach et al. (2004) e
Volp et al. (2008)]. Muitos microrganismos sdo capazes de metabolizar flavondides, tendo
sido encontradas diversas estruturas modificadas [Gugler ef al. (1975) e De Aguiar et al.
(2007)].

A maioria dos flavondides absorvidos no intestino € transportada ao figado ligada a
albumina, através da veia porta. No figado, os flavondides e seus metabdlitos sofrem
metilacdes e hidroxilacdes. O intestino delgado é o principal 6rgdo envolvido na
glicuronidagdo e na metilacdo dos flavondides, enquanto que o figado apresenta uma
importancia na sulfatacdo e nas metilagdes adicionais. Contudo, a glicuronidagdo in vivo pode
ocorrer tanto no intestino delgado quanto no figado [Miizell (2006)]. Algumas bactérias sdo
capazes de romper as ligacdes heterociclicas e degradar os flavondides a 4dcidos fendlicos que
podem ser absorvidos, conjugados e excretados, ou metabolizados quimica ou
enzimaticamente [Peterson et al. (1998) e De Aguiar et al. (2007)]. O metabolismo desses
compostos pode influenciar sua biodisponibilidade e absor¢do através do intestino delgado



[De Aguiar et al. (2007)]. Sugere-se que a completa degradacdo de flavondides ocorre
mediante clivagem do anel pirano (anel C) pela acdo de enzimas, produzidas por
microrganismos intestinais, gerando os 4cidos fenilacético, fenilpropidnico e outros
subprodutos inertes [Gugler ef al. (1975) e De Aguiar et al. (2007)].

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural e sua
sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma série de
propriedades farmacolégicas que os fazem atuar sobre sistemas bioldgicos.
Consequentemente, muitas dessas propriedades atuam de forma benéfica para a saide humana
[Peterson et al. (1998)]. Diversos ensaios in vivo e in vitro vém comprovando e determinando
a ampla variedade de atividades bioldgicas dos compostos flavonoidicos. Flavonoéides
(principalmente flavonas) possuem propriedades antioxidantes [Burda et al. (2001) e Park et
al. (2006)], antiinflamatérias [Park et al. (2006)], antitrombdéticas (por exemplo, contra
artereosclerose) [Park et al. (2006)], antimicrobianas, antivirais [Chen et al. (2006) e Lameira
et al. (2006)], antialérgicas (contra doencgas respiratorias) [Chen et al. (2006)],
antiulcerogénicas, antiplaquetdrias, anti-hepatotoxicas, antitumorais [Chen et al. (2006) e Park
et al. (2006)], antiasmaticas, anti-HIV [Lameira et al. (2006)], reguladoras de crescimento em
plantas, controladoras da respiracdo e fotossintese, de morfogénese e de determinagdo sexual
[Chapman e Hall (1982) e Smith et al. (1986)], e inibidoras de enzimas como a transcriptase
reversa, proteina quinase C, tirosina quinase C, calmodulina, ornitina descarboxilase,
hexoquinase, aldose redutase, fosfolipase C e topoisomerase II [Trueba (2003), Degaspari et
al. (2004) e Lopes et al. (2007)]. A quimica de biflavondides também demonstra a
importancia do seu potencial farmacolégico e o poder destas substancias como marcadores
quimiotaxonomicos [Suzart et al. (2007)].

Suas propriedades bioldgicas estio relacionadas com a atividade antioxidante [Thavasi
et al. (2006)] que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos antioxidantes,
por sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo ser determinada pela acdo da
molécula como agente redutor (velocidade de inativagdo do radical livre, reatividade com
outros antioxidantes e potencial de quelacdo de metais) [Mamede et al. (2004) e Volp et al.
(2008)]. Com isso, dentre todas as propriedades bioldgicas, a de maior interesse tem sido
aquela relacionada aos seus efeitos antioxidantes, os quais tém sido alvo de intimeros estudos
principalmente de corte clinico e nutricional, tendo em conta que doses farmacoldgicas de
antioxidantes dietéticos comumente recomendados em todo o mundo, como € o caso das
combinag¢des vitaminicas (vitamina E mais vitamina C e f-caroteno), ndo produzem os efeitos
esperados ou resultam em danos. Por esta razdo, para se conseguir uma melhor acdo
antioxidante, prefere-se incluir na dieta uma mistura de flavonéides e taninos [Trueba (2003)].
Além disso, a presenga de acucares no flavondide reduz a atividade oxidante [Kuskoski et al.
(2004) e Volp et al. (2008)].

Em pesquisas epidemioldgicas, alguns flavondides apresentam-se associados a
protecdo contra doengas do envelhecimento. Isto pode ser justificado devido a sua acgdo
antioxidante. A formacdo de radicais livres pelo oxigénio é supostamente a chave para o
desenvolvimento de cancer e doencas corondrias, € a acdo antioxidante dos flavondides esta
ligada a protecdo da membrana celular para que estas doengas ndo ocorram. Radicais livres
podem atacar biomoléculas, dentre as quais destacam-se os lipidios, as proteinas ou DNA
propriamente dito, os quais podem ser preservados pela acdo dos antioxidantes [Degdspari et
al. (2004)]. Ap6s muitos avancos nessa linha de pesquisa, pode-se afirmar que novos estudos
toxicoldgicos e farmacoldgicos devem ser realizados, uma vez que a ampla diversidade
estrutural desses compostos e sua capacidade de interagdo com outras substancias nos levam a
imaginar que novas descobertas ainda podem e devem ser realizadas.



3.1.1 Biflavonoides

A familia Ochnaceae pertence a ordem Theales [Dahlgren (1980)] e compreende cerca
de 28 géneros e 400 espécies de ampla distribui¢do nas regides tropicais e subtropicais de
todo o mundo. No Brasil, ocorrem aproximadamente 9 géneros com 105 espécies [Barroso
(1986) e Joly (1988)]. Sao plantas essencialmente arbdreas ou arbustivas, raramente ervas. As
espécies espalhadas pelo pais recebem designagdes especificas como Angelim (Ouratea
vaccinoides), Caju Bravo (Ouratea floribunda e Ouratea salicifolia) e Coragdo de Bugre
(Ouratea parviflora). Ouratea floribunda e QOuratea castanaefolia sao empregadas em
ornamentacao urbana. No Nordeste, as espécies desse género sdao conhecidas como batiputa
[Barroso (1986), Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)]. O que bem caracteriza as espécies sao
as flores geralmente vistosas e freqiientemente de coloragdo amarela. As sementes de algumas
espécies dessa familia, principalmente o Batiputd, produzem um tipo de “manteiga” que
fornece um o6leo adocicado e aromdtico que se torna rangoso com facilidade, além de ser
usado em conservas e temperos, este 6leo ja teve indicagdo popular como anti-reumatico, util
na cura de paralisias, erisipela, feridas do utero e outras ulceragdes [Barroso (1986)],
adstringentes, tOnicas, estomdquicas, vermifugas [Braga (1960)], além do tratamento de
distirbios gastricos e reumatismo [Mbing et al. (2003)]. Esta biodiversidade € pouco
conhecida quando se trata do estudo de seus componentes quimicos e atividade bioldgica,
entre outras [Dos Santos (2009)].

As espécies da familia Ochnaceae, sao pouco conhecidas do ponto de vista quimico e
biologico. Estudos quimicos demonstram que sdo capazes de biossintetizar terpenos,
flavondides e biflavondides, sendo mais bem representada pelos géneros QOuratea, Ochna,
Lophira e Luxemburgia [Tih et al. (1989), Messanga et al. (2002), Likhitwitayawuid et al.
(2001) e Tih et al. (1992)]. A frequéncia e a diversidade estrutural de biflavondides em
espécies desses gé€neros permitem que sejam utilizados como marcadores taxondmicos
[Suzart (2007), Suzart ef al. (2007) e Dos Santos (2009)].

Em 1929, foi isolada a primeira biflavona, a gingentina, do Ginkgo Biloba [Lin et al.
(1997)]. Desde entdo, mais de mil biflavondides foram isolados de plantas, e uma variedade
de atividades bioldgicas tem sido relacionada a esta classe de substancias [Lin et al. (1999),
Suzart (2007), Suzart et al. (2007) e Dos Santos (2009)].

Além das consideracdes acima, o que € mais frequente na midia e no meio cientifico
sobre os trabalhos relacionados a quimica de produtos naturais € o aproveitamento da quimica
das espécies vegetais fornecedoras de produtos com propriedades uteis na inddstria
farmacéutica, podendo as substincias serem usadas como medicamentos ou como parte deles.
O grande numero de substancias naturais usadas na indudstria farmacéutica justifica o
crescente investimento na descoberta das propriedades dessas substincias [Dos Santos
(2009)]

As justificativas mais frequentes para a realizacdo de estudo quimico em plantas estao
na expectativa de se descobrir substancias naturais biologicamente ativas e contribuir para o
melhor entendimento e uso da biodiversidade. A natureza, de forma geral, tem produzido a
maioria das substincias organicas conhecidas. A grande variedade e complexidade de
metabolitos especiais biossintetizados pelas plantas teria se formado e evoluido como
mecanismo de defesa desses vegetais e para a adaptagdo as condi¢des ambientais [Montanari
et al. (2001) e Bolzani (2001) e Dos Santos (2009)].

A quimica de produtos naturais estd inserida no contexto da biodiversidade, pois além
do conhecimento dos constituintes quimicos relacionados as espécies em estudo, gera também
informacdes para o entendimento de outras dreas de conhecimento como ecologia quimica,
quimiotaxonomia, etnofarmacologia, genética, farmacologia, bioquimica, etc. [Da Silva
(20006)].



Os critérios morfoldgicos utilizados na identificacdo das espécies vegetais podem ser
acrescidos de informagdes relacionadas com seus possiveis constituintes quimicos, detectados
pelo estudo fitoquimico de espécies de diferentes familias. Essas estreitas relacdes,
denominadas quimiotaxondmicas, permitem inclusive se fazer previsdes sobre a composicao
quimica de uma determinada espécie vegetal e aumentam as chances de se encontrar
substancias especificas que podem ocorrer dentro de uma familia ou género. Sob este aspecto,
merecem destaque os estudos de rotas biossintéticas e enzimas envolvidas nos processos de
producdo dos metabolitos especiais, além de estudos em ecologia quimica no entendimento
das interagdes dessas substidncias com o meio ambiente [Da Silva (2006) e Dos Santos
(2009)].

Os profissionais da drea de quimica de produtos naturais sempre deram maior ateng¢ao
ao estudo das substancias micromoleculares, mas ultimamente tém produzido trabalhos com
estruturas mais complexas, ndo se limitando as substancias elaboradas via processos do
metabolismo especial. O avanco tecnolégico tem permitido o aperfeicoamento da ligagcdo
entre os trabalhos de quimica de produtos naturais, bioquimica e farmacologia. A evidéncia
disso pode ser confirmada pelo grande nimero de titulos de divulgacdes cientificas nesta area
como: Phytochem., Biochem. System. Ecol., J. Nat. Canc. Inst., J. Med. Biol. Res., etc. [Suzart
(2007), Suzart et al. (2007) e Dos Santos (2009)].

Além da contribuicdo para o conhecimento fitoquimico das espécies vegetais de
diferentes familias, é importante identificar o componente (substancia) majoritdrio na espécie
estudada. Isso revela a fonte dessa substincia e fornece material para avaliar as possiveis
atividades bioldgicas e utilizd-la na preparacdo de derivados que, as vezes, podem
potencializar suas atividades [Dos Santos (2009)].

Os biflavonodides constituem uma classe de flavondides diméricos, diferenciando-se de
outros oligdbmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
flavanoidicas constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais é
formada pelos dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de
ocorrerem, mais raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas. Quando as duas
unidades sdo iguais, constituem os bisflavondides e quando as duas unidades sdo diferentes,
os biflavonéides [Suzart er al. (2007), Fernandes (2008) e Dos Santos (2009)]. As ligacdes
entre as unidades flavonoidicas podem ser C-C ou C-O-C envolvendo os anéis A, B ou C dos
monomeros (Figura 2) [Suzart et al. (2007) e Dos Santos (2009)]. Raramente ocorre alteracao
no padrdo de oxigenacdo dos precursores, sendo garantida a oxigenacdo em 5, 7 e 4' e
raramente uma oxidacao adicional em 3’. Podem ocorrer oxidacdes nas posicdes 6, 8 ou 3’ e
quando isso acontece é certamente proveniente da outra unidade ligada nessa posi¢do via C-
O-C [Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)].

Utiliza-se a numeracdo dos biflavonodides atribuindo nimeros ordindrios para os anéis
A e C e primados (’) para o anel B de um dos mondmeros. Para a segunda unidade,
empregam-se nimeros ordindrios duplamente primados (’’) para os nicleos A e C e nimeros
ordindrios triplamente primados (’’’) para o nicleo B. De acordo com os dtomos de carbono
envolvidos na ligacdo entre as unidades, os dimeros sdo classificados em grupos de
biflavonéides (Figura 2) [Simdes et al. (2001), Chari et al. (1977), Dora e Edwards (1991) e
Suzart et al. (2007)], além dos dimeros de chalconas: C-3—0-C-4’"’ (luxenchalconas) [De
Carvalho et al. (2004)] e C-3’—C3’’ (brackeninas) [Drewes et al. (1984)] e dos dimeros de
isoflavonas C-2—C-2"" (hexaspermonas) [Moreira et al. (1994)], sem destacar os dimeros
com duas ligacdes entre as unidades. Certos grupos hidroxila podem apresentar-se metilados,
originando os respectivos éteres metilicos que, as vezes, recebem nomes especiais [Moreira et
al. (1999), Felicio et al. (1995), Velandia et al. (2002), Daniel et al. (2005), Suzart (2007) e
Suzart et al. (2007)].
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C-6 C-8": agatisflavona
C-8 C-8": cupressuflavonas
C-3' C-8": amentoflavonas
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C-2 C-8": garcinias
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¥
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Chalconas Isoflavanonas
Figura 2. Dimeros de Flavonoéides [Simdes et al. (2001), Chari et al. (1977), Dora e Edwards
(1991), Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)].

Nos casos dos géneros Ouratea e Luxemburgia, além de alguns mondmeros, tem-se
detectado com frequéncia a presenca de bi- ou bisflavondides, destacando-se as
hexaspermonas, amentoflavonas, agatisflavonas e robustaflavona, lanaraflavonas em Ouratea.
Em Luxemburgia tem-se detectado os biflavondides derivados de chalconas, luxenchalcona
(C-3’>0-C-4’"") e ochnaflavona ou oquinaflavona (também C-3’—0-C-4"""), que podem ter
como precursor a luxenchalcona. Isso permite perceber a diferenca entre esses géneros sendo
que Luxemburgia é proximo ao género Ochna e metaboliza com frequéncia os dimeros de
chalconas [Pegnyemb et al. (2001)]. Por outro lado, Ouratea tem tendéncia em metabolizar
com mais frequéncia os dimeros de flavonas. A ocorréncia de biflavondides nos géneros
Ouratea e Luxemburgia permite destacar a importancia da quimica dos mesmos como
potencial farmacoldgico e considerar as substincias dessa classe como marcadores
quimiotaxonomicos [Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)].

Além dos flavondides e biflavondides, esses géneros sdo bioprodutores de outras
classes de metabdlitos como triterpenos, diterpenos, depsideos, ésteres graxos e triglicerideos
[Velandia et al. (2002), Felicio et al. (2004), De Carvalho et al. (2000), De Carvalho et al.
(2002) e Velandia et al. (1998)]. Entre essas classes de substancias, os biflavondides recebem
destaque na literatura devido a frequéncia e abundincia com que s@o encontrados nesses
géneros e cuja diversidade estrutural € devida, principalmente, aos diferentes padrdes de
ligagdes entre seus mondmeros [Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)].
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Na literatura existem vdrios estudos farmacoldgicos, tanto com fracdes de extratos
brutos como com biflavondides naturais e seus derivados isolados de espécies do gé€nero
Ouratea e Luxemburgia. Estes estudos mostraram que os biflavondides 77-O-
metilagatisflavona (de O. hexasperma), a amentoflavona (de O. semisserrata) e o derivado
acetilado da amentoflavona apresentaram atividade inibitéria da DNA topoisomerase humana
tipo I, potente atividade sobre a inibicdo do crescimento de células de carcinoma de Ehrlich,
porém apenas a agatisflavona apresentou atividade sobre a inibicdo da DNA topoisomerase
humana tipo II-o e inibicdo de 42% do crescimento de células de leucemia humana
K56225,26. As biflavonas 6—6"-begenkwanina e a 7,7’-O-dimetilagatisflavona isoladas de
0. spectabilis apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima aldose redutase de cristalino
bovino. O aumento da atividade dessa enzima esta relacionado com a patogénese da maioria
das complicacdes da diabetes, como cataratas, retinopatia, neuropatia [Felicio et al. (1995),
Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)]. O extrato hidroetandlico e a fracdo acetato de etila de O.
semiserrata  apresentaram efeito  vasodilatador endotélio-dependente e atividade
antiipertensiva in vitro, inibindo a conversdo da enzima angiotensina I(ACE) [Cortes et al.
(2002), Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)]. O extrato aquoso de Quratea sp., contendo
proantocianidina, mostrou atividade antitumoral contra o carcinossarcoma de Walker 256 e
sarcoma 180 em ratos [Sampaio e De Oliveira (1975), De Oliveira et al. (1972), Suzart (2007)
e Suzart et al. (2007)]. O 6leo extraido do extrato hexanico dos frutos de Ouratea parviflora
apresentou atividade antibacteriana e antifingica [Marcol et al. (1988), Suzart (2007) e Suzart
et al. (2007)]. Os biflavonéides isolados de O. spectabilis, O. multiflora e O. parviflora
mostraram inibi¢ao da produgdo de aflatoxina por Aspergillus flavus [Gongalez et al. (2001),
Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)].

Apesar dessas espécies ndo serem tdo conhecidas na medicina popular, a frequéncia
das biflavonas € indicativa de O&timas perspectivas para se tornarem constituintes de
medicamentos [Suzart (2007) e Suzart et al. (2007)], uma vez que apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas, sendo de grande interesse a descoberta das suas ativivades
bioldgicas e da rota metabdlica dessas substancias nos seres vivos, bem como os mecanismos
de acdo envolvidos, no que diz respeito a manutencdo da saide e a prevengdo de doengas,
visando poder intervir de maneira mais segura, bloqueando ou minimizando, o
desenvolvimento de vérias doengas.

3.2 Albuminas

Em animais superiores, as proteinas sdo os compostos organicos mais abundantes,
representando cerca de 50 % do peso seco dos tecidos. Do ponto de vista funcional, seu papel
¢ fundamental, ndo existindo processo biolégico que ndo dependa da presenca ou da atividade
deste tipo de biomolécula. As proteinas desempenham intimeras fung¢des distintas, como por
exemplo: enzimas, hormonios, proteinas transportadoras, anticorpos e receptores de muitas
células. Todas as proteinas contém carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio e muitas
possuem enxofre. H4 variacdes na composi¢do de diferentes proteinas, porém a quantidade de
nitrogénio representa, em média, 16 % da massa total da molécula. Dessa forma pode-se
calcular a quantidade aproximada de proteina em uma amostra medindo-se a sua quantidade
de nitrogénio. As proteinas sdo moléculas poliméricas de grande tamanho, pertencendo a
categoria das macromoléculas, constituidas por um grande niimero de unidades monoméricas
estruturais (os amino 4cidos) que formam grandes cadeias. Devido a esse grande tamanho,
quando sdo dispersas em um solvente adequado formam solu¢des coloidais, que possuem
caracteristicas especiais que as distinguem das solucdes de moléculas pequenas. Por meio da
hidrélise podemos quebra-las em seqiiéncias menores de amino &cidos, pois centenas ou
milhares de amino 4dcidos podem participar na formagdo da grande molécula polimérica de
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uma proteina. As proteinas sdo formadas através de ligagdes peptidicas entre os diversos tipos
de amino 4cidos e podemos classifica-las em duas grandes categorias [Lehninger et al. (1993),
Stryer (1995) e Dose (1982)]:

e Proteinas globulares: sdo proteinas em que as cadeias de amino 4cidos se voltam sobre
elas mesmas, formando um conjunto compacto que tem forma esferdide ou elipséide, em que
os trés eixos da molécula tendem a ser de tamanhos similares. Em geral, sdo proteinas de
grande atividade funcional, como por exemplo, as enzimas, os anticorpos, os hormonios, a
hemoglobina; sdo soliveis em meio aquoso [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

¢ Proteinas fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de amino acidos se ordenam de
maneira paralela, formando fibras ou laminas estendidas, nas quais o eixo longitudinal
predomina sobre os transversais. Em geral, sdo pouco soluveis em dgua e participam na
formacao de estruturas de sustentacdo, como as fibras do tecido conjuntivo e outras formacdes
de tecidos de grande resisténcia mecanica. A estrutura molecular das proteinas é muito
complexa, por essa razdo € conveniente dividi-la em niveis distintos de organizagdo:
estruturas primdria, secunddria, tercidria e quaterndria, Figura 3 [Lehninger et al. (1993),
Stryer (1995) e Dose (1982)].
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Estrutura secundaria

Estrutura terciaria

Estrutura quaternaria

Figura 3. Niveis de organiza¢do da estrutura molecular de uma proteina.

- Estrutura priméria (Figura 3): refere-se ao ntimero e identidade dos amino acidos que
compdem a molécula e ao ordenamento ou seqiiéncia dessas unidades na cadeia polipeptidica.
A unido peptidica somente permite a formagao de estruturas lineares e, por isso, as cadeias
nao apresentam ramificac¢des [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

- Estrutura secundéria (Figura 3): a medida que o comprimento das cadeias vai
aumentando, e em funcdo das condicdes fisico-quimicas do meio, a estrutura secunddria é
criada, representando a disposicdo espacial regular, repetitiva, que a cadeia polipeptidica pode
adotar, geralmente mantida por ligacdes de hidrogénio. Sendo assim, pode-se ter: a) a-hélice:
as cadeias de amino dcidos t€m vdarios centros polares e, devido a isto, a fibra enrola-se dando
lugar a uma hélice que se estabiliza formando ligacdes intramoleculares com pontes de
hidrogénio, Figura 4; e b) folha-f: as cadeias de peptideos se unem formando filas paralelas
que se estabilizam de maneira intermolecular mediante pontes de hidrogénio, Figura 5
[Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

- Estrutura tercidria (Figura 3): € a estrutura da maioria das proteinas globulares e
aparece a partir das hélices, que voltam a enrolar-se. E uma estrutura tridimensional completa
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que se forma a partir das forcas de atracdo ou repulsao eletrostética, das pontes de hidrogénio,
das forcas de van der Waals e das pontes dissulfeto existentes entre os residuos de amino
dcidos que formam as cadeias, Figura 6 [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

- Estrutura quaternédria (Figura 3): sdo estruturas de cardter oligomérico, que sao
compostas por vdrias moléculas separadas, mas entrelacadas em estrutura tercidria. Aplica-se
somente a proteinas constituidas por duas ou mais cadeias polipeptidicas e se refere a
disposicdo espacial dessas cadeias e as ligacdes que se estabelecem entre elas - ligacOes
hidrogénio, atracdes eletrostaticas, interagdes hidrofobicas, pontes dissulfeto entre cisteinas de
cadeias diferentes. Um exemplo deste tipo de estrutura é a hemoglobina, que é composta por
quatro subunidades semelhantes a mioglobina [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

Hélice o

Figura 4. Estrutura do tipo arhélice.
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N terminal

C terminal

Estrutura terciaria

Figura 6. Exemplo de estrutura tercidria de uma proteina.

A albumina é uma proteina de alto valor bioldgico, presente na clara do ovo, no leite e
no sangue. E frequentemente usada por praticantes de musculagdo que querem aumentar sua
massa muscular. No sangue € a principal proteina, que se encontra em grande abundancia no

plasma, e € sintetizada no figado. A albumina € usada principalmente em tratamentos
relacionados com queimaduras e hemorragias graves. Uma pessoa com queimaduras de
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terceiro grau em 30 a 50% do seu corpo necessitaria de 600 gramas de albumina. E necessario
de 10 a 15 litros de sangue armazenado para extrair-se essa quantidade de albumina. A
concentracao normal de albumina no sangue animal fica entre 3,5 e 5,0 gramas por decilitro, e
€ cerca de 50% das proteinas plasmaticas. O resto de proteinas presentes no plasma chama-se
globulinas. A albumina é fundamental para a manutencdo da pressao osmotica, necessaria
para a distribuicdo correta dos liquidos corporais entre 0 compartimento intravascular e o
extravascular, localizado entre os tecidos. A albumina tem carga elétrica negativa. A
membrana basal do glomérulo renal também estd carregada negativamente, o que impede a
filtracdo glomerular da albumina para a urina. Na sindrome nefrética, esta propriedade é
menor e perde-se grande quantidade de albumina pela urina [Lehninger et al. (1993), Stryer
(1995) e Dose (1982)].

Nos mamiferos, a albumina € sintetizada inicialmente como preproalbumina pelo
figado. Apdés a remocao do peptideo final, tem-se a proalbumina que serd modificada pela
remocgdo de seis residuos de propeptideo do novo terminal N (uma das terminacdes da cadeia
em uma molécula de peptideo). A albumina enviada para a circulagdo sangiiinea possui uma
meia-vida de 19 dias. Como a albumina € sintetizada no figado, a diminui¢do de sua
quantidade no plasma pode ser produto de uma doenga hepética, mas também pode ser o
resultado de uma doencga renal que permita que a albumina escape pela urina. Sua diminui¢do
pode também estar relacionada a desnutri¢io ou a uma dieta pobre em proteinas. Existem
resultados contraditérios e muitas discussdes sobre a determinacdo da estrutura da albumina,
porém com base em experimentos de hidrodinamica e espalhamento de raios-X, a albumina
sérica aproxima-se de um elipséide de 140 x 40 Angstroms com trés dominios homdélogos.
Albuminas sdo caracterizadas por conterem um nimero pequeno de residuos de triptofano e
metionina € um alto nimero de cistina e amino &cidos carregados, 4cidos aspartico e
glutamico, lisina e arginina. O conteido de glicina e isoleucina é menor que a média
encontrada em proteinas [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

As fungbes da albumina sdo: manutencdo da pressdo osmdtica, transporte de
hormonios tireoideais, transporte de hormdnios lipossoliveis, transporte de 4cidos graxos
livres, transporte de bilirrubina ndo conjugada, transporte de firmacos e fairmacos, aumento da
libido, unido competitiva com fons de cdlcio e controle do pH. O excesso de albumina
ocasiona diversas doencgas, como problemas renais e hepdticos. Além disso, o consumo
excessivo de albumina provoca ganho de peso, sendo um aumento em massa muscular sem
acimulo de gorduras, e também € responsdvel pelo fator anti-catabdlico, ou seja, bloqueia a
perda de musculos. Os problemas causados pelo excesso de albumina sao: cirrose hepatica
(por diminui¢do de sintese hepdtica), desnutricdo, sindrome nefrética (por aumento na sua
excre¢do) e transtornos intestinais (perda na absor¢do de amino 4cidos durante a digestdo e
perda por diarréias). As enfermidades genéticas que provocam hipoalbuminemia sdo muito
raras. Algumas pessoas utilizam alta dose de albumina para realizar treinos de forca
(musculagdo, artes marciais e outros). Uma alta dose desta proteina pode causar flatuléncias.

As albuminas, dependendo de sua origem, podem ser classificadas em: soro-albumina
ou albumina sérica (é a albumina do soro sanguineo), ovoalbumina (¢ a albumina da clara do
ovo, proteina majoritiria do ovo, que possui propriedades antigénicas resistentes a
desnaturacdo térmica e é termo-estavel) e lactoalbumina (€ a albumina do leite).

3.2.1 Albumina sérica bovina (ASB) e albumina sérica humana (ASH)
Albuminas séricas (ASs (em portugués) ou SAs (em ingés, serum albumins)) sdo
proteinas de maior solubilidade, contituintes do sistema circulatério e t€ém muitas funcdes

fisiologicas, incluindo a sua acdo como transportadoras, distribuidoras e metabolizadoras de
inimeros ligantes endogenos e exdgenos (por exemplo, farmacos, metabdlitos, dcidos graxos,
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amino dcidos (geralmente triptofano e cisteina), hormonios, esterdides, cdtions e anions,
metais (como célcio, cobre e zinco), etc.) [He e Carter (1992), Bhattacharya et al (2000), Zsila
et al. (2003), He et al. (2005), Tang et al. (2005), He et al. (2006), Tang et al. (2006), Cui et
al. (2007), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Shaw e Pal (2008), Yue et al.
(2008) e Li et al. (2009)]. A ligacdo entre ligantes (firmacos) e ASs € um fator determinante e
importante para a farmacodindmica e farmacocinética do fdrmaco, dependendo da
concentracdo de farmaco administrada, podendo afetar a distribuicdo e a elimina¢do do
farmaco [Petitpas et al. (2001), He et al. (2005), Cui et al. (2007), Yue et al. (2008) e Stan et
al. (2009)].

A albumina sérica € a proteina mais predominante no plasma sanguineo, € por isso, é
uma das proteinas mais estudadas [Zsila et al. (2003) e Takehara et al. (2009)]. Muitos
pesquisadores t€ém estudado a estrutura e as propriedades da albumina sérica e suas interacdes
com outras proteinas com o intuito de compreender todas as suas fun¢des no organismo.
Como a albumina sérica é a mais abundante proteina no sistema circulatério, ela contribui em
80% para a manutencdo da pressdo osmotica do sangue [He e Carter (1992), Sugio et al.
(1999), Cui et al. (2008) e Yue et al. (2008)]. E também um dos principais responsaveis pela
manutencao do pH do sangue [Sugio et al. (1999) e Tang et al. (2006)].

A albumina sérica humana (ASH) € a proteina em maior quantidade no plama
sanguineo humano (aproximadamente 60% da proteina total) [He e Carter (1992), Sugio et al.
(1999), Peters (1996), Tang et al. (2006), Cui et al. (2008), Shaw e Pal (2008), Li et al. (2009)
e Stan et al. (2009)], pode se ligar reversivelmente a diversos ligantes [He et al. (2006) e Li et
al. (2008)], e é de estrutura bem conhecida [Kandagal et al. (2006)]. E um polipeptideo
simples e ndo-glicosilado que organiza a estrutura da proteina em forma de coracao [Falini et
al. (2006) e Li et al. (2009)] com aproximadamente 67% de o~hélice [He e Carter (1992), He
et al. (2006) e Stan et al. (2009)] e pode se ligar e transportar firmacos pouco soliveis em
agua (hidrofébicos) [Li et al. (2008) e Takehara et al. (2009)]. A ASH é capaz de se ligar a
um grande ndmero de farmacos, resultando no aumento de solubilidade do farmaco no
plasma, diminuindo a sua toxicidade, e/ou protegendo contra a oxidagao da liga¢ao do ligante
(farmaco). E a proteina de maior solubilidade no sistema circulatério, transporta alta
concentracdo de farmaco e tem muitas funcdes fisioldgicas [Li er al. (2008) e Yue et al.
(2008)]. A capacidade das proteinas se ligarem a compostos aromaticos e heterociclicos,
depende amplamente da existéncia de duas regides de ligacdo majoritarias, conhecidas como
sitios I e II de Sudlow [Sudlow et al. (1975), Petitpas et al. (2001) e Stan et al. (2009)]. A
estrutura da ASH apresenta trés dominios arhélice semelhantes (I, I e III) [[Sugio et al.
(1999), Petitpas et al. (2001), Falini et al. (2006), Li et al. (2007), Shaw e Pal (2008) e Yue et
al. (2008)]. Cada dominio subdivide-se em dois subdominios, A e B [Falini et al. (2006)], que
contém seis e quatro a~hélices, respectivamente [Petitpas et al. (2001) e He et al. (2005)].
Andlises cristalograficas da estrutura revelam que os sitios de ligagdo com o farmaco estdao
localizados nos subdominios ITA e IIIA [Sulkowska (2002), Zsila et al. (2003), Tang et al.
(2005), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Shaw e Pal (2008) e Li et al. (2009)], os quais
sdo consistentes com os sitios I e II, respectivamente [Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)].
Uma grande cavidade hidrofébica (um residuo de triptofano) esta presente no subdominio IIA
[Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)]. A geometria da bolsa em IIA € completamente diferente
do encontrado para IIIA [Kandagal et al. (2006)]. O sitio I, também € conhecido como o sitio
de ligacdo da warfarina, e € formado por uma bolsa no subdominio ITA e contém somente um
triptofano de ASH (Trp-214) neste subdominio [Krangh-Hansen et al. (2002), Kandagal et al.
(2006), Stan et al. (2009) e Takehara et al. (2009)]. O sitio II esta localizado no subdominio
IIIA e € conhecido como o sitio de ligacdo da benzodiazepina [Krangh-Hansen et al. (2002) e
Stan et al. (2009)]. Dentre esses sitios, o sitio I parece ser mais versatil, porque ele pode se
ligar com alta afinidade, a ligantes que sdo muito diferentes do ponto de vista quimico [Peters
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(1996) e Stan et al. (2009)]. A ASH € um polipeptideo com 585 residuos de amino 4cidos
[Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Shaw e Pal (2008) e Li et al. (2009)], contendo 17 pares de
dissulfeto, uma cisteina livre [He e Carter (1992), Sugio et al. (1999), Bhattacharya et al
(2000), Petitpas et al. (2001), He et al. (2006) e Stan et al. (2009)] e um residuo de triptofano
(Trp-214) [He e Carter (1992), Li et al. (2007), Shaw e Pal (2008) e Takehara et al. (2009)].
Na ASH, os dominios I, II e III contém os residuos de amino acidos 1-195, 196-383, 384-585,
respectivamente [Tang et al. (2006), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Yue et
al. (2008) e Li et al. (2009)]. A concentracdo de ASH no plasma sanguineo € de 40 mg/mL (4-
5 g/100mL) [Sugio et al. (1999)]. O peso molecular da albumina humanaa (ASH) é de 66-
66,5 kDa (66.000-66.500 g/mol) [Tang et al. (2005) e He et al. (2006)].

A albumina sérica bovina (ASB) é um polipeptideo, que tem o formato de um coracao,
liga-se de forma reversivel a um grande numero de ligantes, apresenta 582 residuos de amino
acidos [Stan ef al. (2009)], contendo como base de distribuicdo 17 pares de dissulfeto, uma
cisteina livre [Sugio et al. (1999)] e dois residuos de triptofano. A ASB possui uma estrutura
muito semelhante a da ASH [Falini er al. (2006)]. Ela apresenta trés dominios homologos (1,
IT e III) ligados entre si [Sugio ef al. (1999)]. Cada dominio pode ser subdividido em dois
subdominios, A e B. A ASB tem dois residuos de triptofano, Trp-134 e Trp-212 [Sulkowska
(2002) e Kandagal et al. (2006)]), localizados nos subdominios IB e IIA, respectivamente
[Moriyama et al. (1996) e Stan et al. (2009)]. Na ASB, os dominios I, II e III contém os
residuos de amino 4cidos 1-195, 196-383, 384-582, respectivamente. A albumina sérica
bovina (ASB) € a proteina mais abundante no plasma bovino. A ASB ¢é produzida no figado
bovino e a concentracdo de ASB no plasma bovino é de 35-50 mg/mL. O peso molecular da
albumina bovina é de aproximadamente 66 kDa (66.000 g/mol).

Talvez a propriedade mais interessante da albumina sérica seja a sua capacidade em
ligar-se reversivelmente [He et al. (2006)] a uma grande variedade de ligantes e farmacos,
transportando indmeras substancias para diversos Orgdos através do sistema circulatorio. A
albumina é a principal transportadora de dacidos graxos, que sdo insoluveis no plasma
sanguineo. Também possui muitas outras fungdes, como sequestrar radicais livres de oxigénio
e inativar varios metabdlitos lipofilicos téxicos como a bilirrubina. A albumina tem uma
grande afinidade por &cidos graxos, hematina, bilirrubina e por pequenos compostos
aromdticos negativamente carregados. A albumina forma ligacdes covalentes com fosfato
piridoxil, cisteina, glutationa e varios metais como cobre, niquel, mercurio, prata e ouro. No
plasma circulante, aproximadamente 30 % dos grupos -SH livres, Cys-34, sdo oxidados por
cisteina e glutationa.

Tanto a albumina sérica bovina (ASB) quanto a albumina sérica humana (ASH)
possuem apenas um residuo de cisteina livre, Cys-34. Os outros formam 17 pontes dissulfeto
ajudando a manter a estrutura tercidria. A Figura 7 mostra a estrutura de cadeias de duas
moléculas de ASH (PDB, 1BMO), onde os residuos Cys-34 e Trp-214 aparecem como esferas
[Dose (1982)].
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Figura 7. Estrutura quaterndria da ASH com os residuos de cisteina e triptofano em destaque
(construida a partir das coordenadas 1BMO, disponiveis no PDB (Protein Data Bank)) [Dose
(1982)].

Como a albumina é uma proteina transportadora multifuncional, acredita-se que ela
possa ser uma transportadora ou reservatério de 6xido nitrico, e possa estar relacionada com
importantes processos fisiologicos ainda ndo compreendidos envolvendo o NO. A S-
nitrosacao in vivo dessa proteina é comumente observada e o processo de S-nitrosacao in vitro
por nitrito em meio dcido tem sido utilizado por diversos pesquisadores. Apesar disso, mais
recentemente tem sido observado que esse ndo é um método adequado para muitas proteinas,
por causa da desnaturacdo 4cida, que pode ser irreversivel, e porque outros grupos funcionais,
como aminas, dlcoois e aromadticos, sdo susceptiveis de modificagdo por nitrito acidificado.
Em albumina, sugeriu-se que além de S-nitrosilagdo da tunica cisteina da molécula, residuos
de triptofano (um em albumina humana e dois em albumina bovina) também seriam
modificados [Dose (1982) e Zhang et al. (1996)]. Encontrou-se também que albuminas com
grupo -SH bloqueados provocavam dilatacdo de vasos sanguineos in vitro quando
modificadas por nitrito acidificado. Isso sugeriu que a nitrosagdo de outros sitios poderia ser
importante para a distribui¢ao de 6xido nitrico no sistema vascular [Zhang et al. (1996)]. Para
esclarecer a influéncia dos residuos de triptofano nesse processo de nitrosagdo em meio 4cido,
alguns pesquisadores investigaram o processo em trés proteinas: a albumina sérica bovina
(ASB), que possui uma cisteina livre e dois residuos de triptofano, a albumina sérica humana
(ASH), com a cisteina livre na mesma posi¢ao da cadeia que a ASB, mas com apenas um
residuo de triptofano, e a insulina, que ndo possui residuos de triptofano nem de cisteina livre
[Zhang et al. (1996)]..

3.2.2 Interacao entre farmacos e albuminas (ASB e ASH)

As albuminas séricas (ASB e ASH) sdo proteinas que sdao abundantes no plasma
sanguineo, seja ele bovino ou humano. Elas apresentam grande solubilidade no sistema
ciculatério, aumentando a solubilidade aparente de farmacos hidrof6bicos no plasma, além de
apresentarem inumeras fungdes fisioldgicas e modelarem a atuacdo de farmacos na célula in
vivo e in vitro [Li et al. (2008)], e por isso, sdo extremamente utilizadas para transpontar
farmacos enddédenos e exdgenos. A interacdo do farmaco com a albumina influencia a sua
distribuicao, excre¢do, metabolismo e interacdo com o problema alvo, uma vez que, isso vai
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depender da concentracdo de farmaco administrada [Petitpas et al. (2001), He et al. (2005),
Kandagal et al. (2006), Tang et al. (2006), Shi et al. (2007) e Stan et al. (2009)].

Dentre algumas técnicas geralmente utilizadas para detectar a interagdo entre um
farmaco e a albumina sérica (ASH ou ASB) destacam-se: espectroscopia de fluorescéncia [Xu
et al. (1996), Yamasaki et al. (1999) e Wilting et al. (1980)], espectroscopia de absor¢cdo no
ultravioleta (UV) [Baroni et al. (2001)], espectroscopia de dicroismo circular (DC) [Wilting e?
al. (1980)], espectroscopia Raman [Shen et al. (2003)], ressonancia magnética nuclear (RMN)
[Sulkowska et al. (2005)], eletroquimica [Hepel (2005) e Wu et al. (2004)], reflectancia total
atenuada - infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) [Millot et al. (2001)],
modelagem molecular (MM) [Cui et al. (2008), Yue et al. (2008) e Monti et al. (2009)] e
fotdlise por pulso de laser [Bueno et al. (2009) e Monti et al. (2009)]. Sendo assim, a
interacdo entre farmacos e a albumina sérica humana (ASH) ou a albumina sérica bovina
(ASB), e o efeito da transferéncia de energia nessas interagdes, vém sendo investigados por
essas técnicas de andlise. Assim como, os efeitos da temperatura sobre estas reacdes de
interacdo farmaco-albumina (ASH e ASB).

A espectroscopia de fluorescéncia € um dos métodos mais poderosos para se estudar
as interacdes moleculares envolvendo proteinas, isso porque é uma técnica altamente sensivel,
seletiva, conveniente, rdpida, simples e com fundamento tedrico abundante. Ela apresenta
vantagens em relacdo aos métodos convencionais empregados para se estudar a interacdo
farmaco-proteina, tais como, cromatografia de exclusdo por afinidade ou tamanho,
ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo. Esses métodos convencionais apresentam pouca
sensibilidade ou tempo de operacdao muito longo, ou ambos. Além disso, esses métodos
normalmente requerem proteinas em concentracdes muito superiores a da constante de
dissocia¢do do complexo farmaco-proteina sob investigacdo [Oravcova et al. (1996) e Epps et
al. (1998)]. Medindo-se a fluorescéncia intrinseca da albumina suprimida, a acessibilidade de
supressores aos grupos fluoréforos da albumina pode ser estimada. Esta informacdo pode
ajudar a prever o mecanismo de interacao do farmaco com a albumina sérica.

A interacdo entre albumina sérica humana (ASH) e farmacos vém sendo mais estudada
do que com ASB. Para isso, foram utilizadas as técnicas de espectroscopia de absor¢do no
ultravioleta, espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular, ressonancia magnética
nuclear, infravermelho com transformada de Fourier por reflectincia total atenuada,
modelagem molecular e/ou fotdlise por pulso de laser. A interacdo de ASH com as seguintes
moléculas ja foi relatada na literatura: 8-acetil-7-hidréxicumarina [Li et al. (2009)], 4cido 5-
aminosalicilico [Cui et al. (2004)], acido clorogénico [Kang et al. (2004)], acido feldrico
[Kang et al. (2004)], acido glicirretinico [Tang et al. (2006)], 1-5-O-acil-glucuronidas [Bueno
et al. (2009)], alpinetina [He ef al. (2005)], 5-aminosalilicilato de zinco [Cui et al. (2004)], 1-
benzoil-4-p-clorofenil-tiosemicarbazida [Cui et al. (2004)], 3-(p-bromofenil)-5-metil-
tioidantoina [Cui et al. (2007)], camferol [Kanakis et al. (2006)], carprofeno [Moser et al.
(2000)], ciprofloxacino [Ahmad et al. (2006)], cumarinas [Chen et al. (2006)], daunomicina
[Tang et al. (2005)], daunorubicina [Cui et al. (2008)], delfinidina [Kanakis er al. (2006)],
esculetina [Yue et al. (2008)], fluorbiprofeno [Vaya ef al. (2008)], fluorquinolonas [Zhang et
al. (2007)], guaiacol [He et al. (2006)], hesperetina [Xie et al. (2005)], N-n-hexil-N’-(p-
aminobenzeno-sulfonato de s6dio) tiouréia [Cui ef al. (2003)], hidrocloreto de gemcitabina
[Kandagal et al. (2006)], 3-hidroxiflavona [Sytnik e Litvinyuk (1996)], 7-hidroxiflavona
[Banerjee et al. (2008)], 2-hidroxi-3-nitro-9-fluorenona [Gao et al. (2004)], honokiol [Li et al.
(2008)], icariina [Zhang et al. (2008)], imidacloprid [Qing et al. (2009)], indanodiona [Stan et
al. (2009)], 5-indouridina [Cui et al. (2008)], isoflavonas (genisteina e daldzeina) [Mahesha et
al. (2006)], morina [Xie et al. (2006)], nevadensina [Li et al. (2007)], nobiletina [Yue et al.
(2008)], oquiratoxina A [II”chev et al. (2002)], porfirinas [Shaw et al. (2008)], psoralenos
[Chen et al. (2006)], puerarina [Li et al. (2008)], quercetina [Sengupta e Sengupta (2002),
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Zsila et al. (2003) e Kanakis et al. (2006)], reina [Li et al. (2007)], rodenticida [Tang et al.
(2005)], rutina [Pastukhov et al. (2007)], shikonina [He et al. (2005)], sulfasalazina [Zubik et
al. (2009)], tetraciclinas [Bi et al. (2005)] e tiopental [Khan et al. 2008)].

Dentre as moléculas citadas acima, sdo flavonodides: alpinetina, camferol, delfinidina,
3-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, icariina, isoflavonas (genisteina e daldzeina), hesperetina,
morina, nevadensina, nobiletina, puerarina, quercetina e rutina.

Como a albumina sérica bovina (ASB) apresenta uma estrutura semelhante a da ASH
e é bem mais barata, ela também vem sendo grande fonte de estudo acerca da interagdo ASB e
farmacos, utilizando-se as mesmas técnicas citadas anteriormente. Assim, a interacdo
ASB/farmacos foi estudada para: berbamina [Cheng et al. (2009)], colchicina [Hu et al.
(2005)], efonidipina [Wang et al. (2008)], fluorbiprofeno [Vaya et al. (2008)], gatifloxacino
[Guo et al. (2004)], glicirrizinato de monoamoénio [Hu et al. (2004)], N-n-hexil-N’-(p-
aminobenzeno-sulfonato de sddio) tiouréia [Cui et al. (2003)], 1-hexilcarbamoil-5-fluoruracil
[Hu et al. (2005)], hidrocloreto de doxepina [Kandagal et al. (2006)], hidrocloreto de
gemcitabina [Kandagal er al. (2006)], hidrocloreto de levamisol [Yan et al. (2009)],
hidrocloreto de trazodona [Ashoka et al. (2006)], indanodiona [Stan et al. (2009)],
licochalcona [Monti et al. (2009)], magnolol [Liu et al. (2003)], tetraciclinas [Khan et al.
(2002) e Bi et al. (2005)], tinidazol [Shi et al. (2007)], triarilmetanos [Baptista e Indig
(1998)].

Na literatura existe somente um relato de estudo da interacao entre ASB e flavonoides,
com a molécula licochalcona [Monti et al. (2009)]. Mas, ndo existem estudos com
biflavonéides (produtos naturais) com ASH ou com ASB, uma vez que, todas ou quase todas
as moléculas estudadas na literatura com esse fim, sdo produtos comerciais.

Sendo assim, estudos sobre os mecanismos de interacdo entre firmacos e albumina
sérica, seja ela humana ou bovina, sdo extremamente importantes para entender a
farmacodindmica e a farmacocinética de um farmaco [Tang et al. (2006) e Li et al. (2008)], e
por isso, vém se tornando um campo de pesquisa importante em ciéncia, quimica e medicina
clinica [Tang et al. (2006), Cui et al. (2007), Cui et al. (2008), Yue et al. (2008)].

3.3 Descricao das Técnicas Empregadas neste Trabalho
3.3.1 Fotolise por pulso de laser de nanossegundo (FPL)

O desenvolvimento da técnica de fotdlise por pulso de laser, em modo de transmissao,
no final dos anos 60 [Rabek (1982), Porter (1963), West (1976) e Bensasson (1983)] pode ser
visto como uma extensdo natural da capacidade da fotdlise convencional, a qual foi
desenvolvida por Sir George Porter e que deu a ele o Prémio Nobel de Quimica em 1967. A
grande vantagem do emprego do laser estd ligada a durag@o curta do pulso, o que € comum a
todos os lasers, e que forneceu um aumento da resolucdo temporal de trés ordens de grandeza
quando comparada a fotdlise convencional. Além disso, a natureza monocromaética do laser é
tal que ele permite a excitagdo da amostra em condi¢cdes mais bem definidas. Em 1966,
Lindqvist publicou um artigo que € visto como a base de todos os estudos de intermedidrios de
reacdo de vida curta, incluindo estados excitados, no qual foi demonstrado como um laser de
nitrogénio, com pulso de 100 ns, poderia ser usado no estudo do estado triplete de acridina
[Lindqvist (1966)]. Quase que simultaneamente, diversos grupos de pesquisa, de maneira
independente, estiveram envolvidos no desenvolvimento desta técnica e a combinacdo de suas
contribuicdes foi, indubitavelmente, a razdo para o desenvolvimento da técnica poderosa e
versatil na qual se transformou hoje em dia a fotdlise por pulso de laser (FPL).

A partir destes primeiros resultados, diversas técnicas com resolu¢do temporal,
baseadas no monitoramento direto da absor¢do ou da emissdo de um intermedidrio de reacdo
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de tempo de vida curto gerado por via fotoquimica, tém sido extensamente aplicadas, com a
escala de tempo cobrindo hoje 15 ordens de grandeza, do segundo ao fentossegundo.

Apesar da primeira aplicacdo da fotdlise por pulso de laser datar de 1966 [Lindqvist
(1966)], a base do método permanece a mesma, podendo-se identificar, em qualquer sistema,
quatro tipos de componentes: a fonte de excitagdo utilizada para gerar as espécies transientes
(laser pulsado); o feixe de andlise (uma lampada de xendnio, pulsada ou nio); o sistema de
deteccao (monocromador e fotomultiplicadora para absor¢do de transientes) ou conjunto de
diodos (para emissdo de estados excitados singlete ou triplete) e o sistema de aquisicdo
(digitalizador de transientes ou osciloscopio de armazenamento) e processamento. A Figura 8
mostra o esquema de um sistema de fotdlise por pulso de laser em modo de transmissao,
utilizado no presente trabalho.

Luz de
Luz de excitacao
C C
Monitoramento | .. Obturador
(lampada)
I Osciloscopio .
Obturador Amostra Monocromador Computador

Figura 8. Esquema do sistema de fot6lise por pulso de laser para a absorcao de transientes em
modo de transmissao.

A técnica de fotdlise por pulso de laser (FPL) fornece uma medida direta dos tempos
de vida das espécies eletronicamente excitadas e se aplica ao estudo mecanistico das reacdes
quimicas. Ela consiste no uso de um espectrofotometro, que apresenta uma resolucdo
temporal muito rdpida, acoplado a um sistema de excitacdo que produz uma alta concentracao
de espécies de tempo de vida curto (estados eletronicamente excitados ou intermedidrios
reativos) a partir de um precursor fotossensivel. Usando um pulso de luz intenso e de curta
duracdo, o sistema é monitorado pela emissdao ou absor¢do de luz no estado excitado ou da
espécie quimica. A utilizacdo de uma lampada de monitoramento permite a absor¢ao de um
segundo féton pelo estado excitado triplete, o que fornece informacdes importantes sobre a
sua natureza e reatividade, pois cada estado excitado possui um espectro de absorcao
caracteristico, como ocorre com as espécies no estado fundamental. Os dados assim obtidos
sdo processados pelo software e um exemplo das informagdes fornecidas estd mostrado na
Figura 9.
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Laser wavelength 308 nm Top OD 0.27357

Points 1o

Bandwidth 20 MHz End DD 0.0051 Lifetime (ns) 3275.6
Shats d 1/Top OD 3.655 Rate Constant (k] 3.05E+5
Time-per-Point. ps A0 10 [1=considered) 1 Correlation 0.9825
Light (I zera) 1630 Baseline Conrected @ 1000/T 002
Temperature 1092z.0 Fluorescence Cormrected - ) Ink 12.629
200 mY 2.5 us Transmission TDS 2012 SDY k 3. 7390E+3
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3.0 10,0 12.0 14.0 16.0 15,
Time 5.0 75 125 150 175

Figura 9. Exemplo das informagdes fornecidas pelo computador apds processamento do
decaimento obtido pela excitag¢do por laser de um precursor.

Quando o estado excitado € monitorado pela emissdo ou absorcdo de luz, o
decaimento do sinal fornece uma medida direta do tempo de vida da espécie excitada. Assim,
os tempos de vida de estados ndo-luminescentes e dos estados excitados triplete podem ser
obtidos diretamente em solucdo a temperatura ambiente. As constantes de velocidade de
reacdo podem ser medidas diretamente para um sistema contendo um supressor. Da mesma
forma, a técnica se aplica a intermedidrios de reacdo e, em condi¢des favordveis, uma
seqiiéncia direta de intermedidrios pode ser monitorada e inter-relacionada. No estudo
cinético das reacgoes, seleciona-se o comprimento de onda adequado para a observacdo da
espécie e a escala de tempo pode ser ajustada para selecionar espécies com tempos de vida
entre 40 ns e 2 ms. Como resposta do sistema de laser computadorizado, obtém-se um gréfico
do decaimento (Figura 10) ou crescimento do sinal do transiente, medido pela variacdo da
densidade 6tica (ADO), em fun¢do do tempo (t).
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Figura 10. Gréfico de decaimento de um transiente gerado pela excitagdo com laser de
nanossegundo para um determinado precursor.

Para decaimentos de primeira ordem, a representacdo semi-logaritima informa a
constante de velocidade, o tempo de vida do transiente e a densidade 6tica no méaximo de
absor¢ao (Figura 11).

-1.000

-4,000

In ADO

-5.000

10.0 12.0 14.0 16.00

tempo
Figura 11. Representacio semi-logaritmica para o decaimento de um transiente gerado pela
excitacdo com laser de nanossegundo para um determinado precursor.

O espectro de absorcdo para um determinado transiente (estado excitado ou
intermedidrio reativo) pode ser obtido pela selecao de intervalos de tempo apds o pulso do
laser em diferentes comprimentos de onda. O valor médio da diferenca de densidade Gtica
nestes intervalos de tempo versus o comprimento de onda fornece o espectro de absor¢cao em
intervalos de tempo diferentes. Como a concentracdo e o coeficiente de extingdo molar das
espécies absorventes ndo sao conhecidos e apenas a diferenca de densidade 6tica (ADO) pode
ser medida, uma absor¢do negativa significa a formacdo de um transiente com uma
absortividade molar menor do que a do precursor neste comprimento de onda. A Figura 12
apresenta um espectro de absor¢do triplete-triplete para 4,5-diaza-9-fluorenona em acetonitrila
[Bertoti et al. (2005)], enquanto que a Figura 13 apresenta um espectro de absorcdo para o
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anion radical obtido a partir da reacdo entre o estado excitado triplete de xantona e

trietilamina, em acetonitrila.
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Figura 12. Espectro de absor¢do triplete-triplete para 4,5-diaza-9-fluorenona em acetonitrila.
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Figura 13. Espectro de absorcdo para o anion radical gerado pela reagdo entre o estado
excitado triplete de xantona e trietilamina, em acetonitrila.

A andlise de Stern-Volmer para a cinética das reagdes fotoquimicas considera um
mecanismo de reacdo que envolve a competiciao entre o decaimento unimolecular da espécie
excitada (A*) e a supressdo bimolecular por Q (supressor), a qual pode ocorrer por
transferéncia de energia ou através de uma reacdo quimica levando a formacao de produtos
(Esquema 1).

Ky
A 0 . A
A+ 0 ﬂ, A+ QF
A+ 1) mlﬂ- produtos

Esquema 1. Cinética das reagdes fotoquimicas.

Considerando-se que apenas estes processos ocorrem, o tempo de vida de A* na
auséncia e na presenca do supressor sao dados por 1; e T, respectivamente, sendo diretamente
relacionados a constante de velocidade observada experimentalmente (Kos), representada pela
Equacdo 1.

kis=1/12=ki + kg[Ql=1/11 +kq[Q]

Equacao 1. Equacdo que representa a relacio entre o tempo de vida e a constante de
velocidade observada experimentalmente.
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Como ambos os tempos de vida 1; e 1, sdo medidos diretamente pela técnica de
fotdlise por pulso de laser, e como as concentracdes do supressor ([Q]) s@o conhecidas, o
coeficiente angular do grafico de kops (1 / 12) versus [Q] fornece o valor da constante de
velocidade do processo bimolecular (kq), que € a constante de velocidade de supressdo. As
Figuras 14, 15 e 16 a seguir mostram gréaficos de supressao, empregando-se a Equacgao 1, para
a supressao do estado excitado triplete de xantona por 1-metilnaftaleno, em acetonitrila, pelo
processo de transferéncia de energia colisional (Figura 14 e Esquema 2), para a supressao por
transferéncia de elétron do estado excitado de xantona por trietilamina, em acetonitrila (Figura
15 e Esquema 3) e, finalmente, para a supressao por transferéncia de hidrogénio do estado
excitado triplete de dibenzossuberona por 4-fenilfenol, em acetonitrila (Figura 16 e Esquema
4) [Bertoti e Netto-Ferreira (2007)].

410 I \ \ \ 0
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Figura 14. Gréfico de Stern-Volmer para a supressio do estado excitado triplete de xantona
por 1-metilnaftaleno, em acetonitrila, pelo processo de transferéncia de energia colisional.
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Esquema 2. Supressao do triplete de xantona por transferéncia de energia, em acetonitrila.
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Figura 15. Gréfico de Stern-Volmer para a supressio do estado excitado triplete de xantona
por trietilamina, em acetonitrila, pelo processo de transferéncia de elétron.
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Esquema 3. Supressdo do triplete de xantona por transferéncia de elétron, em acetonitrila.
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Figura 16. Gréfico de Stern-Volmer para a supressio do estado excitado triplete de
dibenzossuberona por 4-fenilfenol, em acetonitrila, pelo processo de transferéncia de
hidrogénio.

-

Esquema 4. Supressao do triplete de dibenzossuberona por transferéncia de hidrogénio, em
acetonitrila.

Quando o gréfico de Stern-Volmer ndo € linear indica que o mecanismo de decaimento

cinético é complexo e freqiientemente indica a competicio de reacdes fotoquimicas
responsaveis por esta nao linearidade.

3.3.2 Espectroscopia de absorcao no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A absorcdo molecular na regido do ultravioleta e do visivel do espectro depende da
estrutura eletronica da molécula. A absorcao de energia é quantizada e conduz a passagem dos
elétrons de orbitais do estado fundamental para orbitais de maior energia em um estado
excitado. Para muitas das estruturas eletrOnicas esta absor¢do ocorre em uma por¢ao pouco
acessivel do ultravioleta. Na pratica, a espectroscopia de absor¢do no ultravioleta € limitada,
na maior parte, aos sistemas conjugados [Silverstein et al. (1994)].
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A absor¢ao de um féton pode ser relacionada, em muitos casos, a excitacdo de certos
tipos de elétrons ou a elétrons que pertencem a um pequeno grupo de dtomos em uma
molécula. Quando hd na molécula um grupo carbonila (C=0), observa-se normalmente uma
absor¢do em cerca de 290 nm, embora a localizacdo exata dependa da natureza do resto da
molécula. Os grupos que tém absor¢des Oticas caracteristicas sao chamados de cromoéforos e
sua presenca € frequentemente responsavel pela coloracdo das substancias [Atkins e De Paula
(2004)].

A absor¢do em uma dupla ligacdo C=C excita um elétron m para um orbital *
antiligante. A atividade do croméforo se deve entdo a uma transi¢cdo mm*. A sua energia €
cerca de 7 eV para uma dupla ligacdo ndo-conjugada, o que corresponde a absor¢do a 180 nm
(no ultravioleta). Quando a dupla ligagao € parte de uma cadeia conjugada, as energias dos
orbitais moleculares aproximam-se mutuamente, € a posicao m para n* (nn*) desloca-se para
os comprimentos de onda maiores; pode estar na regido visivel do espectro se o sistema
conjugado for suficientemente comprido. Um exemplo importante da transicdo nn* €
fornecido pelo mecanismo fotoquimico da visao [Atkins e De Paula (2004)].

A transi¢do responsavel pela absor¢do dos compostos com grupo carbonila pode ser
atribuida aos pares isolados de elétrons do dtomo de oxigénio. O conceito de Lewis de “par
isolado” de elétrons corresponde, na teoria dos orbitais moleculares, a um par de elétrons em
um orbital confirmado em grande parte em um sé dtomo e que ndo estd apreciavelmente
envolvido na formacdo de ligagdo. E este par que proporciona a transicio nm*. As energias
tipicas da absorcdo sdo da ordem de 4 eV (290 nm). Como as transi¢cdes nm* sao proibidas nas
carbonilas, pela simetria, as absorcdes sdo fracas [Atkins e De Paula (2004)]. A Figura 17
mostra um esquema dos componentes da espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel
[www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].
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Figura 17. Esquema dos componentes da espectroscopia de absor¢do no ultravioleta/visivel.
3.3.3 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

Na fluorescéncia, a radiacdo espontaneamente emitida pela amostra cessa
imediatamente depois que a radiacdo excitante € desligada. Na fosforescéncia, a emissdo
espontinea persiste durante um tempo dilatado, ou seja, durante intervalos de tempo longos
(até horas, mas s@o mais comuns segundos ou fracdes de segundos nos casos mais
caracteristicos) depois da excitacdo, com intensidade que vai diminuindo lentamente. A
diferenca empirica (baseada na observagao) sugere que a fluorescéncia é uma conversao da
radiacao absorvida em energia reemitida e que a fosforescéncia envolve o armazenamento da
energia em um reservatério de onde lentamente se esvai [Atkins e De Paula (2004)].

A seqiiencia de etapas envolvidas na fluorescéncia é: a absor¢do inicial leva a
molécula para um estado eletronico excitado, estando sujeita a colisdes com as moléculas
vizinhas a qual vai cedendo energia de forma nao-radiativa (decaimento nio-radiativo), em
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etapas ao longo da seqii€ncia de niveis vibracionais, até atingir o nivel de vibra¢do mais baixo
do estado eletronico de menor energia da molécula. Assim, € possivel entdo que as moléculas
circundantes ndo possam receber a grande diferenca de energia que levaria a molécula até o
estado eletronico fundamental. Por isso, a molécula excitada pode ter vida suficientemente
longa pra sofrer emissdo espontanea e emitir o excesso de energia remanescente na forma de
radiacdo. A transicdo eletrOnica para baixo € vertical (de acordo com o principio de Franck-
Condon) e o espectro de fluorescéncia tem uma estrutura vibracional caracteristica do estado
eletronico inferior [Atkins e De Paula (2004)].

Desde que estejam na regiao do visivel, as transi¢des de absor¢do e de fluorescéncia 0-
0 serdo possivelmente coincidentes. O espectro de absor¢ao provém das transicoes 0-0, 1-0, 2-
0, n-0 e os picos se deslocam para os nimeros de onda sucessivamente maiores, com
intensidades governadas pelo principio de Franck-Condon. O espectro de fluorescéncia
provém de transicdes para baixo 0-0, 0-1, 0-2, 0-n e os picos se deslocam para os nimeros de
onda decrescentes. Os picos de absorbancia 0-O e de fluorescéncia 0-0 podem ndo ser
exatamente coincidentes, pois o solvente pode ter intera¢des diferentes com o soluto no estado
fundamental e nos estados excitados (por exemplo, as estruturas das ligacdes hidrogénio
podem ser diferentes). Como as moléculas do solvente nido tém tempo suficiente para se
reorganizarem durante a transicao, a absorcao ocorre em um ambiente caracteristico do soluto
solvatado no estado fundamental. A fluorescéncia ocorre no ambiente caracteristico do estado
excitado solvatado [Atkins e De Paula (2004)].

A fluorescéncia ocorre em frequéncia mais baixa do que a da radiacao incidente, pois a
transicdo radiativa s6 se dd depois de parte da energia vibracional se ter dispersado no
ambiente. As cores alaranjada e verde, muito vivas, dos corantes fluorescentes sao
manifestacdo bem comum deste efeito. Os corantes absorvem no ultravioleta e no azul e
fluorescem no visivel. O mecanismo também sugere que a intensidade da fluorescéncia
depende da capacidade das moléculas do solvente de aceitarem os quanta eletronicos e
vibracionais. Na realidade, um solvente com moléculas que tém niveis de vibracdo muito
espacados (como por exemplo, a d4gua) pode aceitar um grande quantum de energia eletronica
e deste modo, extinguir a fluorescéncia [Atkins e De Paula (2004)].

3.3.4 Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular (DC) é uma técnica sensivel para monitorar mudangas
conformacionais nas proteinas [Yue et al. (2008)] e é geralmente usado para a determinacao
da estrutura secunddria de macromoléculas [Kelly er al. (2005) e Cheng et al. (2009)]. O
dicroismo circular € particularmente util para o estudo de moléculas quirais, macromoléculas,
sejam elas ou ndo de origem bioldgica, tais como proteinas, carboidratos, dendrimeros, etc.,
compostos esses que possuem unidades oticamente ativas, ou seja, podem exibir sinal na
espectroscopia de dicroismo circular. Quando tais moléculas interagem com a luz
circularmente polarizada provocam uma altera¢do nessa luz incidente. O DC é uma forma de
espectroscopia que faz uso da absor¢do diferenciada da luz polarizada no sentido horario
(direita) ou no sentido anti-horario (esquerda). O DC € a diferenca de absorc¢do (A) da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita: DC = Ag - Ap. Este fendOmeno é
rotineiramente utilizado no estudo da estrutura secundaria de proteinas. A técnica de DC
detecta exatamente a alteracdo através da medida da diferenca da absorcdo da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita, apds a luz passar pela amostra [Fasman (1996)
e Woody (1995)].

O DC pode ser utilizado para detectar: mudancas conformacionais de macromoléculas;
composi¢do de misturas quirais; interagdo dessas macromoléculas com outras moléculas
menores, especialmente aquirais. Existem algumas vantagens na utilizacdo desta técnica,
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como por exemplo: experimentos simples e rapidos; recuperacdo total da amostra (técnica nao
destrutiva); as andlises s@o feitas em solucdo; e 6tima para o estudo da estrutura secundaria de
biomoléculas em solugdo. Este detalhe € importante porque no processo de cristalizacdo pode
ocorrer alteracdo na estrutura da molécula, principalmente em sistemas bioldgicos. Em
solucdo tem-se uma reprodugcao muito proxima do que € a realidade dos sistemas biologicos
in vivo. A Figura 18 mostra um esquema dos componentes basicos do dicroismo circular
[Fasman (1996) e Woody (1995)].
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Figura 18. Esquema dos componentes basicos do dicroismo circular.

A luz linearmente polarizada é composta de dois componentes circularmente
polarizados de mesma intensidade. Em cada uma dessas componentes o vetor eletromagnético
gira na direcdo de propagacdo. Observando-se perpendicularmente a variagdo no vetor
elétrico com o tempo, percebe-se que a ponta deste vetor segue uma hélice, rodando no
sentido hordrio para a luz polarizada circularmente (para a direita) e anti-hordrio (para a
esquerda). A absorcdo de luz nao-polarizada € descrita pela absorbancia (A) e € definida pela
Equacgao 2 [Fasman (1996) e Woody (1995)].

A =log(Iy/T)
Equacao 2. Equagdo para determinar a absorcio de luz ndo-polarizada.

Onde: A = absorbancia;
Ip = intensidade da luz incidente;
I = intensidade apds a luz percorrer uma distancia 1 no meio.

Segundo a lei de Lambert-Beer (Equacdo 3) [Pace et al. (1995)], pode-se determinar o
coeficiente de extincdo molar, ou coeficiente de absor¢cdo molar, ou absortividade molar (€)
[Pace et al. (1995)]. Da mesma forma que se pode definir um coeficiente de extingdo molar
para a luz circularmente polarizada para a direita ou para a esquerda, €p € €g, respectivamente.
O dicroismo circular molar (Ag), Equacao 4, é definido como a diferenca entre os coeficientes
de extin¢do entre os dois tipos de luz polarizada (o coeficiente de extincdo molar para a luz

ndo-polarizada € simplesmente a média aritmética entre €g e €p) [Fasman (1996), Hecht
(1998) e Woody (1995)].

A=¢ecl
Equacao 3. Equacdo para determinar o coeficiente de extingdo molar [Pace et al. (1995)].

Onde: A = absorbancia;
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¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
1 = distancia que a luz percorre no meio (em cm);
€ = coeficiente de extin¢cao molar (em L/cm.mol).

Todos os instrumentos comerciais de DC medem a variacao de absorbancia (AA) (AA
= Ag - Ap= (€ — €p).c.]). Por razdes historicas, entretanto, os aparelhos de DC sao calibrados
para elipticidade (0), Equacdo 5 [Fasman (1996), Hecht (1998), Woody (1995) e
www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]. Para eliminar os efeitos do
caminho 6tico e da concentragdo, a elipticidade (0) € expressa na forma de elipticidade molar
(Om), Equacdo 6  [Fasman  (1996), Hecht (1998), Woody (1995) e
www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf], que também é representada
por MRE (elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual). Dessa forma, o
dicroismo  circular (DC) gera luz elipticamente  polarizada, Figura 19
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Ae=¢€g-€p= (AE - AD)/Cl
Equacao 4. Equacido para determinar o dicroismo circular molar [Fasman (1996), Hecht
(1998), Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Onde: Ag = dicroismo circular molar (em L/cm.mol);

€g = coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a esquerda
(em L/cm.mol);

€p = coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita
(em L/cm.mol);

Ag = absorbancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda;

Ap = absorbancia para a luz circularmente polarizada para a direita;

¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);

1 = distancia que a luz percorre no meio (em cm).
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Figura 19. Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular. E € a
magnitude dos vetores elétricos da luz cicularizada para a direita e para a esquerda, a € o eixo
maior enquanto que b € o eixo menor
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

0 (em deg) = 180.I1n10.AA/41 = 32,98AA
Equacao 5. Equacio para determinar a elipticidade [Fasman (1996), Hecht (1998), Woody
(1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].
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Onde: 0 = elipticidade (em deg (graus));
AA = variagdo de absorbancia.

Om = 1000/c.1 = 3298A¢
Equacao 6. Equacio para determinar a elipticidade molar [Fasman (1996), Hecht (1998),
Woody (1995) e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Onde: 0, = elipticidade molar (em deg.cmzldmol);
0 = elipticidade (em deg (graus));
¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz;
1 = distancia que a luz percorre no meio (em cm);
A€ = dicroismo circular molar (em L/cm.mol).

As medidas de dicroismo circular (DC) permitem analisar o conteido da estrutura
secunddria e tercidria de proteinas [Johnson (1988), Venyaminov e Yang (1996) e Cordeiro
(2005)]. Para avaliar a estrutura secundaria sdo feitas medidas na regido do ultravioleta
distante. Valores negativos maximos de elipcicidade (0) em 208 nm e 222 nm indicam a
presenca de uma estrutura predominantemente em o~hélice, e valores de elipcicidade
negativos entre 215 nm e 225 nm sugerem a presenga de estrutura em folha-£ [Johnson
(1988), Venyaminov e Yang (1996) e Cordeiro (2005)].

3.3.5 Modelagem molecular (MM)

Modelagem molecular é um termo coletivo que se refere aos métodos tedricos e
técnicas computacionais para modelar ou mimetizar o comportamento das moléculas
[Carvalho et al. (2003)]. As técnicas sdo usadas nos campos da quimica, biologia e farmacia
computacional e em ciéncia dos materiais para estudar desde sistemas moleculares oriundos
de pequenos sistemas quimicos a grandes moléculas bioldgicas e materiais. A modelagem
molecular auxilia na compreensdo das interagdes moleculares envolvidas em um dado
processo. Os cdlculos mais simples podem ser feitos manualmente, mas inevitavelmente sao
necessarios computadores para realizar cdlculos de sistemas de qualquer tamanho.

A disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados em
rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e planejamento de
farmacos. Estas informagdes permitem uma andlise rdapida da atividade bioldgica versus
propriedades fisico-quimicas de uma série de moléculas de interesse. Novos agentes
terapéuticos podem ser desenvolvidos pela andlise de dados tedricos de estrutura-atividade de
forma tridimensional, obtidos por técnicas recentes de modelagem molecular. Face a ampla
definicdo de Quimica Medicinal, envolvendo a inven¢do, descoberta, planejamento,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, assim como o estudo do seu
metabolismo, a interpretacao do seu modo de acdo molecular e a constru¢do das relacdes entre
estrutura e atividade [Wermuth et al. (1998)], um estudo por meio da modelagem molecular é
importante.

A modelagem molecular, segundo a IUPAC, é a investigacdo das estruturas e das
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizagdao
grifica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias [Sant’Anna (2002)]. O planejamento de farmacos auxiliado por computador
(CADD Computer-Assisted Drug Design) € descrito em diversas paginas da Internet e auxilia,
com tutoriais, a investigacdo das interagdes quimicas de um ligante com o seu receptor e a
exploragdo dos fatores estruturais relacionados ao efeito bioldgico. Como conseqiiéncia, a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas agdes moleculares dos farmacos pode ser
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compreendida pela integracdo de conhecimentos fundamentais de Quimica Organica,
Bioquimica, Biologia Molecular e Farmacologia [Carvalho et al. (2003)].

Através da mecanica molecular, a energia € calculada por comparacdo entre angulos e
distancias de ligacdo entre 4tomos que compdem a molécula, com valores tabelados, pelo
emprego de um programa computacional. As equagdes obtidas por mecanica molecular
consideram apenas o nucleo dos dtomos e nao incluem os elétrons nos calculos. O programa
determina as interacdes moleculares resultantes do estiramento das ligacdes, deformagdes
angular, torsional e espacial e calcula a energia da molécula de partida de forma comparativa,
com relacdo ao padrao metano (1 kJ/mol). O processo de mecanica molecular promove a
modificagdo dos dngulos e comprimentos das ligacdes dos dtomos originais e fornece novas
conformagdes com os célculos de energia correspondentes. O programa reconhece as
mudangas que conduzem a estruturas mais estaveis, de menor energia estérica e os cdlculos
sao interrompidos quando as modificacdes da estrutura mais estdvel, em relacao a molécula
original, ndo resultam em alteragdo considerdvel de energia. O objetivo da mecanica
molecular é prever a energia associada com uma determinada conformagao de uma molécula.
Porém, a energia estérica obtida por mecanica molecular ndo expressa quantidades absolutas,
apenas diferencas de energia entre duas ou mais conformagdes [Patrick (2001)].

A modelagem molecular compreende um numero de ferramentas e métodos
computacionais e tedricos que tem como objetivo entender e prever o comportamento de
sistemas reais, € que sdo usadas para descrever e prever estruturas moleculares, propriedades
do estado de transic¢do, equilibrio de reacdes, propriedades termodinamicas, entre outras.
Esses métodos abrangem estudos de minimizagdo da energia de moléculas, andlise
conformacional, simula¢gdes de dindmica molecular, entre outros, e sdo aplicdveis a dtomos
i1solados e a biomacromoléculas.

A precisdao que se quer nos resultados varia de acordo com o método escolhido para
calcular determinada propriedade. Além de fornecer dados estruturais, os calculos tedricos sao
usados também com interesse quimico e farmacoldgico, como para computar calores de
formacdo de moléculas, distancias interatomicas, energias eletronicas de HOMO e LUMO,
energias de ionizacdo, densidades eletronicas atOmicas, cargas atOmicas liquidas, ordens de
ligacdo, momentos de dipolo, entre outros.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais € metodologias de andlise utilizados na realizacdo deste trabalho estdo
apresentados a seguir.

4.1 Materiais

Além de aparelhos, solventes (todos de grau espectroscépico, UV/HPLC) e vidrarias
comuns em laboratorio de pesquisa em quimica, foram utilizados flavondides (sintéticos
comerciais e naturais (biflavondides)), tiocromanona e albumina sérica bovina (ASB) (todos
com grau de pureza de aproximadamente 99 %).

4.1.1 Flavonoides e tiocromanona

Os flavondéides e a tiocromanona utilizados neste trabalho foram:
e Flavona (da Aldrich);
alfa-Naftoflavona (da Aldrich);
beta-Naftoflavona (da Aldrich);
Tioflavona (da Aldrich);
Flavanona (da Aldrich);
S,S-Didxidotioflavona (produto obtido a partir da tioflavona, sintetizada por
Eliete S. Lopes da Silva Raposo, ex-aluna de iniciagdo cientifica do Prof. José
Carlos Netto Ferreira/ Lab. 48 A/ ICE/ UFRRJ);
® Quercetina (da Aldrich);
e Agatisflavona (produto natural isolado a partir do extrato metandlico de folhas
de Ouratea parviflora (Ochnaceae) doado pelo LQPN/ UFRRIJ);
e 77-O-Metilagatisflavona (produto natural isolado a partir do extrato metandlico
de galhos de Ouratea hexasperma (Ochnaceae) doado pelo LQPN/ UFRRI);
¢ Amentoflavona (produto natural isolado a partir do extrato metandlico de
folhas de Ouratea parviflora (Ochnaceae) doado pelo LQPN/ UFRRYJ);
¢ Diidroochnaflavona (produto natural isolado a partir do extrato metandlico de
folhas de Luxemburgia nobilis (Ochnaceae) doado pelo LQPN/ UFRRJ);
e Tiocromanona (da Aldrich).

Os flavonodides sintéticos comerciais e a tiocromanona foram utilizados conforme
comprados e os flavondides naturais (biflavondides) foram isolados, purificados e
caracterizados pelo LQPN/ UFRRI. Os biflavonédides também foram usados da mesma forma
que recebidos. Os biflavondides foram doados pelos seguintes alunos de doutorado do Prof.
Mario Geraldo de Carvalho/ LQPN/ ICE/ UFRRJ: Renata Duarte Fernandes, Marcelo
Francisco de Aratijo e Virginia Claudia da Silva.

4.1.2 Albumina
A albumina utilizada neste trabalho foi a albumina sérica bovina (ASB), da Aldrich.
4.1.2.1 Solucao buffer de fosfato (PBS)

Pastilhas ou sachés de PBS (da Aldrich) utilizados neste trabalho, com os quais foram
preparadas solucdes tampao fosfato (PBS) de pH =7.4.
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4.2 Métodos

Foram utilizados equipamentos para a realizacao das andlises envolvendo flavondides,
tiocromanona e/ou albumina sérica bovina.

4.2.1 Equipamentos e técnicas de analise

Equipamentos utilizados para a realizacdo das técnicas de andlise:

e Aparelho Buchi 510 para determinar o ponto de fusdo, nao corrigido, dos flavonéides
e da tiocromanona;

e Espectrofotometro de infravermelho Nicolet (FTIR), modelo 6700 FT-IR (Thermo
Electron Corporation), onde foram obtidos espectros utilizando-se pastilhas de KBr
(seco em estufa a 100°C e guardado em dessecador) das amostras s6lidas (flavonoéides)
e da tiocromanona, com as bandas de absor¢do medidas em centimetros reciprocos
(cm™). O equipamento foi calibrado com filme de poliestireno;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear de 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz)
Bruker (RMN 'H e °C), modelo AC-200. Para as anlises dos nidcleos de 'H e de °C,
os espectros foram obtidos utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna, sendo os deslocamentos quimicos dados em ppm (8) e as constantes de
acoplamento (J) dadas em Hertz (Hz). O solvente utilizado em todos os espectros foi
cloroférmio deuterado;

¢ Cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a espectrometro de massas (CG-EM), modelo
Saturn 2000-Varian, com impacto de elétrons. As condicdes de andlise foram: coluna
VF-5ms (30 mm x 0,25 mm x 0,25 mm), temperatura de andlise = 150-180 °C/1°-10
°C/min — 290 °C/10’, temperatura do injetor = 270 °C, temperatura EM trap = 220 °C,
temperatura manifold = 60°C, temperatura trxline = 250 °C, e ionizagdo EI (70 eV).
As amostras foram solubilizados em diclorometano para que se pudesse realizar as
andlises por CG-EM;

e Espectrofotdmetro de absorcdo ultravioleta/visivel (UV-Vis), Mini UV Shimadzu,
modelo 1240, utlizando-se células de quartzo com caminho 6tico de 1 cm, e 2 ou 4
faces polidas, dependendo da finalidade. As condi¢Oes de anélise foram: varreduras de
200 nm a 500 nm para solventes com flavondides (absorbancia de aproximadamente
0,1 em 250 nm (mesmo comprimento de onda de excitacdo do fluorimetro (Aexe = 250
nm) para posteriores andlises de fluorescéncia), e de 200 nm a 500 nm (para estudar a
interacdo entre albumina sérica bovina (ASB) e flavondides (quercetina (QUE),
agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e
diidroochnaflavona (DOF)); foram analisadas solu¢des de albumina sérica bovina
(ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentragdo de aproximadamente 1,00 x
10” mol/L, as quais foram adicionadas virias aliquotas das solucdes dos flavondides
(QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 107
mol/L;

e Laser Nd-YAG Surelite (3° harmonico (Aexe = 355 nm), osciloscopio Tectronix
TDS2012, e sistema de deteccdo da Luzchem (Mini-system model mLPF112). As
condi¢des de fotdlise por pulso de laser de nanossegundo (FPL) foram: Aex. = 355 nm,
pulso do laser de ~ 4-6 ns e poténcia > 40 mJ/pulso. Este equipamento foi usado em
Salvador no laboratério da Prof®. Cristina Maria Quintella; LabLaser/ 1Q/ UFBA;

¢ Espectrofluorimetro PTI (Photon Technology International (Canada)), Luminescence
System, modelo LS-100-02. As condi¢des de anédlise foram: Aex. = 280 °C e varredura
(faixa de emissdo) de 300 nm a 500 nm, com fendas de emissao e excitagdao de 5,0 nm.
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Para a realizagdo das andlises de fluorescéncia foi utilizada uma célula de quartzo com
caminho 6tico de 1 cm e 4 faces polidas. Equipamento do Lab. 48 A/ ICE/ UFRRJ;

e Espectrofluorimetro F-4500 Hitachi. As condi¢des de andlise foram: Aexe = 280 nm,
varredura (faixa de emissao) de 300 nm a 500 nm, com fendas de emissdo e excitacdo
de 5,0 nm e velocidade de 1200 nm/min. O espectrofluorimetro esteve acoplado a um
banho termostatizador de temperatura, que forneceu controle de temperatura para
todos os espectros de emissao de fluorescéncia (T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C).
Para a realizagdo das andlises de fluorescéncia foi utilizada uma célula de quartzo com
caminho 6tico de 1 cm e 4 faces polidas. Foram analisadas solu¢des de albumina
sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentragdo de
aproximadamente 1,00 x 10 mol/L, as quais foram suprimidas com a adicdo de
solucdes de flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) com
concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L. Este equipamento foi utilizado
em Ribeirdo Preto no laboratério da Prof®. Laura Tiemi Okano/ FFLCRP/ USP;

e Espectropolarimetro J-180 Jasco, com sistema de controle interno de temperatura
Jasco PTC-423S acoplado ao aquecimento. As condi¢des de medida de dicroismo
circular (DC) foram: varredura de 190 nm a 500 nm, com velocidade de 200 nm/min
no espectropolarimetro e controle de temperatura (T = 25°C, 37°C e 42°C). O sinal
final obtido para cada amostra foi resultado de uma média de dois espectros
registrados. A linha de base foi uma solugao aquosa de PBS (pH = 7,4). Os espectros
das solugdes aquosas de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH =
7,4) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10°® mol/L foram subtraidos desta
linha de base. Para a realizacdo das analises de dicroismo circular foi utilizada uma
célula de quartzo com caminho 6tico de 1 cm e 2 faces polidas. Foram analisadas
solugdes de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com
concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10°® mol/L, as quais foram suprimidas com a
adicao de solucdes de flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) com
concentragdo de aproximadamente 1,00 x 10~ mol/L. Este equipamento foi usado em
Ribeirido Preto no laboratério da Prof®. Laura Tiemi Okano/ FFCLRP/ USP;

e Computador com programas como PDB (Protein Data Bank - Banco de Dados de
Proteinas) e docking para a realizacao dos célculos tedricos (modelagem molecular
(MM)). Estes calculos foram feitos no laboratério do Prof. Carlos Mauricio Rabello de
Sant’ Anna/ ICE/ UFRRIJ pelo aluno de doutorado Daniel Rosa da Silva e pelo aluno
de iniciagdo cientifica Bruno Benedito Spolidoro.

4.3 Parte Experimental
4.3.1 Flavonoides, tiocromanona e albumina sérica bovina (ASB)

Os flavondides sintéticos comerciais € naturais, tiocromanona e albumina sérica
bovina (ASB), utilizados neste trabalho, estdo descritos a seguir.
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4.3.1.1 Flavonodides comerciais (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF), beta-
naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-dioxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA) e
quercetina (QUE)), flavondides naturais (agatisflavona (ATF), 7”’-O-metilagatisflavona
(OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) e tiocromanona (TCR)

Os flavondides, sintéticos e comercialmente disponiveis, como flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (&~NAF), beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), flavanona (FNA) e
quercetina (QUE), o flavondide sintetizado, S,S-dioxidotioflavona (SDF) (sintetizada a partir
da tioflavona por Eliete S. Lopes da Silva Raposo, ex-aluna de iniciac@o cientifica do Prof.
José Carlos Netto Ferreira) e o composto comercial tiocromanona (TCR), Figura 20, e os
flavondides naturais (biflavondides) como agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona
(OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF), Figura 21, foram estudados no
Departamento de Quimica das seguintes universidades: UFRRJ, UFBA e USP-RP.

Os biflavondides t€m as seguintes nomenclaturas:

e 4’ 57-OH-flavona-(6—8’’)- 4’°,5°,7"’-OH-flavona = agatisflavona (ATF);

e 4'5,7-OH-flavona-(6—8’")-4’"",5’’-OH-7"’-OMe-flavona = 7’-0-
metilagatisflavona (OMA);

e 4’ 57-OH-flavona-(3°—87)-4’"’,5",7"’-OH-flavona = amentoflavona (AMF);

e 4’ 57-OH-flavona-(3’—>0—4""")-5"",7’-OH-flavanona = diidroochnaflavona
(DOF).

Estes biflavondides sdo produtos naturais isolados pelo Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN) da UFRRJ. Agatisflavona (ATF) e amentoflavona (AMF) sdo
produtos naturais que foram isolados a partir do extrato metandlico de folhas de Ouratea
parviflora (Ochnaceae), 7”-O-metilagatisflavona (OMA) € um produto natural que foi isolado
a partir do extrato metandlico de galhos de Ouratea hexasperma (Ochnaceae) e
diidroochnaflavona (DOF) € um produto natural que foi isolado a partir do extrato metandlico
de folhas de Luxemburgia nobilis (Ochnaceae).

As moléculas flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a+NAF), beta-naftoflavona (S-NAF),
tioflavona (TFA), §,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA), S,S-dioxidotioflavona e
tiocromanona (TCR) foram analisadas frente a solventes com diferentes polaridades
(acetonitrila (ACN), etanol (ETOH), cicloexano (CEX) e dgua milli-Q (AD)) por técnicas de
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia (Aexe = 280 nm). Tioflavona (TFA), S, S-di6xidotioflavona (SDF) e
tiocromanona (TCR) também foram analisadas pela técnica de fotdlise por pulso de laser na
escala de nanossegundo.

Quercetina (QUE) e os biflavondides agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona
(OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF) foram analisados com diferentes
solventes (acetonitrila (ACN), etanol (ETOH), diclorometano (DCM) e dgua milli-Q (AD))
por técnicas de espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e espectroscopia
de emissdo de fluorescéncia (Aexe = 280 nm), e, com albumina sérica bovina (ASB) por
técnicas de espectroscopia de absor¢dao no ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia com variagdo de temperatura (Aexe = 280 nm; T = 22°C, 27°C, 32°C,
37°C e 42°C), dicroismo circular com variagdo de temperatura (T = 25°C, 37°C e 42°C) e
modelagem molecular (cdlculo tedrico).

38



D Ol

(0 (o)

Flavona (FVA) Alfa-naftoflavona (a~NAF) Beta-naftoflavona (/-NAF)
O oL
| g
(0 (o)

Tioflavona (TFA) S,S-diéxidotioflavona (SDF) Flavanona (FNA)

OH

OH
o M

S HO
I
OH
(0 OH O
Tiocromanona (TCR) Quercetina (QUE)

Figura 20. Estrutura dos flavondides comerciais (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF),
beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), flavanona (FNA) e quercetina (QUE)), do
flavondide sintetizado (5, S-diéxidotioflavona (SDF) e da tiocromanona (TCR).

Agatisflavona (ATF) 7”-0O-Metilagatisflavona (OMA)
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Amentoflavona (AMF) Diidroochnaflavona (DOF)
Figura 21. Estrutura dos flavonédides naturais, biflavondides (agatisflavona (ATF), 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)).

4.3.1.2 Albumina sérica bovina (ASB)
A proteina utilizada neste trabalho foi a albumina sérica bovina (ASB), a qual estd

apresentada na Figura 22 com seus dominios (I, II e III) e subdominios (IA, 1B, IIA, IIB, IIIA
e I1IB).

| Dominio I

Dominio IIT

Figura 22. Estrutura da albumina sérica bovina (ASB) determinada por analogia com a
estrutura da albumina sérica humana (ASH) do PDB e seus dominios e subdominios.

4.3.1.3 Interacao entre flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 7’-0O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) e
albumina sérica bovina (ASB)

Estudos [Zhang et al. (2008), Li et al. (2007) e Yue et al. (2008)] sobre a interacao
entre alguns flavondides (como por exemplo, quercetina, rutina, morina, icarina, puerarina,
nevadensina e nobiletina) ou outras moléculas e albumina sérica humana (ASH) ou albumina
sérica bovina (ASB) mostraram que a existéncia desta interacao a qual € geralmente analisada
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por espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular, espectroscopia no infravermelho com
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), espectroscopia de absor¢dao no ultravioleta/visivel
(UV-Vis) e modelagem molecular. Mas, neste trabalho, s6 foram utilizadas espectroscopia de
absor¢do no ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular
e modelagem molecular [Li et al. (2008), Vaya et al. (2008), Zhang et al. (2008), Yue et al.
(2008), Cheng et al. (2009) e Yan et al. (2009)].

Para investigar a interacao entre os flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona
(ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) ou diidroochnaflavona
(DOF)) e a albumina sérica bovina (ASB) foram preparadas as seguintes solucoes:

e Solugdes de concentracio de aproximadamente 1,00 x 10 mo/L de flavonéides
(quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA),
amentoflavona (AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) em etanol (solugdo 1);

¢ Solugdo buffer de fosfato (PBS), uma solucdo tampao fosfato de pH = 7,4 (1
pastilha solubilizada em 200 mL de dgua milli-Q ou 1 saché solubilizado em 1 L
de dgua milli-Q);

e Solugdes 1,00 x 10” mol/L de albumina sérica bovina (ASB) em solucdo buffer de
fosfato (PBS) (tampao fosfato de pH = 7,4) (solucao 2);

e Solugdes 1,00 x 10° mo/L de albumina sérica bovina (ASB) em solucio buffer de
fosfato (PBS) (tampao fosfato de pH = 7,4) (solugdo 3).

Com as solucdes prontas, foi feita uma titulagdo fluorimétrica, ou seja, utilizando-se a
espectroscopia de fluorescéncia. Em uma célula de quartzo com as 4 faces polidas, contendo 3
mL da solucdo 2, foram adicionadas pequenas aliquotas da solucdo 1 (de 10 pL em 10 pL)
até se obter uma concentracao final de flavonéides na célula de quartzo em torno de 3,00 x
10 mol/L. Apés cada adigio de 10 uL (Tabela 2), era feita uma leitura da solugio contida na
célula de quartzo, tanto por espectroscopia de absorc@o no ultravioleta/visivel (UV-Vis) como
por espectroscopia de fluorescéncia a diferentes temperaturas (T = 22°C (295K), 27°C (300K),
32°C (305K), 37°C (310K) e 42°C (315K)).

Tabela 2. Concentracio de flavonéides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF), apds a adi¢ao de
aliquotas de uma solu¢do de QUE de 1,01 x 107 mol/L, de ATF e de AMF de 1,00 x 107
mol/L, de OMA de 1,03 x 10~ mol/L e de DOF de 1,03 x 107 mol/L, em 3 mL da solucao de
ASB 1,00 x 10° mol/L, para T =22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C.

Volume de Concentracao de flavonoide (mol/L)
flavonoide
adicionado (L) QUE ATF OMA AMF DOF

0 0 0 0 0 0
10 337x10% 333x10° 343x10° 333x10° 350x10°
20 6,74x10° 6,66x10° 6,86x10° 6,66x10° 7,00x 10°
30 1,01x10° 999x10° 1,03x10° 999x10°% 1,05x107
40 1,35x10°  1,33x10° 137x10° 1,33x10° 1,40x10?
50 1,69x 10°  1,67x10° 1,72x10° 1,67x10° 1,75x107
60 2,02x10°  2,00x10° 206x10° 2,00x10° 2,10x 107
70 236x10°  233x10° 240x10° 233x10° 245x10°
80 2,70x 10°  266x10° 274x10° 2,66x10° 2.80x 107
90 3,03x10°  3.00x10° 3,090x10° 3,00x 10° 3,15x 107

Andlises por dicroismo circular também foram realizadas a diferentes temperaturas (T
= 25°C (298K), 37°C (310K) e 42°C (315K)). Numa célula de quartzo com as 2 faces polidas,
contendo 3 mL da solu¢do 3, foram adicionadas pequenas aliquotas da solucdo 1 (de 12 pL,
24 uL, 48 pL e 96 pL), Tabela 3, até se obter uma concentracao final de flavondides na célula
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de quartzo em torno de 3,00 x 10” mol/L. Apés cada uma dessas adicdes, era feita uma leitura
da solucdo contida na célula de quartzo.

Tabela 3. Concentracao de flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF), apés a adicao de
aliquotas de uma solu¢ao de QUE de 1,01 x 107 mol/L, de ATF e de AMF de 1,00 x 107
mol/L, de OMA de 1,03 x 107 mol/L e de DOF de 1,03 x 107 mol/L, em 3 mL da solugdo de
ASB 1,00 x 10° mol/L, para T = 25°C, 37°C e 42°C.

Volume de Concentracao de flavonéide (mol/L)
flavonoide
adicionado (uL) QUE ATF OMA AMF DOF
(ASB:flavonoide)
0 (1:0) 0 0 0 0 0
12 (1:4) 404x10°%  400x10°  4,12x10°  4,00x 10° 420x10°
24 (1:8) 8,08x 10° 8,00x10° 824x10° 800x10° 840x 10°
48 (1:16) 1,62x10°  1,60x 10°  1,65x10° 1,60x 10° 1,68 x 107
96 (1:32) 323x10°  320x10°  330x10° 320x10° 3,36x 107

4.3.2 Técnicas de analise

Os flavondides sintéticos comerciais (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF),
beta-naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)
e quercetina (QUE)), os flavondides naturais (agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona
(OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)), a tiocromanona (TCR) e a
albumina sérica bovina (ASB) foram investigados por diversas técnicas.

4.3.2.1 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os espectros obtidos para as amostras de flavondides (flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (&-NAF), beta-naftoflavona (#-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA)) e de tiocromanona (TCR) estdo mostrados no Anexo A.A.

4.3.2.2 Ressoniancia magnética nuclear de 'H e de P*C (RMN 'He 13C)

Os espectros das andlises de RMN 'H e °C dos flavonéides (flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (aNAF), beta-naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-di6xidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA)) e da tiocromanona (TCR) estdo apresentados no Anexo A.B.

4.3.2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os espectros de massas dos flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a-NAF),
beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona
(FNA)) e da tiocromanona (TCR) estdo mostrados no Anexo A.C.

4.3.2.4 Espectroscopia de absorcao no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

Os flavondides sintéticos comerciais (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF),
beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)
e quercetina (QUE)), a tiocromanona (TCR), os flavondides naturais (biflavondides
(agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e
diidroochnaflavona (DOF))) e o naftaleno foram analisados por espectroscopia de absor¢cao no
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ultravioleta/visivel (UV-Vis), utilizando-se células de quartzo com percurso 6tico de 1 cm e 2
ou 4 faces polidas, dependendo de ter ou ndo uma outra andlise posterior. As células de
quartzo com 4 faces polidas foram usadas quando as amostras tinham que ser analisadas, logo
em seguida, por espectroscopia de fluorescéncia. Nas células de quartzo eram colocados 3 mL
de solvente (cicloexano, diclorometano, etanol, acetonitrila ou dgua milli-Q), utilizados para
avaliar o comportamento desses flavondides em diferentes solventes (com uma variedade de
polaridade), e também, como referéncia para calibrar o equipamento. A escolha entre tais
solventes dependia do solvente em que era preparada a solu¢do da amostra a ser analisada. As
andlises foram feitas com varreduras de: 200 nm a 500 nm (para se obter os espectros em
absorbancia de aproximadamente 0,1 em 280 nm (o0 mesmo comprimento de onda de
excitacdo do fluorimetro (Aexc = 280 nm), para posteriores andlises de fluorescéncia).

Figura 23. Espectrofotdmetro de ultravioleta (UV-Vis) Mini UV Shimadzu, modelo 1240.

No espectrofotometro de ultravioleta (UV-Vis), Figura 23, também foram realizadas
varreduras na faixa de 200 nm a 500 nm, utilizando-se células de quartzo, com um volume de
3 mL de solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com
concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10° mol/L (branco), de modo a se obter um
espectro de absor¢do UV-Vis de ASB. Aos 3 mL de solu¢do de albumina (ASB) era
adicionada, de 10 uL. em 10 pL, uma solugdo de flavonéide (quercetina (QUE), agatisflavona
(ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) ou diidroochnaflavona
(DOF)) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10~ mol/L, e os espectros de absor¢io
UV-Vis eram registrados ao longo das adicdes dos flavondides. Foram registrados também,
espectros de absorcdo UV-Vis dos flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-
O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) em 3 mL
de solugdo tampao de PBS (pH = 7,4), assim como, o espectro de absor¢ao UV-Vis da prépria
solucdo tampao de PBS (pH = 7.4).

4.3.2.5 Fotdlise por pulso de laser de nanossegundo (FPL)

Dados cinéticos e espectroscopicos acerca do estado excitado de flavondides (tais
como, tioflavona (TFA) e S,S-diéxidotioflavona (SDF)) e tiocromanona (TCR), e dos radicais
deles derivados, assim como as constantes de velocidade de reacdo entre estes transientes
foram obtidos empregando-se a técnica de fotdlise por pulso de laser de nanossegundo,
implementada no Lablaser do PPGQ/ 1Q/ UFBA. Esta técnica emprega um laser Nd-YAG
Surelite, podendo ser utilizado qualquer de seus harmonicos (Aexe = 266, 355 ou 532 nm), um
osciloscépio Tectronix TDS2012, e um sistema de detec¢ao da Luzchem (Mini-system model
mLPF112), Figura 24.

Neste trabalho, foram preparadas solucdes das amostras com concentracdo de
aproximadamente 1,0 x 10 mol/L (~ 0,3 de absorbancia em A = 355 nm), contidas em células
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de quartzo da Luzchem com caminho 6tico de 1 cm e pescogo curto. Estas solugdes foram
preparadas em acetonitrila, e apds medidas suas absorbincias em espectrofotdmetro de
ultravioleta no visivel, elas foram deaeradas com gés inerte (N;) por 30 min, antes de se
realizar a fotdlise. Apds deaeradas, as amostras foram analisadas por fotélise por pulso de
laser de nanossegundo, utilizando-se o laser Nd-Y AG Surelite sob as seguintes condi¢des: Aexc
= 355 nm, pulso do laser (t) ~ 4-6 ns e poténcia = 40 mJ/pulso. Dessa forma, foram obtidos
dados cinéticos e espectroscopicos acerca do estado excitado de flavondides (tioflavona
(TFA) e §,S-diéxidotioflavona (SDF)) e tiocromanona (TCR).

i |

Figura 24. Sistema de fot6lise por pulso de laser (laser Nd-YAG modelo mLPF112) para a
absor¢ao de transientes em modo de transmissao.

4.3.2.6 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

O comportamento fotofisico de flavondides e de tiocromanona foi avaliado por
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia. Compostos como flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (aNAF), beta-naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-di6xidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA), tiocromanona (TCR) e naftaleno (referéncia) foram estudados frente
a diversos solventes com diferentes polaridades (acetonitrila (ACN), etanol (ETOH),
cicloexano (CEX) e dgua milli-Q (AD)). Também foram estudados os compostos quercetina
(QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF),
diidroochnaflavona (DOF) e naftaleno (NAF) (composto utilizado como referéncia) frente a
solventes com polaridades diferentes (acetonitrila (ACN), diclorometano (DCM), etanol
(ETOH) e dgua milli-Q (AD)) por espectroscopia de emissao de fluorescéncia.

Solugdes (A = 0,1 no comprimento de onda de excitagio (Aexe = 280 nm)) dos
flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a-NAF), beta-naftoflavona (S-NAF),
tioflavona (TFA), S,S-dioxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)), de tiocromanona (TCR) e
de naftaleno (referéncia) foram preparadas nos seguintes solventes: acetonitrila (ACN), etanol
(ETOH), cicloexano (CEX) e dgua milli-Q (AD). Também foram preparadas solucdes (A =
0,1 no comprimento de onda de excitagdo (Aexc = 280 nm)) dos flavondides quercetina (QUE),
agatisflavona  (ATF), 77-O-metilagatisflavona ~ (OMA), amentoflavona  (AMF),
diidroochnaflavona (DOF), e de naftaleno (NAF) (composto utilizado como referéncia) em
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solventes como acetonitrila (ACN), diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q
(AD). Apo6s preparadas todas as solucdes, foram medidas suas absorbancias em cubeta de
quartzo com as 4 faces polidas, utilizando-se a técnica de espectroscopia de absor¢do no
ultravioleta/visivel (UV-Vis). Esses valores de absorbancia deveriam ser aproximadamente
0,1 em A = 280 nm (mesmo comprimento de onda de excitacdo das espécies). Em seguida, as
amostras com valor de absorbancia de aproximadamente 0,1 foram analisadas por
espectroscopia de fluorescéncia. As condi¢des utilizadas para esta andlise foram as seguintes:
espectro de emissdo, varredura de 300 nm (limite mais baixo) a 500 nm (limite mais alto), e
comprimento de onda de excitacdo (Aexc) de 280 nm.

A interacdo entre flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) e albumina
sérica bovina (ASB), também foi estudada por espectroscopia de fluorescéncia. Solugdes
desses flavonodides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com concentragdo de aproximadamente
1,00 x 10~ mol/L, e uma solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH
= 7,4) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10™ mol/L (a qual foi recém preparada
para o uso, nos dias das andlises), foram preparadas. As condi¢des utilizadas para esta andlise
foram as seguintes: espectro de emissao, varredura (faixa de emissao) de 300 nm (limite mais
baixo) a 500 nm (limite mais alto), e comprimento de onda de excitagdo (Aexe) de 280 nm (Aexc
= 280 nm), com fendas de emissao e excitacdo de 5,0 nm e velocidade de 1200 nm/min. O
espectrofluorimetro (Figura 25) esteve acoplado a um banho termostatizador de temperatura,
que forneceu controle de temperatura para todos os espectros de emissao de fluorescéncia (T
= 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C). Para a realizacdo dessas andlises de fluorescéncia foi
utilizada uma célula de quartzo com caminho 6tico de 1 cm e 4 faces polidas. Nesta célula de
quartzo era colocado um volume de 3 mL da solu¢do de albumina (ASB) tamponada com
PBS (pH = 7,4) de 1,00 x 107 mol/L, e medida a sua emissdo de fluorescéncia (leitura do
branco), nessas vdrias temperaturas (T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C), de modo a se obter
espectros de emissdo de fluorescéncia de ASB em temperaturas diferentes. Aos 3 mL de
solucdo de albumina (ASB) era adicionada, de 10 uL em 10 pL, uma solugdo de flavondide
(quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona
(AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 107
mol/L, e os espectros de emissdo de fluorescéncia eram registrados ao longo das adi¢des dos
flavonoides. Foram registrados também espectros de emissdo de fluorescéncia para os
flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA),
amentoflavona (AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) em 3 mL de solu¢cdo tampao de PBS
(pH =17,4), e também o espectro de emissdo de fluorescéncia da solu¢ao tampao de PBS.

Figura 25. Espectrofluorimetro F-4500 Hitachi acoplado a um banho termostatizador de
temperatura.
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4.3.2.7 Dicroismo circular (DC)

A interacdo entre os flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) e a albumina
sérica bovina (ASB), também foi estudada por dicroismo circular, utilizando-se um
espetropolarimetro (Figura 26). Foram preparadas solugdes desses flavonéides (QUE, ATF,
OMA, AMF e DOF) com concentracio de aproximadamente 1,00 x 107 mol/L, e uma
solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentragio
de aproximadamente 1,00 x 10°® mol/L (a qual foi recém preparada para o uso no dia das
andlises). As condicdes utilizadas para esta andlise foram: varredura (faixa) de 190 nm a 500
nm, com velocidade de 200 nm/min no espectropolarimetro e controle de temperatura (T =
25°C, 37°C e 42°C). O sinal final obtido para cada amostra foi resultado de uma média de dois
espectros registrados. A linha de base foi uma solu¢do aquosa de PBS (pH = 7.4). Os
espectros das solucdes aquosas de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH =
7,4) com concentracao de aproximadamente 1,00 x 10°° mol/L foram subtraidos desta linha de
base. Para a realizagdo das andlises de dicroismo circular foi utilizada uma célula de quartzo
com caminho 6tico de 1 cm e 2 faces polidas. Nesta célula de quartzo foram colocados 3 mL
de uma soluc@o de albumina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7.,4) de 1,00 x 10 mol/L, e
medida a sua elipticidade (branco), em diferentes temperaturas (T = 25°C, 37°C e 42°C), de
modo a se obter espectros de dicroismo circular de ASB em temperaturas variadas. Aos 3 mL
de solucdo de albumina (ASB) 1,00 x 10" mol/L era adicionada uma solucdo de flavonéide
(quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona
(AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 107
mol/L, de modo a se ter propor¢cdes de ASB:flavondide de 1:0 (3 mL de solu¢do de ASB 1,00
x 10°® mol/L + 0 uL de solucdo de flavondide 1,00 x 10 mol/L), 1:4 (3 mL de solucdo de
ASB 1,00 x 10°° mol/L + 12 UL de solugdo de flavonédide 1,00 x 107 mol/L), 1:8 (3 mL de
solucdo de ASB 1,00 x 10° mol/L + 24 uL de solugdo de flavonéide 1,00 x 10” mol/L), 1:16
(3 mL de solugdao de ASB 1,00 x 10 mol/L + 48 uL de solugdo de flavonéide 1,00 x 107
mol/L) e 1:32 (3 mL de solugdo de ASB 1,00 x 10° mol/L + 96 uL de solucdo de flavonéide
1,00 x 10” mol/L). Os espectros de dicroismo circular eram registrados ao longo das adicdes
dos flavondides. Foram registrados também, espectros de dicroismo circular dos flavonéides
(quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 7”-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona
(AMF) ou diidroochnaflavona (DOF)) em 3 mL de solucido tampado de PBS (pH = 7.,4), assim
como, o espectro de dicroismo circular da prépria solu¢do tampao de PBS.

e

Figura 26. Espectropolarimetro J-180 asco, com sistema de controle interno de temperatura
Jasco PTC-423S acoplado ao equipamento.
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4.3.2.8 Modelagem molecular (MM)

A interagdo entre flavondides (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF)) e albumina
sérica bovina (ASB), também foi estudada por modelagem molecular (cdlculo tedrico),
utilizando-se os programas docking e PDB (Protein Data Bank - Banco de Dados de
Proteinas).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo acerca do comportamento espectroscopico e fotoquimico
dos flavondides comerciais e naturais (biflavondides), tiocromanona, assim como acerca da
interacdo entre albumina sérica bovina (ASB) e alguns destes flavondides estdo apresentados
a seguir.

5.1 Flavona (FVA), Alfa-naftoflavona (a-NAF), Beta-naftoflavona (S-NAF), Tioflavona
(TFA), S,S-Dioéxidotioflavona (SDF), Flavanona (FNA) e Tiocromanona (TCR)

Os flavondides flavona (FVA), alfa-naftoflavona (aNAF), beta-naftoflavona (-
NAF), tioflavona (TFA), §,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA), e a tiocromanona
(TCR) foram analisados frente a diferentes solventes (Cicloexano (CEX), Diclorometano
(DCM), Etanol (ETOH), Acetonitrila (ACN) e Agua milli-Q (AD)), por absor¢do no
ultravioleta/visivel e emissdao de fluorescéncia, e também por fotdlise por pulso de laser de
nanossegundo. Os resultados obtidos e a respectiva discussdo estdo apresentados a seguir.

5.1.1 Fotdlise por pulso de laser de nanossegundo (FPL)

Os flavondides comerciais quercetina, morina, rutina, diosmina e hesperidina,
compostos hidroxilados, foram analisados por fotdlise por pulso de laser de nanossegundo
(FPL), porém seus resultados ndo foram muito satisfatérios, uma vez que ndo foram
observados transientes na escala de tempo de andlise, visto que nao foi possivel se observar a
formacdo do estado excitado triplete, devido ao seu tempo de vida (1) ter sido muito curto,
provavelmente por causa da presenca de vérias hidroxilas fendlicas em suas estruturas. Neste
caso, o processo de perda de préton, extremamente rdpido no estado excitado, deve ter
controlado o tempo de vida do triplete, tornando-o muito curto, conforme previsto.

Na literatura [Christoff et al. (1996)] existem estudos por fotdlise por pulso de laser
(FPL) que comprovam que flavondides hidroxilados (mais precisamente, flavonas
hidroxiladas) ndo geram transientes com reatividade na escala de tempo observada. Ja
flavonas (sem gupos hidroxila) ou flavonas metoxiladas (como € o caso de 3-metoxiflavona
ou 7-metoxiflavona) geram transientes reativos sem problema algum, sendo o seu estado
excitado triplete perfeitamente observavel.

Como ndo se conseguiu observar o estado excitado triplete para os flavondides
hidroxilados, por fotolise por pulso de laser de nanossegundo, outros flavondides foram
investigados empregando-se esta técnica, principalmente porque alguns flavondides (flavona
(FVA), alfa-naftoflavona (a+NAF), beta-naftoflavona (f-NAF) e flavanona (FNA)), ja
haviam sido estudados por fotélise por pulso de laser de nanossegundo (FPL), gerando
resultados promissores, encontrados pelo grupo de pesquisa do Prof. José Carlos Netto
Ferreira. Assim, foi estudada a reatividade do estado excitado triplete de tioflavona (TFA),
S,S-dioxidotioflavona (SDF) e de tiocromanona (TRC), frente a reacdes de transferéncia de
energia, de hidrogénio e de elétron, empregando-se a técnica de fotdlise por pulso de laser de
nanossegundo (FPL), implementada no Lablaser do PPGQ/ IQ/ UFBA.

A tioflavona (TFA) apresentou estado excitado triplete com Ayax = 310 nme t = 1,0
us, em acetonitrila, Figuras 27 e 28. O triplete da S,S-di6xidotioflavona (SDF) apresentou Amax
=430 nm e t = 0,9 ps, em acetonitrila, Figuras 29 e 30. Nao foi possivel a obtengdo de
constantes de velocidade de supressdo (kgy), por transferéncia de energia, de hidrogénio e de
elétron, tanto para TFA como para SDF, devido ao tempo de vida do triplete de cada uma ter
sido muito curto em relagdo ao da tiocromanona (TCR).
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Figura 27. Decaimento cinético para o transiente gerado na excitacio de tioflavona (TFA) em
acetonitrila (~ 1,0 x 107 mol/L), monitorado a 310 nm.
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Figura 28. Espectro de absorcao triplete-triplete para tioflavona (TFA) em acetonitrila (~ 1,0
x 10™ mol/L), obtido 100 ns apés o pulso do laser.
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Figura 29. Decaimento cinético para o transiente gerado na excitagdo de S,S-
diéxidotioflavona (SDF) em acetonitrila (~ 1,0 x 10 mol/L), monitorado a 430 nm.
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Figura 30. Espectro de absorcao triplete-triplete para S,S-diéxidotioflavona (SDF) em
acetonitrila (~ 1,0 x 10~ mol/L), registrado 100 ns apés o pulso do laser.

Os dados cinéticos e espectroscopicos acerca do estado excitado triplete da
tiocromanona (TCR) foram obtidos através da utilizacdo da técnica de fotdlise por pulso de
laser de nanossegundo. O triplete da tiocromanona (TCR) apresentou Ay, =440 nme t = 1,6
us, em acetonitrila, Figuras 31 e 32.
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Figura 31. Decaimento cinético para o transiente gerado na excitag¢ao de tiocromanona (TCR)
em acetonitrila (~ 1,0 x 10 mol/L), monitorado a 440 nm.
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Figura 32. Espectro de absorcao triplete-triplete para tiocromanona (TCR) em acetonitrila (~
1,0 x 10” mol/L), registrado a 250 ns apés o pulso do laser.

O comportamento de tiocromanona (TRC), frente a reacdes de transferéncia de
energia, de hidrogénio e de elétron, empregando-se a técnica de fotdlise por pulso de laser de

nanossegundo (FPL) estd resumido nos esquemas a seguir:

- Supressao de tiocromanona por transferéncia de energia:

D* , A % D*A —>kET DA* —»k_DIF D + A¥
| | |

| | |

: ko Ky | kgr

\ \/ \/

D DA D*A
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- Supressao de tiocromanona por transferéncia de hidrogénio:

(0) OH
)k + RH h_v» )\ + R-.
Ry R, Ry R,
radical cetila radical R

- Supressao de tiocromanona por transferéncia de elétron:

A+D v @A p (A'DH) = (ADH) AT+ DY
Exciplexo Par de jons Par de ions Par de fons
intimo separado isolados

pelo solvente

Controlada pela equa¢do de Rehm-Weller, Equacao 7:

AG = Ei”(D) - Ei"™(A) = AEexe + ABcou
Equacao 7. Equacdo de Rehm-Weller.

As constantes de velocidade de reagdo entre os transientes da tiocromanona (TCR) e
os supressores (por transferéncia de energia, de hidrogénio e de elétron) foram obtidas através
da construcdo de graficos lineares de Stern-Volmer, empregando-se a Equagdo 8 [Stern e
Volmer (1919)]. Os valores dessas constantes de velocidade de supressdo (kq) estdo
apresentados nas Tabelas 4-6, com os respectivos valores para os erros experimentais.

Kobs = ko + kq[supressor]
Equacao 8. Equagao de Stern-Volmer para a determinagdo das constantes de velocidade de
supressdo (kq) [Stern e Volmer (1919)].

Onde: Kgps (s'l) = constante de velocidade de reagdo observada experimentalmente;
ko (s) = constante de velocidade de reacdo na auséncia do supressor (coeficiente
linear da reta);
kq (L.mol'ls'l) = constante de velocidade de supressdo (coeficiente angular da reta);
[supressor] (mol.L™") = concentracdo de supressor na célula de quartzo.

Em presenca de supressor por transferéncia de energia (trans-f-caroteno, Figura 33), a
constante de velocidade de supressdo (kq) para o estado excitado triplete da tiocromanona
(TCR) em acetonitrila foi (1,1 + 0,1) x 10" L.mol's™!, valor este igual ao da constante de
velocidade de difusdo para este solvente, Figura 34 e Tabela 4, isso porque esse processo de
transferéncia de energia triplete-triplete é colisional, ou seja, € controlado por difusdo, onde a
energia triplete da tiocromanona (TCR) € maior que a energia triplete do trans-f-caroteno
(supressor). O transiente formado apds excitagdo com laser (A = 355 nm) foi suprimido por
trans-f-caroteno, porque ele € um aceptor de energia triplete bem conhecido (Er = 19 kcal
mol'l; 0isc = 0) [Bensasson et al. (1976) e Kumar (1983)], para o qual foi obtida a constante de
velocidade de reacdo (kq = (1,1 £0,1) x 10" L.mol'ls'l), em acetonitrila, de acordo com a
Equacdo 8 [Stern e Volmer (1919)].
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Figura 34. Gréfico de Stern-Volmer para a reacdo de tiocromanona (TCR) em acetonitrila
com trans-f-caroteno (supressor por transferéncia de energia).

Tabela 4. Caracterizacdo do estado excitado triplete de tiocromanona (TCR): constantes
de velocidade de transferéncia de energia triplete-triplete para trans-f-caroteno em
acetonitrila.

trans-fi-caroteno

trans-fi-caroteno
Figura 33. Supressor por transferéncia de energia.
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q
Supressor (L.mol'ls'l)

(1,1 £0,1)x 10"



- Mecanismo proposto para a transferéncia de energia:

0 *3
+
S
hv | ACN
(0]
+
S

As constantes de velocidade de supressdo para a tiocromanona (TCR), em presenca de
doadores de hidrogénio, como indol e fendis (fenol, 3-clorofenol, 4-clorofenol, 4-fluorfenol,
4-bromofenol, 4-metoxifenol, 4-cianofenol, 4-terc-butilfenol, hidroquinona e resorcinol),
Figura 35, foram obtidas através da construcdo de graficos de Stern-Volmer, Figura 36. Esses
valores de kq estdo mostrados na Tabela 5. Nestes casos, observou-se a formacdo do radical
cetila correspondente da tiocromanona (TCR), Figura 37. Dentre as supressdoes com doadores
de hidrogénio, a hidroquinona suprimiu o triplete mais rapidamente (maior valor de constante
de velocidade de supressdo) e o 4-cianofenol foi o mais lento deles, conforme apresentado na
Tabela 5.
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Figura 35. Supressores por transferéncia de hidrogénio.
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Figura 36. Grafico de Stern-Volmer para a reacio de tiocromanona (TCR) em acetonitrila
com fendis (supressores por transferéncia de hidrogénio).
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Tabela 5. Reatividade do estado excitado triplete de tiocromanona (TCR): constantes de
velocidade de supressdo do estado excitado triplete de tiocromanona por doadores de
hidrogénio em acetonitrila.

k

Supressor (L.moti'ls'l)
indol (4,2 +0,8) x 10°
fenol (3,0+0,2) x 10
3-clorofenol (2,3+0,2) x 10
4-clorofenol (5,3+0,6) x 10
4-bromofenol (1,7+0,2) x 10
4-fluorfenol 6,1 +0,4)x 10
4-metoxifenol (1,3+0,2) x 10°
4-cianofenol (1,1 £0,1) x 10®
4-terc-butilfenol (2,6 +0,1) x 10
hidroquinona (5.8 +1,0)x 10°
resorcinol (1,2+0,1) x 10°

- Mecanismo proposto para a abstracao de hidrogénio inddlico:

8. *3

0 .
F
S NN ACN S
H

exciplex

transferéncia
de elétron

OH o
. transferéncia . Z \
Z \ de préton
+ < + AN N
S AN N. S . \H

radical cetila radical indolila
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- Mecanismo proposto para a abstracao de hidrogénio fendlico:

8' *3
5 A 'OO
(0] OH p
|
+ h—V>

S ACN S

a exciplex a

transferéncia
de elétron

OH o o + OH

. transferéncia 2
de préton
+ < +

S S

radical cetila radical fenoxila

OH

S
Figura 37. Radical cetila derivado da tiocromanona (TCR).

Um gréfico linear de Hammett foi construido para a supressio com os fendis
substituidos por grupos polares, Figura 38, segundo a equacdo de Hammett (que exprime uma
correlacdo entre a estrutura dos compostos e a sua reatividade quimica), Equacdo 9,
empregando-se as constantes de velocidade listadas na Tabela 5, que revelou um valor para a
constante de reacdo (p) de — 0,90 (p = - 0,90; r = 0,835), similar aos obtidos para outras
cetonas ou o~dicetonas, o que indica que no estado de transi¢cdo, para a reacdo de abstracdo de
hidrogénio de fendis por parte do estado excitado triplete de tiocromanona (TCR), os fendis
apresentaram um cardter de carga positiva, o que € consistente com 0 mecanismo proposto na
literatura para este tipo de supressdo, no qual ocorre uma transferéncia de elétron inicial,
seguida de uma transferéncia rapida de préton, confirmando a natureza eletrofilica do estado
excitado triplete nt*.

log k* /k"' = 6*p
Equacao 9. Equacdo de Hammett.

Onde: qu = constante de velocidade de supressdao empregando o fenol substituido;
qu = constante de velocidade de supressao empregando o fenol ndo substituido;
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o = constante de Hammett para cada substituinte (listada na literatura);
p = constante de reacdo.

Assim, para acenaftenona um valor de p = -1,5 foi obtido [De Lucas e Netto-Ferreira
(1998)], enquanto que foram observados os valores de -1,48; -1,04 e -0,90 para as [I-
dicetonas acenaftenoquinona [De Lucas e Netto-Ferreira (1998)], 1,2-aceantrilenodiona [Serra
et al. (2004)] e 1,2-dicetopraceno [De Lucas et al. (2007)], respectivamente.

Em todos os casos citados anteriormente 0 mecanismo proposto envolve, como
intermedidrio, um exciplexo entre a carbonila triplete e o fenol, o qual € estabilizado por
ligacdo hidrogénio. Uma vez que o triplete protonado é mais facilmente reduzido pelo fenol
parcialmente ionizado, a interacdo por ligacdo hidrogénio € responsdvel pela transferéncia de
elétron do fenol para a cetona triplete. Apds a formagdo do exciplexo, o processo de abstragao
do 4tomo de hidrogénio ocorre sob a forma de uma transferéncia de elétron inicial, seguida
por uma trasferéncia rdpida de préton (um mecanismo de transferéncia acoplada
elétron/préton). E importante notar que a basicidade do estado excitado triplete, assim como,
o potencial de reducdo do grupo carbonila desempenham um papel fundamental na supressao,
por parte do mecanismo, envolvendo um exciplexo estabilizado por ligacdo hidrogénio.
Portanto, o aumento da basicidade da carbonila triplete apresentando configuracdo mm*,
resulta em uma transferéncia de hidrogénio mais favoravel quando comparada ao estado n7*.

A equacdo de Hammett [Hammett (1937) e Hammett (1938)] expressa uma relacdo
quantitativa entre a natureza de um determinado substituinte e a reatividade do centro
reacional, com a validade da Equacdo 9, sendo restrita a substituintes nas posicdoes meta €
para do anel aromdtico. A constante de reacdo (p) mede a suscetibilidade da reacdo sob a
influéncia do substituinte. Baseada nos valores de p, pode ser obtida a caracteristica do estado
de transicdo com respeito ao desenvolvimento de carga. Para p > 1, uma carga negativa é
formada no estado de transi¢do, enquanto que, quando p < 0 a reacdo desenvolve uma carga
positiva no estado de transi¢do. Assim, os valores negativos para p observados na reacdo de
abstracdo de hidrogénio de fendis contendo substituintes polares pelo estado excitado triplete
das cetonas citadas acima, estdo completamente em acordo com 0 mecanismo proposto para
este tipo de reagdo, independentemente do cardter do seu estado excitado triplete. Este
mecanismo, mostrado anteriormente, envolve uma transferéncia de electron inicial do fenol a
cetona excitada, através de um exciplexo, seguida por uma transferéncia de proton ultra-
rdpida, resultando finalmente, na formagdo do par de radicais cetila/fenoxila [De Lucas e
Netto-Ferreira (1998), Silva e Netto-Ferreira (2004), Serra et al. (2004), De Lucas et al.
(2007), Netto-Ferreira et al. (2008), Netto-Ferreira et al. (2008), Netto-Ferreira et al. (2009),
De Lucas et al. (2009)]. Em apoio a este mecanismo, a Figura 39 mostra um espectro
resolvido no tempo (representativo), obtido a partir da irradiagdo com laser (A = 355 nm), de
uma solu¢do desoxigenada de tiocromanona (~ 1,0 x 10° mol L") na presenca de 4-
metoxifenol (1,4 x 10~ mol L"), em acetonitrila. Neste espectro, as absor¢des relativas ao
estado excitado triplete da tiocromanona foram substituidas por novas absor¢des na regiao de
340-440 nm, as quais podem ser associadas a uma mistura do radical cetila (Figura 37),
derivado do triplete da tiocromanona, e do radical 4-metoxifenoxila, que apresenta absorcao a
405 nm [Shukla et al. (1997)] (mecanismo proposto anteriormente). Para todos os fendis
estudados foi observada a formagao do par de radicais ariloxila/cetila.
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Figura 38. Grifico de Hammett para a reac¢do de tiocromanona (TCR) em acetonitrila com
fendis substituidos.

Sendo assim, foi demonstrado por irradi¢do com laser (A = 355 nm) de tiocromanona,
em acetonitrila, a formacgdo e caracterizacdo do seu estado excitado triplete. Constantes de
velocidade absolutas foram medidas para a reacdo de abstracdo de hidrogénio fendlico por
este triplete, a partir das quais foi construido um grafico de Hammett. O valor negativo
encontrado para a constante de reacdo p (-0,90) estd de acordo com o mecanismo proposto
para este tipo de reacdo, e que envolve uma transferéncia elétron/préton acoplada.
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Figura 39. Espectro de absor¢ao para o transiente de tiocromanona (TCR) gerado apds
excitacdo por laser, na presenca de 1,4 x 10~ mol/L de 4-metoxifenol, em acetonitrila,
registrado 13 s ap6s o pulso do laser.

Na presenca de supressores com capacidade de doar elétron, como trietilamina
(Figuras 40 e 41) e 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) (Figura 40), Tabela 6, percebeu-
se a formacgdo do anion radical correspondente da tiocromanona (TCR), Figura 42. Os valores
das constantes de velocidade de supressdo para os supressores por transferéncia de elétron
estdo apresentados na Tabela 6, indicando que a supressd@ao com a trietilamina foi mais rapida

que com o DABCO.
§ N
N

trietilamina DABCO
Figura 40. Supressores por transferéncia de elétron.
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Figura 41. Gréfico de Stern-Volmer para a reacio de tiocromanona (TCR) em acetonitrila
com trietilamina (supressor por transferéncia de elétron).

Tabela 6. Reatividade do estado excitado triplete de tiocromanona (TCR): constantes de
velocidade de supressdo do estado excitado triplete de tiocromanona por doadores de
elétron em acetonitrila.

k
Supressor (L.mo(i'ls'l)
Trietilamina 9,6 1,5 x 10°
DABCO (1,3+0,1)x 10’
- Mecanismo proposto para a transferéncia de elétron:
(0] (on
+ N ~ h—V> + N v
o ACN
S S
anion radical cation radical
0] o
N . N
. —»Ahg "
S N N S N
+
anion radical cation radical
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Figura 42. Anion radical derivado da tiocromanona (TCR).

A irradiagdo de tioflavona, §,S-diéxidotioflavona e tiocromanona, em acetonitrila, por
fotdlise por pulso de laser de nanossegundo, levou a formagao de seus respectivos estados
excitados triplete. A partir das constantes de velocidade de supressdo obtidas para a
tiocromanona foi possivel observar que na presenca de supressores por transferéncia de
hidrogénio, ocorreu a formagdo do radical cetila derivado da tiocromanona e, com supressor
por transferéncia de elétron, houve a formagao do anion radical derivado da tiocromanona. As
constantes de velocidade de supressdo obtidas para a tiocromanona com fendis variaram de
(1,1 £0,1) x 10® L/mol.s (4-cianofenol) a (5,8 + 1,0) x 10° L/mol.s (hidroquinona). Um
grafico de Hammett para a reacdo do triplete de tiocromanona com uma série de fendis
contendo substituintes polares resultou em uma constante de reacdo p = - 0,90. Este valor
negativo para a constante de reacdo p estd plenamente de acordo com um mecanismo
envolvendo uma transferéncia acoplada elétron/préton no processo de transferéncia de
hidrogénio do fenol para a carbonila triplete. E, a constante de velocidade de supressao obtida
para a tiocromanona com trietilamina foi de (9,6 £ 1,5) x 10% L/mol.s.

E importante ressaltar que o estudo do comportamento da tiocromanona (TRC) frente
a reacdo de transferéncia de hidrogénio, através da técnica de fotdlise por pulso de laser de
nanossegundo (FPL), resultou em um artigo publicado no JBCS, conforme apresentado no
Anexo A.D.

5.1.2 Espectroscopia de absorciao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e espectroscopia de
fluorescéncia

Neste trabalho, a concentracao estimada das solucdes dos flavondides (flavona (FVA),
alfa-naftoflavona  (aNAF), beta-naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-
diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)), da tiocromanona (TCR) e do naftaleno (NAF -
referéncia) nos solventes com diferentes polaridades (na seguinte sequéncia de aumento de
polaridade: cicloexano (CEX), etanol (ETOH), acetonitrila (ACN) e dgua milli-Q (AD)),
Tabela 7 [Weast (1971)], para absorbancia de aproximadamente 0,1 (Tabela 8) foi de 1,00 x
10° mol/L, uma vez que, o coeficiente de absor¢do molar ou absortividade molar (€) para
flavonéides € em torno de 10.000 a 50.000 L/cm.mol para absorbancia = 0,1, Anexo A.

As moléculas flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a+NAF), beta-naftoflavona (S-NAF),
tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA) e tiocromanona (TCR),
foram estudadas por espectroscopia de fluorescéncia frente a solventes com diferentes
polaridades (ordem de aumento de polaridade: cicloexano (CEX), etanol (ETOH), acetonitrila
(ACN) e dgua milli-Q (AD)), Tabela 7 [Weast (1971)]. Os resultados mostraram que estes
flavondides ndo fluorescem, o que estd de acordo com a literatura [Schulman (1975), Zou et
al. (2002) e Lakowicz (1999 e 2006)], em que varios flavondides analisados ndo apresentaram
fluorescéncia.
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Tabela 7. Indice de refracdo (nD) [Weast (1971)] para os solventes (cicloexano (CEX),
diclorometano (DCM), etanol (ETOH), acetonitrila (ACN) e d4gua milli-Q (AD)).

Solvente nD a 25 °C
CEX 1,424
DCM 1,424
ETOH 1,359
ACN 1,342
AD 1,333

Tabela 8. Densidade 6tica (OD) para os compostos (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (o
NAF), beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona
(FNA) e tiocromanona (TCR)) em CEX, ETOH, ACN e AD.

Molécula CEX ETOH ACN AD
Naftaleno (NAF)* 0,099 0,098 0,098 0,098
Flavona (FVA) 0,099 0,099 0,096 0,099
alfa-Naftoflavona (a-NAF) 0,099 0,098 0,097 0,099
beta-naftoflavona (S-NAF) 0,098 0,098 0,097 0,097
Tioflavona (TFA) 0,099 0,099 0,098 0,099
S,S-Dioxidotioflavona (SDF) 0,098 0,099 0,097 0,098
Flavanona (FNA) 0,099 0,098 0,098 0,099
Tiocromanona (TCR) 0,098 0,099 0,097 0,098

* Naftaleno (NAF) = referéncia.

5.2 Interacao entre Quercetina (QUE), Agatisflavona (ATF), 7”°-0-Metilagatisflavona
(OMA), Amentoflavona (AMF) e Diidroochnaﬂayona (DOF), e Solventes (Acetonitrila
(ACN), Diclorometano (DCM), Etanol (ETOH) e Agua milli-Q (AD))

Os flavonoéides, quercetina, agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona foram estudados, espectroscopicamente, frente a diferentes solventes
(Diclorometano (DCM), Etanol (ETOH), Acetonitrila (ACN) e Agua milli-Q (AD)), por
absor¢do no ultravioleta/visivel e emissao de fluorescéncia. Estes resultados e discussao estdao
mostrados a seguir.

5.2.1 Espectroscopia de absorciao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e espectroscopia de
fluorescéncia

Quercetina  (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-metilagatisflavona (OMA),
amentoflavona (AMF), diidroochnaflavona (DOF) e naftaleno (NAF) (composto utilizado
como referéncia, Figura 43) foram estudadas frente a diversos solventes com diferentes
polaridades (na seguinte sequéncia de aumento de polaridade: diclorometano (DCM), etanol
(ETOH), acetonitrila (ACN) e dgua milli-Q (AD)), Tabela 7 [Weast (1971)], por
espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e por espectroscopia de emissao
de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) no estado estaciondrio.

Os espectros de absorcao no ultravioleta/visivel (UV-Vis) dos flavondides (QUE,
ATF, OMA, AMF e DOF) estao apresentados nas Figuras 44-48. Estes espectros mostraram
pouquissima diferenca na presenca de solventes como ACN, ETOH e AD, Figuras 44-48,
quando comparados entre si para cada flavondide. Porém, quando na presenca de DCM,
percebe-se uma grande diferenca na comparagdo dos espectros de UV-Vis de DCM com os de
ACN, ETOH e AD. Essas variacdes de absor¢do, dependendo do solvente, sdo devidas as
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transi¢Oes tmt*. Para a agatisflavona (ATF) foi observada total diferenca nos seus espectros de
absor¢do em AD e em DCM (Figura 45).

A concentracdo estimada das solucdes dos flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e
DOF) e do naftaleno (NAF - referéncia) nos solventes (DCM, ETOH, ACN e AD) para uma
densidade ética (OD), ou seja, uma absorbancia de aproximadamente 0,1 em A = 280 (Tabela
9) foi de 1,00 x 107 mol/L, uma vez que, o coeficiente de absor¢cao molar ou absortividade
molar (€) para flavondides € em torno de 10.000 a 50.000 L/cm.mol para absorbancia = 0,1,
Anexo A.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia observados para os flavondides QUE, ATF,
OMA, AMF e DOF, na presenca dos mesmos solventes (Tabela 7) [Weast (1971)], mostraram
que estes flavondides ndo fluorescem, o que estd de acordo com a literatura [Schulman
(1975), Zou et al. (2002) e Lakowicz (1999 e 2006)], em que vdrios flavondides analisados
ndo apresentaram fluorescéncia. E importante ressaltar que sobre os biflavonéides (ATF,

AMF, OMA e DOF) em questdo, nao existe nada ligado a fotoquimica e/ou fotofisica na
literatura.

2,54
Naftaleno (NAF)
— ACN

& —— DCM
% ETOH
g —— AD
=
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Figura 43. Espectro de absor¢do no UV-Vis da referéncia (naftaleno (NAF)) em acetonitrila
(ACN), diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD). Cxar = 1,00 x 107
mol/L.
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diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e d4gua milli-Q (AD). Cque = 1,00 x 10” mol/L.

0,20

0,15+

0,10

Absorbancia (u.a.)

0,05+

0,00

Agatisflavona (ATF)

200

250

300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 45. Espectro de absor¢do no UV-Vis de agatisflavona (ATF) em acetonitrila (ACN),
diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD). Catr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 46. Espectro de absor¢ao no UV-Vis de 7”-O-metilagatisflavona (OMA) em
acetonitrila (ACN), diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD). Coma = 1,00
x 10” mol/L.
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Figura 47. Espectro de absor¢do no UV-Vis de amentoflavona (AMF) em acetonitrila (ACN),
diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD). Camr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 48. Espectro de absor¢ao no UV-Vis de diidroochnaflavona (DOF) em acetonitrila
(ACN), diclorometano (DCM), etanol (ETOH) e dgua milli-Q (AD). Cpor = 1,00 x 10°
mol/L.

Tabela 9. Densidade 6tica (OD) para os compostos (quercetina (QUE), agatisflavona (ATF),
7”-O-metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF), diidroochnaflavona (DOF) e
naftaleno (NAF) (referéncia)) em DCM, ETOH, ACN e AD.

Molécula DCM ETOH ACN AD
Naftaleno (NAF)* 0,098 0,100 0,099 0,100
Quercetina (QUE) 0,099 0,097 0,098 0,098
Agatisflavona (ATF) 0,099 0,098 0,099 0,099
7’-0-Metilagatisflavona (OMA) 0,100 0,100 0,099 0,099
Amentoflavona (AMF) 0,097 0,098 0,099 0,099
Diidroochnaflavona (DOF) 0,100 0,098 0,099 0,097

* Naftaleno (NAF) = referéncia.

5.3 Interacao entre Quercetina (QUE), Agatisflavona (ATF), 7”°-0-Metilagatisflavona
(OMA), Amentoflavona (AMF) e Diidroochnaflavona (DOF), e Albumina Sérica Bovina
(ASB)

Os flavonoéides, quercetina, agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona foram estudados, espectroscopicamente, frente a albumina sérica bovina
(ASB), por absorcdo no ultravioleta/visivel, emissao de fluorescéncia, dicroismo circular e
modelagem molecular. Seus resultados e a discussdo correspondente estdo mostrados a seguir.

5.3.1 Espectroscopia de absorc¢ao no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A espectroscopia de absor¢do no ultravioleta/visivel (UV-Vis) é um caminho muito
simples para investigar as mudangas na estrutura e a formacao de complexos [Yue et al.
(2008)]. As mudangas na estrutura de ASB, induzidas pela adi¢do de flavondides, foram
investigadas através de espectros de absorcao UV-Vis. Os resultados obtidos acerca da ASB,
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dos flavondides e da interagdo entre ASB e os flavondides quercetina, agatisflavona, 77-O-
metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona por absorcdo no ultravioleta/visivel
(UV-Vis) na faixa de 200 nm a 500 nm estao apresentados nas Figuras 52-57. A albumina
(seja ASH ou ASB) apresenta uma banda de absor¢do com forte absorbancia em torno de 208
nm, que € caracteristica de estrutura a~hélice de proteina [Yue er al. (2008)]. A albumina
sérica bovina (ASB), Figura 49, de acordo com a literatura [Cahill e Padera (1980) e
www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf], assim como a albumina
sérica humana (ASH), também apresenta uma banda de absor¢do em torno de 280 nm, que é
caracteristica da absor¢cdo UV-Vis de triptofano (banda de absor¢do bem mais intensa que a
da tirosina) e de tirosina (banda de absor¢do mais fraca que a do triptofano), conforme
mostrado na Figura 50 [www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf e
www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf]. O triptofano ¢é o
responsavel pela forte e caracteristica absor¢dao de luz pelas proteinas em comprimento de
onda de 280 nm, Figura 50, a tirosina contribui menos um pouco, e, em menor extensao
(quase nenhuma contribui¢do), a fenilalanina, todos absorvem luz na regido ultravioleta do
espectro  [www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].  Triptofano,
tirosina e fenilalanina (Figura 51) sdo relativamente ndo-polares, podem participar de
interacdes hidrofébicas, que sdo razoavelmente fortes quando os grupos aromadticos (grupos
aromaticos ligados a estrutura base do amino 4cido) estdo reunidos um ao lado do outro. O
grupo hidroxila da tirosina pode formar ligacdes hidrogénio, e isso atua como um grupo
funcional importante na atividade de algumas enzimas. A tirosina e o triptofano s@o mais
polares devido ao grupo hidroxila e nitrogénio, Figura 51,
[www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].

Ahsorhincialual)

L [ | [ [ |
250 300

Comprments ds onda (1mm)

Figura 49. Espectro de absor¢ao no UV-Vis de albumina sérica bovina (ASB) [Cahill e
Padera (1980), www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf e
www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].
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Figura 50. Espectro de absor¢ao no UV-Vis de triptofano e de tirosina
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf e
www?2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].
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Figura 51. Estrutura de fenilalanina, tirosina e triptofano
[www2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].

A Figura 52 mostra que nao ha diferengas entre os espectros de absorcao UV-Vis de
dgua milli-Q (AD) e de solucdo tampao de PBS (pH = 7,4). Para os flavondides QUE, ATF,
OMA e AMF também ndo foram observadas mudancas, ao serem comparados oS seus
espectros de absorcdo UV-Vis em dgua milli-Q (AD), Figuras 44-47, respectivamente, € em
solucdo tampao de PBS (pH = 7,4). J4 para o flavondide DOF, perceberam-se mudancgas
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substanciais, quando comparados os seus espectros em dgua milli-Q (AD) (Figura 48) e em
solucdo tampao de PBS (pH =7.4).

A intensidade de absorbancia do sistema flavondides-ASB aumentou com o aumento
da concentracdo de flavondides (Figuras 53-57). Com o aumento da concentragdo dos
flavondides ocorreu um pequeno deslocamento hipsocromico (deslocamento para o azul -
menor comprimento de onda) da banda de absorcdo proxima a 208 nm (correspondente a
ASB), assim como, também foi percebido, um pequeno deslocamento para o azul da banda de
absor¢do proxima a 280 nm, caracteristica do triptofano, indicando que houve a formacgado de
um complexo entre os flavondides e a albumina sérica bovina (ASB), Figuras 53-57, enquanto
a hidrofobicidade diminui. As regides principais para a ligacdo dos flavondides com os sitios
de ligacdo da albumina estdo localizadas em cavidades hidrofébicas nos subdominios IB e
ITA, os quais sdo consistentes com os sitios I e II, respectivamente, e os residuos de triptofano
(Trp-134 e Trp-212) de ASB estao nesses subdominios, respectivamente. Existe uma grande
cavidade hidrofébica presente no subdominio IIA, onde muitos farmacos, como por exemplo,
os flavondides, podem se ligar, formando os complexos farmaco-ASB.
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Figura 52. Espectros de absor¢do no UV-Vis de dgua milli-Q (AD), solu¢ao tampao de PBS
(pH =7,4) e solucdo de albumina sérica bovina (ASB) tamponada com PBS (pH = 7,4), Cass

= 1,00 x 10”° mol/L. (a) A = 200 a 500 nm e (b) A = 250 a 500 nm.
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Figura 53. Espectros de absor¢do no UV-Vis de ASB em solucao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de quercetina, Casg = 1,00 x 10” mol/L e Coue =
0; 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70, 3,03 e 3,37 (x 10”) mol/L. (a) A = 200 a 500
nm e (b) A =250 a 500 nm.
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Figura 54. Espectros de absor¢do no UV-Vis de ASB em solucao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona, Casg = 1,00 x 10 mol/L e
Carr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66, 3,00 e 3,33 (x 10™) mol/L. (a) A = 200

a 500 nm e (b) A =250 a 500 nm.
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Figura 55. Espectros de absor¢do no UV-Vis de ASB em solucao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de 7”-O-metilagatisflavona, Casp = 1,00 x 107
mol/L e Coma = 0; 0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72; 2,06; 2,40; 2,74, 3,09 e 3,43 (x 10”) mol/L.

(a) A =200 a 500 nm e (b) A =250 a 500 nm.
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Figura 56. Espectros de absor¢do no UV-Vis de ASB em soluciao tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentra¢des de amentoflavona, Casg = 1,00 x 10 mol/L e
Camr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66, 3,00 e 3,33 (x 10”) mol/L. (a) A = 200
a 500 nm e (b) A =250 a 500 nm.
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Figura 57. Espectros de absorcdo no UV-Vis de ASB em solu¢do tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona, Casg = 1,00 x 10”° mol/L
e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75; 2,10; 2,45; 2,80, 3,15 ¢ 3,50 (x 10™) mol/L. (a) A =
200 a 500 nm e (b) A =250 a 500 nm.

5.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A ASH tem somente trés fluoréforos intrinsecos vizinhos (residuos de triptofano
(Trp), de tirosina (Tyr) e de fenilalanina (Phe)). A fluorescéncia intrinseca de ASH ¢
consequéncia somente da presenga do residuo de triptofano (Trp) uma vez que o residuo de
fenilalanina (Phe) tem um rendimento quantico de fluorescéncia muito baixo e a fluorescéncia
de tirosina (Tyr) é quase totalmente suprimida, quando esta se encontra ionizada, ou quando
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estd proxima de um grupo amino, carboxila ou de um triptofano (Trp) [Sulkowska (2002) e
Yue et al. (2008)]. A caracteristica da fluorescéncia intrinseca € que ela € muito sensivel ao
seu microambiente. Quando os arredores de ASH sdo alterados, sua fluorescéncia intrinseca €
obviamente diminuida, causada por fatores como transi¢do conformacional em proteinas,
ligacdo de biomolécula, e desnaturacgao, etc. [Yue et al. (2008)]. Isso foi percebido na emissao
de fluorescéncia de ASB (Figuras 58-82). A ASB também tem trés fluoréforos intrinsecos
vizinhos (residuos de triptofano (Trp), de tirosina (Tyr) e de fenilalanina (Phe)). A
fluorescéncia intrinseca de ASB € particularmente contribuida pelos residuos de triptofano
(Trp), assim como a ASH. A unica diferenca entre elas € que, a ASH é constituida por 585
residuos de amino 4cidos e apresenta apenas 1 residuo de triptofano (Trp-214), enquanto, a
ASB tem 582 residuos de amino 4cidos e apresenta 2 residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-
212) [Stan et al. (2009)].

Para macromoléculas, a supressdao de fluorescéncia pode dar alguma informacao
acerca da ligacdo de uma pequena molécula a uma proteina [Yue et al. (2008)]. As mudancas
conformacionais de ASB foram avaliadas por espectroscopia de emissao de fluorescéncia. Os
resultados obtidos acerca da ASB e da sua interacio com os flavondides quercetina,
agatisflavona, 7”-0O-metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona por emissao de
fluorescéncia em diferentes temperaturas (T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e em Aexc = 280
nm estdo mostrados nas Figuras 58-82. Como dgua milli-Q (AD) e solu¢do tampdo de PBS
(pH = 7,4) nao emitem fluorescéncia, e como os flavondides também ndo emitem
fluorescéncia em 280 nm (Aexc = 280 nm), 0 que se observa em Aey. = 280 nm, é a emissao de
fluorescéncia da albumina sérica bovina (ASB). Nesses estudos, observou-se que a
temperatura influenciou pouco ou quase nada na emissdo de fluorescéncia e, em todos os
casos, a presenca desses flavondides no meio (ASB) influenciou na emissao de fluorescéncia
da albumina sérica bovina (ASB), uma vez que a emissdo de fluorescéncia da ASB era
suprimida pelos flavondides (com a adi¢do de aliquotas dos flavondides), Figuras 58-82. A
adicao de flavonodides levou a uma gradativa diminuicdo na intensidade de fluorescéncia
maxima de ASB (Figuras 58-82). Se pequenas moléculas, como esses flavondides, podem
suprimir os residuos de triptofano, os residuos devem estar localizados dentro ou préximo a
posicao de ligacao (interagao).
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Figura 58. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina
(QUE), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coue =05 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70 e

6000 —

5000

4000 4

3000 +

2000

Intensidade de emissao (u.a.)

1000

3,03 (x 10”) mol/L, a T = 22°C.

QUE a 27°C e exc=280nm

——— ASB + 0uLQUE
——— ASB + 10uLQUE
ASB + 20uLQUE
——— ASB + 30uLQUE
ASB + 40uLQUE
——— ASB + 50uLQUE
ASB + 60uLQUE
~ ASB + 70uLQUE
——— ASB + 80uLQUE
——— ASB + 90uLQUE

0
300

T 1 T

L L R I T T 1
320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 59. Espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina
(QUE), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coue =05 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70 e

3,03 (x 10°) mol/L, a T = 27°C.
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Figura 60. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina
(QUE), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coue =05 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70 e
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Figura 61. Espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina
(QUE), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coue =05 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70 e

3,03 (x 10°) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 62. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de quercetina
(QUE), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coue =05 0,34; 0,67; 1,01; 1,35; 1,69; 2,02; 2,36; 2,70 e
3,03 (x 10°) mol/L, a T = 42°C.
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Figura 63. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de agatisflavona
(ATF), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Carr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66 ¢
3,00 (x 10”) mol/L, a T = 22°C.
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Figura 64. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de agatisflavona
(ATF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Cater=0;0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66 ¢
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Figura 65. Espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de agatisflavona
(ATF), Casg = 1,00 x 10™ mol/L e Carr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66 ¢

3,00 (x 10°) mol/L, a T = 32°C.
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Figura 66. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
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Figura 67. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
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Figura 68. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coma =0; 0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72;
2,06; 2,40; 2,74 ¢ 3,09 (x 10”°) mol/L, a T = 22°C.
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Figura 69. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coma =0;0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72;
2,06; 2,40; 2,74 € 3,09 (x 10°) mol/L, a T = 27°C.
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Figura 70. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coma =0; 0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72;
2,06; 2,40; 2,74 € 3,09 (x 10°) mol/L, a T = 32°C.
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Figura 71. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de 7”-O-
metilagatisflavona (OMA), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coma =0; 0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72;
2,06; 2,40; 2,74 € 3,09 (x 10°) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 72. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de 7”-O-
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metilagatisflavona (OMA), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Coma =0;0,34; 0,69; 1,03; 1,37; 1,72;
2,06; 2,40; 2,74 e 3,09 (x 10'5) mol/L, a T =42°C.
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Figura 73. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
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tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdoes de amentoflavona
(AMF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Camr =0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66

3,00 (x 10”) mol/L, a T = 22°C.
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Figura 74. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo

tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de amentoflavona
(AMF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Camr =0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66

3,00 (x 10”) mol/L, a T = 27°C.
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Figura 75. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo

tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de amentoflavona
(AMF), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Caymr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66 ¢

3,00 (x 10°) mol/L, a T = 32°C.
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Figura 76. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de amentoflavona
(AMF), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Caymr = 0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66 ¢
3,00 (x 10°) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 77. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de amentoflavona
(AMF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Camr =0; 0,33; 0,67; 1,00; 1,33; 1,67; 2,00; 2,33; 2,66
3,00 (x 10°) mol/L, a T = 42°C.
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Figura 78. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;

2,10; 2,45; 2,80 ¢ 3,15 (x 10°) mol/L, a T = 22°C.
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Figura 79. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;

2,10; 2,45; 2,80 ¢ 3,15 (x 10°) mol/L, a T = 27°C.
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Figura 80. Espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) de ASB em solugdo
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10”° mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;

2,10; 2,45; 2,80 ¢ 3,15 (x 10”°) mol/L, a T = 32°C.
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Figura 81. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10” mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;

2,10;2,45; 2,80 e 3,15 (x 10”) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 82. Espectros de emissio de fluorescéncia (Aexe = 280 nm) de ASB em solugio
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes de
diidroochnaflavona (DOF), Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cpor = 0; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75;
2,10;2,45:2,80 € 3,15 (x 10°) mol/L, a T = 42°C.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia resultantes da interacdo entre ASB e os
flavonoéides sob estudo, nas temperaturas de 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C, (Figuras 58-82)
mostraram a presen¢a de uma forte emissdo de fluorescéncia (intensidade de emissdo de
fluorescéncia maxima) da albumina (ASB) entre 341 e 346 nm (Aexe = 280 nm), 0 que indica
que a posi¢ao de interagdo entre os flavondides e a ASB estd localizada préxima aos residuos
de triptofano [Wei er al. (2006) e Cheng et al. (2009)]. Como ndo se observa mudancas
considerdveis no comprimento de onda de emissdo méxima, isto implica em que a adi¢ao dos
flavon6ides ndo deve mudar a polaridade do microambiente hidrofébico ao redor do
triptofano na ASB [Cheng et al. (2009)]. Com o aumento da concentragdo dos flavondides
ocorreu um leve deslocamento para o azul [Zhang et al. (2008), Cui et al. (2007), He et al.
(2006), Li et al. (2008), Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)] na emissao da proteina (albumina
sérica bovina (ASB)), sugerindo que o croméforo da proteina (ASB) estd em um ambiente
diferente daquele anterior a adi¢do dos flavondides [Li et al. (2009)], ou seja, ASB pura
(livre), o croméforo da ASB estd localizado em um ambiente mais hidrofébico apds a adicao
de flavondides [Yuan et al. (1998), Zhang et al. (2008) e Cui et al. (2007)], indicando
mudanca de conformacdo da albumina [Yue ef al. (2008)]. A interacdo entre flavondides e
ASB se dar em ambiente mais hidrofébico do que o ambiente da ASB livre, significa que a
interacdo e a transferéncia de energia foram fortes. Ao mesmo tempo, os residuos de
triptofano foram levados para um ambiente mais hidrofébico, tornando a polaridade ao redor
do triptofano mais hidrofébica, reduzindo a polaridade do ambiente ao redor do ligante
(flavonodides) [Cui et al. (2007), He et al. (2006) e Li et al. (2009)]. Existem casos na
literatura, onde, com o aumento da concentracdo do fairmaco na solucdo de albumina, ocorre
um leve deslocamento para o vermelho [Shi er al. (2007), Tang et al. (2006) e Yue et al.
(2008)] na emissdo da albumina, sugerindo que a farmaco se ligue a cavidade hidrofébica da
albumina, resultando em uma perda estrutural da albumina, em um aumento de polaridade ao
redor do residuo de triptofano (ou dos reiduos) e em uma diminui¢ao de hidrofobicidade [Shi
et al. (2007) e Tang et al. (2006)], indicando que a farmaco suprime a fluorescéncia de ASB
durante a complexacao.
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A supressdo de fluorescéncia se refere a qualquer processo que diminua a intensidade
de fluorescéncia de uma amostra. Uma variedade de interacOes moleculares pode resultar em
supressdo, incluindo reagdes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
energia, formacdo de complexo no estado fundamental e supressdo colisional [Lakowicz
(2006) e Cheng et al. (2009)]. A supressdo tanto estdtica quanto dindmica pode ser distinguida
por sua dependéncia com a temperatura e a viscosidade do meio, ou por mudancas
considerdveis no tempo de vida do estado excitado singlete [Cheng et al. (2009)].

O processo de supressdo pode seguir dois tipos de mecanismos: estitico ou dindmico.
Apés a obtengdo experimental dos espectros de emissdo de fluorescéncia da albumina nas
diferentes temperaturas, foram calculadas as constantes envolvidas nesse processo de
supressao da fluorescéncia da ASB, que podem entdo, claramente indicar se o processo de
supressdo € estatico ou dindmico [Chen et al. (1990) e Yue et al. (2008)]. A alta temperatura,
os resultados das constantes de velocidade sdo mais distantes da difusdo e é mais dificil
ocorrer supressdo colisional, o que levard, tipicamente, a dissociacdo de complexos
fracamente ligados. Além disso, quando a constante de supress@o aumenta com o aumento da
temperatura, a supressdo € dindmica, € quando a constante de supressdo diminui com o
aumento da temperatura, a supressao € estdtica [Yue et al. (2008)]. Quando a constante de
velocidade ndo € influenciada pela temperatura, as colisdes devem diminuir.

O possivel mecanismo de supressdo pode ser interpretado a partir do espectro de
supressdo de fluorescéncia da proteina e a partir da construcdo de graficos de Stern-Volmer a
diferentes temperaturas [Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)]. As constantes de supressao de
Stern-Volmer (Kgy) e as constantes de velocidade de supressdo de fluorescéncia (k) para a
interacdo entre ASB e os flavondides foram obtidas a partir da constru¢do de graficos de
Stern-Volmer (Equacdo 10 [Gao et al. (2004), He et al. (2005), Xie et al. (2005), Kandagal et
al. (2006), Lakowicz (2006), Xie et al. (2006), Cui et al. (2007), Li et al. (2007), Shi et al.
(2007), Cui et al. (2008), Yue et al. (2008), Wang et al. (2008), Zhang et al. (2008), Li et al.
(2009), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]). Para o tempo de vida de
ASB (19), na auséncia de supressor, foi utilizado o valor de Ty = 108 s [Xie et al. (2005), Tang
et al. (2005), Kandagal er al. (2006), Lakowicz (2006), Cui et al. (2007), Cui et al. (2008),
Zhang et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Os graficos de Stern-Volmer correspondentes a
supressdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano de ASB pelos flavondides, a diferentes
temperaturas (22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C), estdo mostrados nas Figuras 83-87. Os valores
de Kgy e ky estdo dados nas Tabelas 10-14 e demonstram que o provavel processo de
supressdo de ASB pela interacdo com os flavondides € estdtico, em funcdo dos altos valores
encontrados para as constantes de velocidade de supressdo pelos flavondides (kq = 10%a 10"
L/mol.s), e pouco dependentes da temperatura (Tabelas 10-14). Estes valores sdo muito mais
altos do que a constante de velocidade de difusdo (kq =5 x 10° L/mol.s, em 4dgua), indicando a
formacdo inicial de um complexo ASB-flavondides. Os valores de Kgy foram bem parecidos
com os da literatura para outras moléculas (Kgy = 10°a 10° L/mol), e também, com os valores
de k, da literatura para outras moléculas (k= 10'" a 10'* L/mol.s) [He ez al. (2005), Xie et al.
(2005), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Zhang et al. (2008) e Li et
al. (2009)].

%=1+quO[Q]=1+KSV[Q] k,=

Equacao 10. Equacdo para a determinagdo de Kgy, e consequentemente, K.

Onde: Kgy = constante de supressdo de Stern-Volmer;
kq = constante de velocidade de supressio de fluorescéncia da biomolécula;
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To = tempo de vida de ASB sem supressor;

[Q] = concentracao de supressor (flavondide) ou concentracao de ligante (flavondide);
Fy = intensidde de emissao de fluorescéncia sem supressor (ASB pura);
F = intensidade de emissao de fluorescéncia com supressor (flavonéide).
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Figura 83. Grafico de Stern-Volmer para a supresséo de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280
nm) por quercetina.

Tabela 10. Valores de Kgy e kq obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressao
de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280 nm) por quercetina.

Quercetina
H T Ksv K,
P °C) (L/mol) (L/mol.s)
22 3,18 x 10° 3,18 x 10"
27 3,65 x 10° 3,65 x 10"
7.4 32 3,08 x 10° 3,08 x 10"
37 421 x 10° 421 x 10"
42 3,11 x 10° 3,11 x 10"
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Figura 84. Grafico de Stern-Volmer para a supressédo de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280
nm) por agatisflavona.

Tabela 11. Valores de Kgv e k obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressao
de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280 nm) por agatisflavona.

Agatisflavona
H T Ksv K,
p °C) (L/mol) (L/mol.s)
22 2,00 x 10° 2,00 x 10™
27 2,00 x 10° 2,00 x 10"
7.4 32 2,00 x 10° 2,00 x 10"
37 3,00 x 10° 3,00 x 10"
42 2,00 x 10° 2,00 x 10"
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Figura 85. Gréfico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexe =280
nm) por 7”-O-metilagatisflavona.
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Tabela 12. Valores de Kgv e kq obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressao

de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm) por 7”-O-metilagatisflavona.

7’-0-Metilagatisflavona

T

Ksv

k

pH 0 1
°C) (L/mol) (L/mol.s)
22 1,00 x 10° 1,00 x 10™
27 2,00 x 10° 2,00 x 10"
7.4 32 2,00 x 10° 2,00 x 10"
37 4,00 x 10° 4,00 x 10"
42 3,00 x 10° 3,00 x 10"
Stern-Volmer ASB+AMF
& T=22°C
12 - B T=27°C
T=32°C
T=37°C
= X T=42°C
=
0 A S A S A S A
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Figura 86. Grifico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280

nm) por amentoflavona.

Tabela 13. Valores de Kgy e kq obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressao

de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm) por amentoflavona.

Amentoflavona
H T Ksv K,
P ©C) (L/mol) (L/mol.s)
22 1,86 x 10° 1,86 x 10"
27 1,94 x 10° 1,94 x 10"
7.4 32 2,32x 10° 2,32 x 10"
37 2,89 x 10° 2,89 x 10"
42 2,69 x 10° 2,69 x 10"
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Figura 87. Gréfico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280
nm) por diidroochnaflavona.

Tabela 14. Valores de Kgy e kq obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressdo
de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280 nm) por diidroochnaflavona.

Diidroochnaflavona
H T Ksv K,

P ©C) (L/mol) (L/mol.s)
22 1,00 x 10° 1,00 x 10"
27 2,00 x 10° 2,00 x 10"

7.4 32 2,00 x 10° 2,00 x 10"
37 2,00 x 10° 2,00 x 10"
42 2,00 x 10° 2,00 x 10"

As constantes de supressao efetivas para os fluoréforos acessiveis, ou constantes de
ligacdo de Stern-Volmer modificadas (K,), foram obtidas a partir da contru¢do de gréificos de
Stern-Volmer modificados (Equacdo 11 [He et al. (2005), Xie et al. (2005), Lakowicz (2006),
Tang et al. (2006), Xie et al. (2006), Cui et al. (2007), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Zhang
et al. (2008), Li et al. (2009) e Cheng et al. (2009)]), conforme mostrado nas Figuras 88-92.
Os valores de K, encontrados na presenca dos flavonéides (K, = 10* a 10° L/mol) estdo
apresentados na Tabela 15, e deixam claro que os flavondides se ligam fortemente a ASB,
pois os valores de K, foram bem parecidos com os da literatura para outras moléculas (K, =
10* a 10° L/mol) para fortes interacdes entre farmacos e albumina [He et al. (2005), Tang et
al. (2006), Li et al. (2007), Zhang et al. (2008) e Li et al. (2009)].

F, 1 1 1
-0 = _ 4
F-F K [0l f
Equacao 11. Equacdo para determinar os valores de K,.

Onde: K, = constante de supressdo efetiva para os fluor6foros acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada;
[Q] = concentragdo de supressor (flavondide);
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f = intensidade de fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fracdo da
fluorescéncia inicial que € acessivel ao supressor (flavonoéide);

Fy = intensidde de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);
F = intensidade de emissdo de fluorescéncia com supressor (flavondide)
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Figura 88. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por quercetina (QUE).

Stern-Volmer modificado ASB+ATF com 10 pontos
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Figura 89. Grifico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por agatisflavona (ATF).
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Figura 90. Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASB
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Stern-Volmer modificado ASB+AMF com 10 pontos
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Figura 91. Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB

(Aexc = 280 nm) por amentoflavona (AMF).
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Stern-Volmer modificado ASB+DOF com 10 pontos

3,0 4 & T=22°C
2,5 _ m T=27°C
20 T=32°C
mé T=37°C
= 1,5
s x T=42°C
= 1.0 1
0,5 4
070 T T T T T 1
(e} e} [en) e} e} [en) e}
=} [} =} =} [} =}
=} [} =} =} [} =}
=} [} =} j=} (=} j=}
v S v (=} ) (=}
— — [e\] (q\l cn

1/[DOF] (L/mol)
Figura 92. Grifico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASB

(Aexe = 280 nm) por diidroochnaflavona (DOF).

Tabela 15. Valores de K, obtidos a partir dos gréificos de Stern-Volmer modificados para a
supressdo de fluorescéncia de ASB (Aex. = 280 nm) pelos flavonodides.

QUE ATF OMA AMF DOF
pH T Ka Ka Ka K, K,
(°C) (L/mol) (L/mol) (L/mol) (L/mol) (L/mol)
22 6,60x 10 125x10° 133x10° 233x10* 1,32x10°
27 6,93 x 100 9,61x 10* 1,30x10° 2,67x10* 127x10°
7,4 32 6,83x10° 1,56x10° 128x10° 725x10* 125x10°
37 944 x 100 1,53x10° 4,54x10° 592x10* 1,61x10°
42 124x10° 1,61x10° 2,11x10° 7,55x10* 125x10°

As forcas que atuam entre uma molécula pequena e uma macromolécula, incluem,
principalmente, ligacdo hidrogénio, forca de van der Waals, forca eletrostdtica, forca de
interacdo hidrofdébica e outras. Considerando a dependéncia da constante de ligacdo com a
temperatura, um processo termodinamico € responsavel pela formag¢ao do complexo [Li et al.
(2007) e Yue et al. (2008)]. Com este propdsito, a variacdo da constante de ligacdo foi
estudada em funcdo da temperatura a partir do qual parametros termodinamicos foram
calculados baseados na dependéncia da constante de ligagcdo (para a ligacao flavonéides-ASB)
com a temperatura.

Através dos valores de K, encontrados para a supressdao de ASB foram construidos
graficos de van’t Hoff modificados (van’t Hoff do Stern-Volmer modificado), Equagdo 12
[Gao et al. (2004), He et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Tang et al. (2006), Xie et al.
(2006), Cui et al. (2007), Li et al. (2007), Cui et al. (2008), Li et al. (2008), Yue et al. (2008),
Wang et al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Li et al.
(2009)] e Figuras 93-97, a partir dos quais foi feita a determinacdo dos parametros
termodinadmicos envolvidos no processo de supressdo da ASB, ou seja, foram obtidos valores
de variacdo de entalpia (AH") e de entropia (AS°) e, a partir deles, foram calculados os
valores de variagdo de energia livre de Gibbs (AG"), Tabelas 16-20. As temperaturas de 22°C,
27°C, 32°C, 37°C e 42°C foram escolhidas, pois a albumina sérica bovina (ASB) ndo
apresenta qualquer degradacao estrutural nestas temperaturas.
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InK,=-

AH" +AS°
RT R

AG’ = AH® —TAS®

Equacio 12. Equagdes para a obtencdo dos valores de AH", AS” e AG®.

Onde: AH° = variacdo de entalpia;
AS° = variagdo de entropia;
AG° = variagdo de energia livre de Gibbs;
T = temperatura absoluta (em K);
R = constante dos gases (R = 0,008314 kJ/mol.K).
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Figura 93. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por quercetina (QUE).

Tabela 16. Valores de AH?, AS e AG” (pardmetros termodinimicos) obtidos a partir dos

graficos de van’t Hoff modificados para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
por quercetina.

Quercetina (QUE)
H T K, AH’ AS° AG®
P “O) (L/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
22 6,60 x 10 26,9670
27 6,93 x 10* 27,8311
7.4 32 6,83 x 10 24,0158 172,8231 -28,6952
37 9,44 x 10* 29,5593
42 1,24 x 10° -30,4235
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van't Hoff do Stern-Volmer modificado para ASB+ATF com 10 pontos
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Figura 94. Grifico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)

por agatisflavona (ATF).

Tabela 17. Valores de AH?, AS° e AG” (parAmetros termodinidmicos) obtidos a partir dos
graficos de van’t Hoff modificados para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)

por agatisflavona.

Agatisflavona (ATF)
H T K. AH" AS® AG®
p (°C) (L/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
22 1.25x 10° 28,4973
27 9,61 x 10* -29.2362
7.4 32 1,56 x 10° 15,0957 147,7730 -29.9750
37 1,53x 10° 30,7139
42 1,61 x 10° 31,4528
van't Hoff do S tern-Volmer modificado para ASB+OMA com 10 pontos
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Figura 95. Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)

por 7”-O-metilagatisflavona (OMA).
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Tabela 18. Valores de AH, AS e AG” (pardmetros termodinimicos) obtidos a partir dos
graficos de van’t Hoff modificados para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por 7”-O-metilagatisflavona.

7’-0-Metilagatisflavona (OMA)

H T K. AH’ AS’ AG®
P “°O) (L/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
22 1,33x 10° 28,6488
27 1,30 x 10° -29,7051
7.4 32 1,28 x 10° 33,6750 211,2671 -30,7614
37 4,54 x 10° -31,8178
42 2,11x 10° 32,8741
van't Hoff do Stern-Volmer modificado para ASB+AMF com 10 pontos
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Figura 96. Grifico de van’t Hoff para a supressado de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por amentoflavona (AMF).

Tabela 19. Valores de AH?, AS e AG” (parAmetros termodinidmicos) obtidos a partir dos
graficos de van’t Hoff modificados para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por amentoflavona.

Amentoflavona (AMF)

DH T K. AH’ AS’ AG®
(°C) (L/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
22 2,33 x 10 24,7399
27 2,67 x 10* 25,9887
7.4 32 7,25 x 10* 48,9395 249.7609 27,2375
37 5,92 x 10* 28,4863
42 7,55 x 10* 29,7351
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van't Hoff do S tern-Volmer modificado para ASB+DOF com 10 pontos
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Figura 97. Grifico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por diidroochnaflavona (DOF).

Tabela 20. Valores de AH?, AS e AG” (parAmetros termodinidmicos) obtidos a partir dos
graficos de van’t Hoff modificados para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexe = 280 nm)
por diidroochnaflavona.

Diidroochnaflavona (DOF)

DH T K. AH’ AS’ AG®
(°C) (L/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
22 1,32 x 10° 28,8675
27 1,27 x 10° -29,3939
7.4 32 1,25 x 10° 2,1902 105,2802 29,9203
37 1,61 x 10° 30,4467
42 1,25 x 10° -30,9731

Para interacdo firmaco-proteina, valores positivos de AS° frequentemente levam 2
evidéncia de que a interacio € hidrofébica [Ross e Subramanian (1981), Yue et al. (2008) e Li
et al. (2009)], devido as moléculas de dgua que estdo arranjadas ordenadamente ao redor do
ligante, conferindo assim a proteina uma melhor conformagdo randomica. Nos processos de
interacdo farmaco-proteina, valores de AS° positivos e de AH’ negativos indicam que os
processos de ligacdo ocorrem entropicamente. Para interacdes tipicamente hidrofébicas, os
valores de AS’ e de AH sdo positivos, enquanto que valores de AS® e de AH’ negativos,
indicam que a ligacdo farmaco-proteina é principalmente comandada pela entalpia e a
entropia € desfavorével para a ligacdo, apontando para interacdes por forcas de van der Waals
e formacao de ligagdo hidrogénio em um meio dielétrico baixo [Ross e Subramanian (1981),
Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Além disso, interagdes eletrostaticas especificas
entre espécies idnicas e solucdes aquosas sdo caracterizadas por um valor de AS” positivo e
um pequeno valor de AH’ negativo [Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)].

Os valores de AH” positivos, em todos os casos, mostraram que o processo de ligacdo
dos flavonéides com a ASB foi endotérmico (Tabelas 16-20). Os valores de AS° positivos
evidenciaram que o tipo de interacdo entre os flavondides e a ASB foi hidrofébico, e os
valores de AG® negativos (AG® = -24 a -32 kJ/mol) demonstraram a espontaneidade de ligacdo
dos flavonédides com a ASB (Tabelas 16-20). Os valores de AS® e de AH’ positivos, indicam
que a interacdo entre ASB e os flavonéides foi hidrofébica (Tabelas 16-20). Nao € possivel
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contabilizar parametros termodinamicos de compostos de coordenacdo flavondides-ASB
baseado, simplesmente, em um modelo de for¢a intermolecular. A ligacdo de flavondides a
ASB pode envolver uma interagdo fortemente hidrofébica, evidenciada pelos valores
positivos de AS’ (grande contribuicio de AS’), tendo pouca contribuicio de AH’.
Consequentemente, a principal interacio € o contato hidrofébico, mas a interacao eletrostatica
também nao pode ser excluida.

Para uma supressdo estdtica, os sitios de ligacio sdo indepententes dos sitios
equivalentes na macromolécula [Cheng et al. (2009)]. Valores de constantes de ligacao (Ky) e
de numeros de sitios de ligacdo (n) foram obtidos a partir da contrucdo de gréficos de log(Fo-
F)/F versus log[Q] (Equacdo 13 [Gao et al. (2004), Kandagal et al. (2006), Xie et al. (2006),
Li et al. (2007), Shi et al. (2007), Qi et al. (2008), Wang et al. (2008), Zhang et al. (2008), Li
et al. (2009), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]), como mostrado nas
Figuras 98-102 e Tabela 21. De acordo com os resultados mostrados na Tabela 21, o ntimero
de sitios de ligagao entre a ASB e os flavondides, é aproximadamente igual a 1 para QUE e
AMF, e aproximadamente igual a 2 para ATF, OMA e DOF. Isso indica que para QUE e
AMF (n = 1) existe somente uma interacdo molecular entre elas e uma molécula de ASB. Ja
para ATF, OMA e DOF (n = 2) existem duas intera¢cdes moleculares de ATF, de OMA e de
DOF para uma molécula de ASB. Essas interacdes entre os flavondides e a albumina (ASB)
sao do tipo hidrofébica.

F,-F
log OF =log K, +nlog[0]

Equacao 13. Equagao para’determinar dos valores de Ky e n.

Onde: K, = constante de ligacao;
n = ndmero de sitios de ligacao;
[Q] = concentracao de supressor (flavondide);
Fy = intensidde de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);
F = intensidade de emissao de fluorescéncia com supressor (flavonéide).
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Figura 98. Grifico de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressao de fluorescéncia de ASB
(Aexe = 280 nm) por quercetina (QUE).
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log (Fo-F)/F versus log[Q] ASB+ATF com 10 pontos
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Figura 99. Grifico de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) por agatisflavona (ATF).
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Figura 100. Grifico de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) por 7”-O-metilagatisflavona (OMA).
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Figura 101. Grafico de log(Fy-F)/F versus log[ Q] para a supressdo de tluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) por amentoflavona (AMF).
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log (Fo-F)/F versus log[Q] ASB+DOF com 10 pontos
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Figura 102. Gratico de log(Fo-F)/F versus log| Q] para a supressao de tluorescéncia de ASB
(Aexc = 280 nm) por diidroochnaflavona (DOF).

Tabela 21. Valores de K, e n obtidos a partir de log(Fy-F)/F versus log[Q] para a supressao de
fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm) por QUE, ATF, OMA, AMF e DOF.

pH=74
. T (°C)
Flavonoéide ) 27 0 37 2
QUE K, (L/mol) 8,18x 107 943x10° 6,52x10" 1,07x10°  1,09x 10’
n 1,5422 1,5437 1,5238 1,5404 1,3539
ATF Ky (L/mol) 1,83x10" 467x10" 255x10" 556x10" 3,71x10"
n 2,1213 2,2038 2,1332 2,1979 1,9820
OMA Ky (L/mol) 1,03x10°  6,73x10"° 1,12x10" 1,29x 10"  1,20x 10"
n 1,8866 2,0356 2,0739 2,0269 2,0503
AMF Ky (L/mol) 294x10° 281x10° 1,58x10" 836x10"  1,78x 10’
n 1,4952 1,4883 1,4170 1,5512 1,4100
DOF Ky (L/mol) 2,23x10°  789x10" 128x10" 489x10"° 1,61x10"
n 1,9586 2,0599 2,0952 2,0101 2,1144

Os resultados encontrados para os valores de Ky e n mostraram (Figuras 98-102 e
Tabela 21), mais uma vez, pouquissima dependéncia com a temperatura e, além disso, o
nimero de sitios de ligacdo (n) foi um pouco maior para agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA) e diidroochnaflavona (DOF), indicando uma maior disponibilidade
para o processo de interagdo entre ASB e esses flavondides, ou seja, maior facilidade para a
formacdo dos complexos ASB-ATF, ASB-OMA e ASB-DOF. De uma maneira geral, os
valores de K, e n indicam que o provdvel mecanismo de supressdo de fluorescéncia de ASB
por flavonéides € estético, pois nao houve uma relacdo com o aumento da temperatura.

O fenomeno de transferéncia de energia tem muitas aplicacdes em processos de
conversdo de energia. A agdo fotodinamica, que € frequentemente usada no tratamento de
cancer, ¢ também uma conseqiiéncia de transferéncia de energia [Bapistha e Indig (1998),
Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Yue et al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et al.
(2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. A distancia entre o residuo de triptofano
(doador) e o farmaco (aceptor) pode ser calculada de acordo com a teoria de transferéncia de
energia ndo-radiativa de Forster [Forster (1948), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. A
eficiéncia de transferéncia de energia (E) estd relacionada com as distancias Ry e r entre
doador e aceptor [Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)].
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O processo de transferéncia de energia envolvido na interacdo entre ASB e os
flavondides foi verificado a partir da sobreposicdo entre os espectros de emissdo de
fluorescéncia da supressdo de ASB (Aexc = 280 nm) a diferentes temperaturas (T = 22°C, 27°C,
32°C, 37°C e 42°C) e os espectros de absorcdo UV/visivel dos flavonédides, Figuras 103-127.
Os valores da integral de sobreposicao do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador
(ASB) com o espectro de absor¢do do aceptor (flavonéide) (J) foram calculados de acordo
com a Equacgdo 14 [Horrocks Jr. et al. (1981), Sytnik e Litvinyuk (1996), Gao et al. (2004),
He et al. (2005), Lakowicz (2006), Xie et al. (2005), Mahesha et al. (2006), Kandagal et al.
(2006), Li et al. (2007), Shi et al. (2007), Banerjee et al. (2008), Cui et al. (2008), Wang et al.
(2008), Yue et al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan
et al. (2009)]. As sobreposicoes entre os espectros de emissdo de fluorescéncia do doador
(ASB) com os espectros de absorc@o do aceptor (flavondide) para uma concentracdo de ASB
igual a de flavondides ([ASB] = [flavondides] = 1,00 x 10° mol/L) estdo mostradas nas
Figuras 103-127.

[[Fe()F d2 Y F(a)e(a)2* A
[ Fb aa Y F() AL

Equacao 14. Equacgao para o cdlculo da integral de sobreposi¢ao entre os espectros de
emissao de fluorescéncia de ASB e os espectros de absor¢dao UV/visivel [Shi et al. (2007)]
dos flavonéides.

Onde: J = integral de sobreposi¢ao do espectro de emissao de fluorescéncia do doador (ASB)
com o espectro de absor¢do do aceptor (flavondide);

F(A) = intensidade de fluorescéncia do doador (ASB) em um comprimento de onda A;

€(A) = coeficiente de absor¢do molar, ou absortividade molar do aceptor (flavonédide)
em um comprimento de onda A [Pace et al. (1995)];

A = comprimento de onda (A em cm; 1 nm = 1x107 cm; lecm= 1x10’ nm);

A\ = variagdo de comprimento de onda.

A Equagdo 15 [Karreman et al. (1967), Horrocks Jr. et al. (1981), Sytnik e Litvinyuk
(1996), He et al. (2005), Gao et al. (2004), Xie et al. (2005), Kandagal et al. (2006),
Lakowicz (2006), Mahesha et al. (2006), Li et al. (2007), Shi et al. (2007), Banerjee et al.
(2008), Cui et al. (2008), Wang et al. (2008), Yue et al. (2008), Zhang et al. (2008), Cheng et
al. (2009), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)] foi utilizada para calcular os valores de
distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (flavondide), quando sua eficiéncia de
transferéncia é 50% (Ry). Para esses célculos, o fator de orientac@o espacial do dipolo ou fator
de orientacdo entre a emissdo do dipolo do doador (ASB) e a absorcdo do dipolo do aceptor
(flavondide) (Kz) € o parametro menos certo. Teoricamente, o parametro K? pode ser na faixa
de 0 a 4, mas, os valores extremos requerem orientagdes muito rigidas. Se ambos, doador e
aceptor, sdo rapidamente ligados e sdo livres para assumir qualquer orientacdo, entdo, K* é
igual a 2/3 [Liu et al. (2003), Kandagal et al. (2006), Shi et al. (2007), Yue et al. (2008) e
Qing et al. (2009)].
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K*=2/3
RS =88x10 " K*N'®J N=1,336 |_ASB
$»=0,15

Equacao 15. Equacdo para o calculo da distancia critica entre a ASB e os flavonoéides,
quando sua eficiéncia de transferéncia € 50% [Epps et al. (1998) e Yue et al. (2008)].

Onde: K’ = fator de orientacdo espacial do dipolo ou fator de orientacdo entre a emissdo do
dipolo do doador (ASB) e a absor¢do do dipolo do aceptor (flavonéide) (doador e aceptor sdao
livres para assumir qualquer orientacdo, K* = 2/3);

N = indice de refracdo do meio;

¢ = rendimento quantico de fluorescéncia do doador (ASB);

J = integral de sobreposicao do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASB)
com o espectro de absor¢do do aceptor (flavonéide);

Ry = distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (flavondide), quando sua
eficiéncia de transferéncia é 50%.

Para calcular os valores de eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster)
entre doador (ASB) e aceptor (flavondide) (E) foi usada a Equacdo 16 [Sklar et al. (1977),
Horrocks Jr. et al. (1981), Gao et al. (2004), He et al. (2005), Xie et al. (2005), Kandagal et
al. (2006), Lakowicz (2006), Mahesha et al. (2006), Li et al. (2007), Shi et al. (2007),
Banerjee et al. (2008), Cui et al. (2008), Yue et al. (2008), Wang et al. (2008), Zhang et al.
(2008), Qing et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. Como existe uma relacdo entre J, E e Ry,
pdde-se calcular os valores de distancia entre o triptofano do doador (ASB) e o aceptor
(flavondide) ou distancia de ligagcdo entre doador (ASB) e aceptor (flavondide) (r). Os valores
de J, Ry, E e r calculados estdo apresentados nas Tabelas 22-26.

e F RS r6:R§.(1—E)
F, RS+r° E

Equacao 16. Equacdes para o célculo da distancia entre o triptofano da ASB e os flavondides
[Sklar et al. (1977) e Yue et al. (2008)].

Onde: E = eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster) entre doador (ASB) e
aceptor (flavondide);

Fy = intensidde de emissao de fluorescéncia sem supressor (s6 ASB);

F = intensidade de emissao de fluorescéncia com supressor (flavonéide);

Ry = distancia critica entre o doador (ASB) e o aceptor (flavondide), quando sua
eficiéncia de transferéncia € 50%;

r = distancia entre o triptofano do doador (ASB) e o aceptor (flavondide) ou distancia
de ligacao entre doador (ASB) e aceptor (flavondéide).
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Figura 103. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nm e T

=22°C) de ASB (pH =7,4) e de absorc¢do UV de quercetina. Casp = Cqug = 1,00 x 10°
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Figura 104. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T

=27°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢do UV de quercetina. Casp = Cqug = 1,00 x 10°

mol/L.
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Figura 105. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nm e T
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mol/L.
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Figura 106. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T

=37°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de quercetina. Casg = Cque = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 107. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=42°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢do UV de quercetina. Casp = Cqug = 1,00 x 107
mol/L.

Tabela 22. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aexc = 280 nm e T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e o espectro de
absor¢do UV-Vis da quercetina (QUE). Casg = Cque = 1,00 x 10”° mol/L.

Quercetina (QUE)
pH T (°C) J (cm3.L/mol) Ry (nm) E r (nm)
22 3,16 x 10 3,09 0,59 2,90
27 3,16 x 10 3,09 0,63 2,84
7,4 32 3,15x 10 3,09 0,59 2,90
37 3,15x 10 3,09 0,65 2,79
42 3,14 x 10 3,09 0,62 2,84
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Figura 108. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=22°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de agatisflavona. Casg = Carr = 1,00 x 107
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Figura 109. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=27°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de agatisflavona. Casg = Carr = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 110. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 32°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de agatisflavona. Casg = Carr = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 111. Sobreposicédo entre os espectros de emissado de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 37°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de agatisflavona. Casg = Carr = 1,00 x 107
mol/L.
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Figura 112. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 nme T
=42°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de agatisflavona. Casg = Carr = 1,00 x 107

mol/L.

Tabela 23. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aexc = 280 nm e T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e o espectro de

absor¢do UV-Vis da agatisflavona (ATF). Casg = Catr = 1,00 x 10”° mol/L.

Agatisflavona (ATF)

pH T (°C) J (cm3.L/mol) Ry (nm) E r (nm)
22 2,83x 10™ 3,04 0,78 2,45
27 2,83x 10™ 3,04 0,80 2,42

7,4 32 2,83x 10™ 3,04 0,82 2,37
37 2,83x 10™ 3,04 0,82 2,36
42 2,83x 10™ 3,04 0,77 2,47

113



Intensidade de emissfio fua)

s000

4000

iooo

o0

o000

1]

—— F: ecte e flwmecéncin de A0E, I=12T A5

——— B pectae de alwoxpiio de OLLA

A0

[A#B]=[OMA]=10020 wmsll

(1L} ERURIOSG Y

30D

I
30

I
340

I T I T I T I T I T I T ! T
360 380 400 40 440 460 420

Comprimento de onda (nm)

Figura 113. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=22°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =
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Figura 114. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=27°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =

1,00 x 10 mol/L.
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Figura 115. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=32°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =

1,00 x 10° mol/L.
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Figura 116. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=37°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de 7”’-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =

1,00 x 10° mol/L.
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Figura 117. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=42°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de 7”-O-metilagatisflavona. Casg = Coma =
1,00 x 10™ mol/L.

Tabela 24. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aexc = 280 nm e T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e o espectro de
absor¢do UV-Vis da 7”-O-metilagatisflavona (OMA). Casg = Coma = 1,00 x 10™ mol/L.
7’-0-Metilagatisflavona (OMA)

pH T (°C) J (cm3.L/mol) Ry (nm) E r (nm)
22 525x 10" 3,36 0,76 2,77
27 525x 10" 3,36 0,79 2,70

7,4 32 525x 10™ 3,36 0,81 2,65
37 525x 10™ 3,36 0,89 2,36
42 526x 10" 3,37 0,85 2,52
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Figura 118. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=22°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 119. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=27°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 120. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 32°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107

mol/L.
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Figura 121. Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=37°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107
mol/L.
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Figura 122. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=42°C) de ASB (pH =7,4) e de absor¢ao UV de amentoflavona. Casg = Camr = 1,00 x 107
mol/L.

Tabela 25. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aexc = 280 nm e T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e o espectro de
absor¢do UV-Vis da amentoflavona (AMF). Casg = Camr = 1,00 x 10” mol/L.

Amentoflavona (AMF)
pH T (°C) J (cm3.L/m01) Ry (nm) E r (nm)
22 2,13x 10" 2,90 0,49 2,91
27 2,14x 10™ 2,90 0,48 2,93
7,4 32 2,13x 10™ 2,90 0,54 2,82
37 2,13x 10™ 2,90 0,59 2,73
42 2,14x 10™ 2,90 0,61 2,70
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Figura 123. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=22°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
10” mol/L.
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Figura 124. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=27°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
10 mol/L.
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Figura 125. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=32°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
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Figura 126. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=37°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
10” mol/L.
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Figura 127. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=42°C) de ASB (pH =7,4) e de absorcao UV de diidroochnaflavona. Casg = Cpor = 1,00 x
10 mol/L.

Tabela 26. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicao entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASB (Aexc =280 nm e T = 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C) e o espectro de
absor¢do UV-Vis da diidroochnaflavona (DOF). Casg = Cpor = 1,00 x 10”> mol/L.
Diidroochnaflavona (DOF)

pH T (°C) J (cm3.L/m01) Ry (nm) E r (nm)
22 2,56 x 10" 2,98 0,76 2,46
27 2,56 x 10" 2,98 0,78 2,42

7,4 32 2,56 x 10™ 2,98 0,80 2,38
37 2,56 x 10™ 2,98 0,80 2,37
42 2,56 x 10" 2,99 0,80 2,38

De acordo com as Equacdes 16-18, e para as condi¢des de ASB (K* =2/3, N=1,336¢
0 = 0,15) [Miller (1979) e Cheng et al. (2009)], o valor da distancia entre os flavondides e o
residuo de triptofano (r = 2 a 3 nm, Tabelas 22-26) foi menor que 7 nm (r < 7 nm) [He et al.
(2006) e Yue et al. (2008)], para todos os casos de interagdo entre ASB e flavondide. Isto é
um forte indicio do alto nivel de possibilidade de ocorrer o fendmeno de transferéncia de
energia entre ASB e flavondides. Isso estd de acordo com a teoria de transferéncia de energia
nao-radiativa de Forster (Teoria de Forster) [Yue et al. (2008)], indicando que ocorreu
realmente, um processo de supressdo estitica na interacdo entre flavondides e ASB.
[Lakowicz (2006) e Cheng et al. (2009)].
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5.3.3 Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular é uma técnica sensivel para monitorar mudangas conformacionais
nas proteinas [Yue et al. (2008)] e é geralmente usado para a determinacdo da estrutura
secunddria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et al. (2009)]. Espectros de
dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanga estrutural de ASB induzida
pela adi¢cao de flavondides. Os espectros de dicroismo circular obtidos para ASB na auséncia
de flavonodides (Figura 128) e na presenca de flavondides (quercetina, agatisflavona, 7”-O-
metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona), em diferentes temperaturas (T =
25°C, 37°C e 42°C), estdao apresentados nas Figuras 129-148. Nestes estudos foi observado
que a adicdo de aliquotas dos flavondides a albumina sérica bovina influenciou na sua
elipticidade. Os espectros de DC de ASB e de ASB:flavondides (Figuras 128-148) exibiram
duas bandas negativas na regido do ultravioleta (UV) de 208 nm e 222 nm, caracteristicas de
estrutura o-hélice de proteina [Johnson (1988), Venyaminov e Yang (1996), Cordeiro (2005),
Navea et al. (2006), He et al. (2005), Oberg e Uversky (2001), He et al. (2006), Kandagal et
al. (2006), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Yue et al. (2008), Qing et al. (2009), Cheng et al.
(2009) e Stan et al. (2009)]. Essas bandas sdao contribuintes para a transi¢do nmt* da ligacdo da
estrutura a~hélice do peptideo [Yang e Gao (2002), He et al. (2006), Li et al. (2007) e Yue et
al. (2008)]. Os espectros de dicroismo circular para ASB na presenca e na auséncia de
flavondides foram semelhantes, quanto ao formato, somente apresentando variagdes de
intensidade das bandas, o que significa que a estrutura de ASB foi predominantemente o~
hélice [Yue et al. (2008)]. A interacdo dos flavondides com a ASB resultou na diminuicdo de
ambas as bandas (com alguns flavondides diminuiu mais e com outros menos), sugerindo
claramente a ocorréncia de mudancgas considerdveis na estrutura secunddria da proteina, o que
pode ser indicativo da formagao de complexos entre ASB e os flavondides.

Os espectros de DC na presenca de flavondides como agatisflavona (ATF), 7”-O-
metilagatisflavona (OMA) e diidroochnaflavona (DOF) apresentaram bandas positivas e
negativas em comprimentos de onda acima de 240 nm (A > 240 nm), caracteristicas de
quiralidade, sendo especificas para esses biflavondides, uma vez que esssa regido ndo é
significativa para albuminas (no caso, ASB), Figuras 133-140 e 145-148. A amentoflavona
(AMF), também apresenta esta caracteristica de quiralidade, porém, em A > 240 nm, estd
pouco perceptivel, quase ndo da para ver nos espectros (Figuras 141-144), mas, se
comparados com os da quercetina (QUE), nesta regido, a QUE ndo apresenta nenhum
vestigio. Esta caracteristica de quiralidade é comum em biflavonéides. E, como o dicroismo
circular € uma técnica sensivel para monitorar mudancas conformacionais na estrutura
secunddria de proteinas [Yue et al. (2008), Kelly et al. (2005) e Cheng et al. (2009)], além de
ser muito util para o estudo de moléculas quirais, macromoléculas, sejam elas ou ndo de
origem bioldgica, as unidades opticamente ativas das moléculas podem exibir sinal na
espectroscopia de dicroismo circular. Quando tais moléculas interagem com a luz
circularmente polarizada provocam uma alteragdo nessa luz incidente.
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Figura 128. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4), Cass = 1,00 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.
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Figura 129. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentra¢des de quercetina (QUE), nas propor¢des 1:0, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:QUE, Cagg = 1,00 x 10°® mol/L e Cque = 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30
(x 10°) mol/L, a T = 25°C.

O comportamento das bandas negativas da albumina, em 208 nm e 222 nm
(caracteristicas de transi¢des nm* da estrutura secunddria orhélice de proteinas no
ultravioleta), mostrou-se bem parecido frente a variagdo de temperatura (Figuras 128-148)
tanto para ASB livre quanto para na presenga dos flavondides, as curvas dos espectros
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apresentaram mudancas em T = 25°C, 37°C e 42°C, porém, essas mudangas foram minimas
quando comparadas as mudangas com a adi¢do de biflavonoides (em temperatura fixa na
presenca de biflavondides), Figuras 133, 137, 141 e 145, que foram bem perceptiveis,
principalmente, para ATF, OMA e DOF. Essas diferencas foram menos visiveis para a QUE
(Figura 129), mas, bem notadas na presenca dos biflavondides. Dessa forma, a temperatura
contribuiu pouquissimo para essas mudancas espectrais, enquanto, a concentragdo dos
flavonoides foi a grande responséavel por essas mudangas.
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Figura 130. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de quercetina (QUE), nas propor¢des 1:0 e 1:8
de ASB:QUE, Casp = 1,00 x 10° mol/L e Cque = 0 € 8,08 (x 10®) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 131. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de quercetina (QUE), nas propor¢des 1:0 e 1:8
de ASB:QUE, Casp = 1,00 x 10° mol/L e Cque = 0 € 8,08 (x 10®) mol/L, a T = 42°C.
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Figura 132. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de quercetina (QUE), na propor¢ao 1:8 de ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10
mol/L e Coue = 8,08 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.

126



Elipticidade (mdeg)

ASB:ATF a 25°C

60
40 -
20+
0- e SR
-20 4
40 ——— ASB:ATF 1:0
60 —— ASB:ATF 1:4
] ASB:ATF 1:8
-80 - — ASB:ATF 1:16
y ASB:ATF 1:32
-100
-120
-140 T T T T T T T T T T T T T T T T
160 200 240 280 320 360 400 440 480

Comprimento de onda (nm)

Figura 133. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas proporg¢des 1:0, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Carr = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e 32,00
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Figura 134. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas proporcoes 1:0 e 1:8
de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Carr = 0 e 8,00 (x 10°) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 135. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de agatisflavona (ATF), nas proporcoes 1:0 e 1:8
de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Carr = 0 e 8,00 (x 10°) mol/L, a T = 42°C.
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Figura 136. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de agatisflavona (ATF), na proporcao 1:8 de ASB:ATF, Casg = 1,00 x 10°
mol/L e Carr = 8,00 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.
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Figura 137. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de 7”’-O-metilagatisflavona (OMA), nas
proporg¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASB:OMA, Cyasp = 1,00 x 10° mol/L e Coma = 0;
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Figura 138. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de 7”’-O-metilagatisflavona (OMA), nas

proporcdes 1:0 e

1:8 de ASB:OMA, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Coma =0 € 8,24 (x 10)
mol/L, a T =37°C.
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Figura 139. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de 7”’-O-metilagatisflavona (OMA), nas
proporg¢des 1:0 e 1:8 de ASB:OMA, Cxsp = 1,00 x 10° mol/L e Coma=0¢e8,24 (x 10'6)
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Figura 140. Espectros de dicroismo circular de ASB em soluc@o tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de 7”’-O-metilagatisflavona (OMA), na propor¢do 1:8 de ASB:OMA, Cxsp =
1,00 x 10° mol/L e Coma = 8,24 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.
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Figura 141. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentra¢des de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0,
1:4,1:8, 1:16 € 1:32 de ASB:AMF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Camr = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e
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Figura 142. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0 e
1:8 de ASB:AMF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Capr =0 e 8,00 (x 10°) mol/L, a T = 37°C.
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Figura 143. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentragdes de amentoflavona (AMF), nas proporcdes 1:0 e
1:8 de ASB:AMF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Camr=0¢ 8,00 (x 10'6) mol/L, a T =42°C.
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Figura 144. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de amentoflavona (AMF), na proporcao 1:8 de ASB:AMF, Casg = 1,00 x
10° mol/L e Camr = 8,00 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.
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Figura 145. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona (DOF), nas proporcoes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 € 1:32 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cpor = 0; 4,20; 8,40;

Elipticidade (mdeg)
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Figura 146. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona (DOF), nas proporcoes
1:0 e 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor=0¢8,40 (x 10'6) mol/L,aT =

37°C.
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Figura 147. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diferentes concentracdes de diidroochnaflavona (DOF), nas proporcoes
1:0 e 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor=0¢ 8,40 (x 10'6) mol/L,aT =
42°C.
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Figura 148. Espectros de dicroismo circular de ASB em solucdo tamponada com PBS (pH =
7,4) na presenca de diidroochnaflavona (DOF), na propor¢do 1:8 de ASB:DOF, Casg = 1,00 x
10° mol/L e Cpor = 8,40 x 10° mol/L, a T = 25°C, 37°C e 42°C.

Estimativas acerca do % de o~hélice para a estrutura secunddria de ASB na auséncia e
na presenca de flavondides foram feitas usando as Equagdes 19 e 20 [Chen et al. (1972),
Khan et al. (2002), Gao et al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al.
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(2006), Yue et al. (2008), Cheng et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. Os valores experimentais
de elipticidade (8) foram lidos nos comprimentos de onda de 208 nm e 222 nm, e foram
utilizados para calcular a elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(MRE), especificamente MRE,ps ¢ MRE», (Equacdo 17 [Khan et al. (2002), Gao et al.
(2004), He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al. (2006) e Stan et al. (2009)]). Essas
bandas negativas em torno de 208 - 209 nm e 222 - 223 nm (na regido do ultravioleta) sdo
caracteristicas da estrutura orhélice de proteina [Stan ef al. (2009)] e correspondem as
transi¢cdes nm* que ocorrem na sua estrutura secunddria o~hélice (no caso, albumina sérica
bovina (ASB)) [Yang et al. (2002) e Yue et al. (2008)]. Posteriormente, os valores de MRE(g
e MRE,;, foram substituidos na Equagdo 18 [Khan et al. (2002), Gao et al. (2004), He et al.
(2005), He et al. (2006), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Li et al. (2008), Yue et al.
(2008) e Stan et al. (2009)] para calcular os valores de percentual de o~hélice na estrutura
secundaria da ASB (% arhélice), Tabelas 27-31. Os valores encontrados para % de a+hélice
em 208 nm e 222 nm para ASB:flavondides 1:0 (ou seja, para albumina livre), Tabelas 27-31,
foram 54,63% e 53,79%. Ap6s a adicao dos flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF), de
uma forma geral estes valores de % de o~hélice sofreram redugdo. Por exemplo, para
propor¢cdes ASB:flavondides 1:4, ou seja, Casp = 1,00 x 10 mol/L e Chavonsides = 4,00 x 10°°
mol/L, ocorreu diminui¢do do % de arhélice em 208 nm e 222 nm, para aproximadamente
51% e 50%, respectivamente, indicando que parte da estrutura secudaria da ASB (a-hélice)
foi destruida, apontando para a formagao dos complexos ASB-flavondides.

P9
(10.n.1.C,)
Equacao 17. Equagao para calcular os valores de MRE [Khan et al. (2002)].

Onde: MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm*/dmol);

0 = elipticidade observada (mdeg);

n = ndmero de amino dcidos residuais ou residuos de amino acido (582 para ASB);

1 = comprimento 6tico da cubeta (1 cm);

Cp = concentracdo molar de ASB (1,00)(10'6 mol/L).

— MRE,,, —4000) — MRE,,, —2340)
(33000 — 4000) 30300
Equacao 18. Equacgdes para calcular os valores de % de a~hélice da ASB.

%a’—hélicez{( }CIOO %a—hélicez{( }CIOO

Onde: MRE;(s = elipticidade residual significativa em 208 nm (deg.cmzldmol);
MRE,,, = elipticidade residual significativa em 222 nm (deg.cmz/dmol);
% orhélice = percentual de arhélice na estrutura da ASB.
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Tabela 27. % a~Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) na presenca
de quercetina (QUE), T = 25°C, 37°C e 42°C. Nas proporg¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASB:QUE, Casg = 1,00 x 10° mol/L e Cout = 0; 4,04; 8,08; 16,20 ¢ 32,30 (x 10°®) mol/L.

MRE,¢s

pH T (°C) Amostra 0,03 (mdeg) (deg. cm®/dmol) % orhélice
ASB livre (1:0) -115,482 -19842,2680 54,63
ASB + QUE (1:4) -117,636 -20212,3711 55,90
25 ASB + QUE (1:8) -118,281 -20323,1959 56,29
ASB + QUE (1:16) -116,542 -20024,3986 55,26
7.4 ASB + QUE (1:32) -113,64 -19525,7732 53,54
37 ASB livre (1:0) -111,552 -19167,0103 52,30
ASB + QUE (1:8) -114,957 -19752,0619 54,32
49 ASB livre (1:0) -114,167 -19616,3230 53,85
ASB + QUE (1:8) -109,156 -18755,3265 50,88
pH T (O Amostra 0,2, (mdeg) ( degl\./illfllzalz(;;lol) % orhélice
ASB livre (1:0) -108,47 -18637,4570 53,79
ASB + QUE (1:4) -108,648 -18668,0412 53,89
25 ASB + QUE (1:8) -107,825 -18526,6323 53,42
ASB + QUE (1:16) -105,232 -18081,0997 51,95
7.4 ASB + QUE (1:32) -103,732 -17823,3677 51,10
37 ASB livre (1:0) -105,258 -18085,5670 51,97
ASB + QUE (1:8) -104,86 -18017,1821 51,74
49 ASB livre (1:0) -104,773 -18002,2337 51,69
ASB + QUE (1:8) -102,028 -17530,5842 50,13
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Tabela 28. % a~Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) na presenca
de agatisflavona (ATF), T = 25°C, 37°C e 42°C. Nas proporcoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASB:ATE, Casg = 1,00 x 10 mol/L e C a1 = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e 32,00 (x 10°) mol/L.

MRE;¢s

pH T (O Amostra 0203 (mdeg) (deg. cm®/dmol) % orhélice
ASB livre (1:0) -115,482 -19842,2680 54,63
ASB + ATF (1:4) -116,767 -20063,0584 55,39
25 ASB + ATF (1:8) -117,209 -20139,0034 55,65
ASB + ATF (1:16) -112,652 -19356,0138 52,95
7.4 ASB + ATF (1:32) -116,695 -20050,6873 55,35
37 ASB livre (1:0) -111,552 -19167,0103 52,30
ASB + ATF (1:8) -111,678 -19188,6598 52,37
49 ASB livre (1:0) -114,167 -19616,3230 53,85
ASB + ATF (1:8) -112,553 -19339,0034 52,89
pH T (O Amostra 022> (mdeg) ( degl\./illfllzilz(;;lol) % orhélice
ASB livre (1:0) -108,47 -18637,4570 53,79
ASB + ATF (1:4) -107,185 -18416,6667 53,06
25 ASB + ATF (1:8) -104,065 -17880,5842 51,29
ASB + ATF (1:16) -99,3974 -17078,5911 48,64
7.4 ASB + ATF (1:32) -95,2675 -16368,9863 46,30
37 ASB livre (1:0) -105,258 -18085,5670 51,97
ASB + ATF (1:8) -99,42 -17082,4742 48,66
49 ASB livre (1:0) -104,773 -18002,2337 51,69
ASB + ATF (1:8) -97,2651 -16712,2165 47,43

Os valores de % de ohélice encontrados para a interacio ASB:OMA nas proporg¢des

1:16 e 1:32 foram baixos, 35,67% e 8,89% (Tabela 29), respectivamente, em relagdo a
reducdo do % de orhélice para as outras propor¢cdes e para as outras moléculas. Para
ASB:OMA de 1:32, o valor foi muitissimo mais baixo, quando comparado a todos os outros,
provavelmente, porque deve estd ocorrendo uma maior interacdo entre ASB e OMA, fazendo
com que 0 % de o~hélice diminua bruscamente.
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Tabela 29. % a~Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) na presenca
de 7”-O-metilagatisflavona (OMA), T = 25°C, 37°C e 42°C. Nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8,
1:16 e 1:32 de ASB:OMA, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Coma =0; 4,12; 8,24; 16,50 e 33,00 (x

10°) mol/L.
pH T (C) Amostra 0203 (mdeg) dexﬁ%’fml) % orhélice
ASB livre (1:0) -115,482 -19842,2680 54,63
ASB + OMA (1:4)  -106,381 -18278,5223 49,24
25  ASB + OMA (1:8) 102,32 -17580,7560 46,83
ASB + OMA (1:16)  -83,4838 -14344,2955 35,67
7.4 ASB + OMA (1:32)  -38,291 -6579,2096 8,89
17 ASB livre (1:0) -111,552 -19167,0103 52,30
ASB + OMA (1:8)  -98,6478 -16949,7938 44,65
0 ASB livre (1:0) -114,167 -19616,3230 53,85
ASB + OMA (1:8)  -92,4498 -15884,8454 40,98
pH T (°C) Amostra 0,2, (mdeg) ( dexﬁgginol) % orhélice
ASB livre (1:0) -108,47 -18637,4570 53,79
ASB + OMA (1:4)  -105,001 -18041,4089 51,82
25  ASB+OMA (1:8)  -102,991 -17696,0481 50,68
ASB + OMA (1:16)  -98,5144 -16926,8729 48,14
7.4 ASB + OMA (1:32)  -88,6074 -15224,6392 42,52
17 ASB livre (1:0) -105,258 -18085,5670 51,97
ASB + OMA (1:8)  -99,0932 -17026,3230 48,47
0 ASB livre (1:0) -104,773 -18002,2337 51,69
ASB + OMA (1:8)  -96,3008 -16546,5292 46,89
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Tabela 30. % a~Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) na presenca
de amentoflavona (AMF), T = 25°C, 37°C e 42°C. Nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASB:AMF, Casg = 1,00 x 10 mol/L e Canr = 0; 4,00; 8,00; 16,00 e 32,00 (x 10®) mol/L.

MRE,¢s

pH T (°C) Amostra 0,03 (mdeg) (deg. cm®/dmol) % orhélice
ASB livre (1:0) -115,482 -19842,2680 54,63
ASB + AMF (1:4) -110,483 -18983,3333 51,67
25 ASB + AMF (1:8) -108,398 -18625,0859 50,43
ASB + AMF (1:16) -107,658 -18497,9381 49,99
7.4 ASB + AMF (1:32) -105,975 -18208,7629 49,00
37 ASB livre (1:0) -111,552 -19167,0103 52,30
ASB + AMF (1:8) -108,307 -18609,4502 50,38
42 ASB livre (1:0) -114,167 -19616,3230 53,85
ASB + AMF (1:8) -106,103 -18230,7560 49,07
pH T (O Amostra 0,2, (mdeg) ( degl\./illfllzalz(;;lol) % orhélice
ASB livre (1:0) -108,47 -18637,4570 53,79
ASB + AMF (1:4) -103,576 -17796,5636 51,01
25 ASB + AMF (1:8) -101,023 -17357,9038 49,56
ASB + AMF (1:16) -99,7163 -17133,3849 48,82
7.4 ASB + AMF (1:32) -95,7866 -16458,1787 46,59
37 ASB livre (1:0) -105,258 -18085,5670 51,97
ASB + AMF (1:8) -102,19 -17558,4192 50,23
42 ASB livre (1:0) -104,773 -18002,2337 51,69
ASB + AMF (1:8) -99,3842 -17076,3230 48,63
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Tabela 31. % a~Hélice calculado em 208 nm e em 222 nm para ASB (pH = 7,4) na presenca
de diidroochnaflavona (DOF), T = 25°C, 37°C e 42°C. Nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASB:DOF, Csg = 1,00 x 10 mol/L e Cpor = 0; 4,20; 8,40; 16,80 ¢ 33,60 (x 10°)

mol/L.
pH T (°O) Amostra 0205 (mdeg) ( degl\./(l:lrfllgjlﬁ]fnol) % orhélice
ASB livre (1:0) -115,482 -19842,2680 54,63
ASB + DOF (1:4) -111,755 -19201,8900 52,42
25 ASB + DOF (1:8) -110,311 -18953,7801 51,56
ASB + DOF (1:16) -103,911 -17854,1237 47,77
7.4 ASB + DOF (1:32) -104,461 -17948,6254 48,10
37 ASB livre (1:0) -111,552 -19167,0103 52,30
ASB + DOF (1:8) -106,308 -18265,9794 49,19
49 ASB livre (1:0) -114,167 -19616,3230 53,85
ASB + DOF (1:8) -105,856 -18188,3162 48,93
pH T (°O) Amostra 0222 (mdeg) ( degl\./illf:;:/ﬁinol) % orhélice
ASB livre (1:0) -108,47 -18637,4570 53,79
ASB + DOF (1:4) -102,11 -17544,6735 50,18
25 ASB + DOF (1:8) -98,6488 -16949,9656 48,22
ASB + DOF (1:16) -94,0366 -16157,4914 45,60
7.4 ASB + DOF (1:32) -83,2144 -14298,0069 39,47
37 ASB livre (1:0) -105,258 -18085,5670 51,97
ASB + DOF (1:8) -98,3335 -16895,7904 48,04
42 ASB livre (1:0) -104,773 -18002,2337 51,69
ASB + DOF (1:8) -93,4732 -16060,6873 45,28

Os resultados obtidos para a variacdo do % orhélice da estrutura secunddria da
proteina (ASB), Tabelas 27-31, mostraram uma diminui¢do com a presenca de flavondides
(nas razdes molares de ASB:flavonodides de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando comparados com os
resultados na auséncia de flavondides (ASB:flavondides na proporcao 1:0), indicando que
houve interacdo dos flavondides com os residuos de amino 4cidos da cadeia principal
polipeptidica de ASB e que a rede de ligacdes hidrogénio foi destruida [Kang et al. (2004),
Shaikh et al. (2007), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Esta justificativa é compativel
com as possiveis mudangas conformacionais obtidas pela observacao dos espectros de UV-
Vis e de emissdo de fluorescéncia. A interacdo entre a albumina sérica bovina (ASB) e os
flavondides, avaliada por dicroismo circular mostrou-se dependente da concentracdo de
flavondides ministrada e muito pouco da temperatura, ocorrendo, de uma maneira geral,
diminui¢dao do % de o-hélice na estrutura da ASB, devido ao aumento de concentragdao dos
flavondides.

5.3.4 Modelagem molecular (MM)

Apesar das solugdes experimentais terem sido manuseadas com total cuidado, em
ambientes adequados, de forma a representar condicdes fisioldgicas, € dificil determinar a
localizacdo exata dos sitios de ligacdo. O programa docking foi utilizado para examinar a
forma de ligacdo dos favondides quercetina (QUE), agatisflavona (ATF), 77-O-
metilagatisflavona (OMA), amentoflavona (AMF) e diidroochnaflavona (DOF) com o sitio
ativo da albumina sérica bovina (ASB).
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Por modelagem molecular foi identificado que existem interagdes entre os dois
residuos de triptofano da ASB e um residuo de tirosina da ASB (de menor contribui¢do) com
os flavonédides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF). Para alguns desses flavondides a interacao
fol maior e para outros menor.

A ASB apresenta dois residuos de triptofano, Trp-134 e Trp-212, e um residuo de
tirosina, Tyr-409. Por analogia utilizando-se o programa docking, verificou-se que os dois
residuos de triptofano correspondentes sdo Trp-158 e Trp-237, localizados nos subdominios
IB e IIA, respectivamente, e o residuo de tirosina correspondente € Tyr-434, situado no
subdominio IITA (a tirosina tem menor contribui¢ao no processo de interag¢ao).

Caélculos de docking para avaliar as interagdes entre os flavondides (QUE, ATF,
OMA, AMF e DOF) e a ASB foram realizadodos em torno de 10, 15 e 20 A. Com o Trp-158,
as melhores interagdes se dividiram entre 15 e 20 A, pois, a geometria ficou melhor. Com este
triptofano em 10 A, os ligantes (flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF)) ficaram muito
na boca ou para fora da cavidade hidrofébica. Com o Trp-237, em 10, 15 e 20 A, houve muita
interacdo T, porém, os melhores resultados de interacdo foram encontrados em torno de 10 A.
Com a Tyr-434, em 10, 15 e 20 A, todas as interacdes foram ruins. Comparando-se os
resultados de interag@o entre os flavonoéides e os dois residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-
237) e entre os flavondides e o residuo de tirosina (Tyr-434), os melhores valores pertencem
ao sitio de ligagcdo do Trp-237 em 10 A.

Com isso, para ter um efeito comparativo, estes calculos feitos por dockagem em torno
de 10 A estdo mostrados nas Tabelas 32-34, e indicaram que: para o residuo de triptofano 158
(Trp-158), a melhor interacdo ocorreu com a diidroochnaflavona (DOF), pois, o valor do
fitness foi maior, e a menor interacdo foi com a quercetina (QUE), conforme mostrado na
Tabela 32; para o residuo de triptofano 237 (Trp-237), a maior interagdo se deu com a
agatisflavona (ATF), maior fitnesss, € a menor interagdo foi com a quercetina (QUE), Tabela
33; e para o residuo de tirosina (Tyr-434), a melhor intera¢do foi com a quercetina (QUE),
devido ao seu maior fitness, e a pior interagdo ocorreu com a agatisflavona (ATF), como
apresentado na Tabela 34.

As regides principais para a ligacao dos flavonéides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF)
com os sitios de ligacdo da ASB estdo localizadas em cavidades hidrofébicas nos
subdominios IB e IIA (consistentes com os sitios I e II) e os residuos de triptofano (Trp-158 e
Trp-237) de ASB estdo nesses subdominios, respectivamente, Figuras 149, 151, 153, 155 e
157. Existe uma grande cavidade hidrofébica presente no subdominio IIA (Figuras 150, 152,
154, 156 e 158), onde os flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) podem se ligar com o
residuo de triptofano Trp-237, formando o complexo flavonéide-ASB, pois, o melhor sitio de
ligacdo com os flavondides estd no Trp-237.

Tabela 32. Interacdo dos flavonéides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com o residuo de
triptofano 158 (Trp-158) da ASB por dockagem em torno de 10 A.

Flavonéide Fitness da Interacio com o Trp-158
Quercetina (QUE) 55,48
Agatisflavona (ATF) 57,31
7’-0-Metilagatisflavona (OMA) 60,37
Amentoflavona (AMF) 62,66
Diidroochnaflavona (DOF) 69,04
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Tabela 33. Interacdo dos flavonédides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com o residuo de
triptofano 237 (Trp-237) da ASB por dockagem em torno de 10 A.

Flavonéide Fitness da Interacdo com o Trp-237
Quercetina (QUE) 58,61
Agatisflavona (ATF) 717,54
7’-0-Metilagatisflavona (OMA) 73,75
Amentoflavona (AMF) 75,34
Diidroochnaflavona (DOF) 62,71

Tabela 34. Interacdo dos flavonéides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com o residuo de
tirosina 434 (Tyr-434) da ASB por dockagem em torno de 10 A.

Flavondide Fitness da Interacdo com a Tyr-434
Quercetina (QUE) 44,26
Agatisflavona (ATF) -11,11
7’-0-Metilagatisflavona (OMA) 20,72
Amentoflavona (AMF) 42,92
Diidroochnaflavona (DOF) 4424

)\

Subdoml’ni 1A

Figura 149. Modelo de ligacao entre quercetina (QUE) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em
torno de 10 A.
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Subdominio ITA ‘
Trp-237
g

Figura 150. Modelo de liggéo ntre quercetina (QUE) e AB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.

4 Yai By Nl Subdominio 1A
Subdominio IIIA Trp-237

Figura 151. Modelo de ligacao entre agatisflavona (ATF) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em
torno de 10 A.
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Figura 152. Modelo de ligacao entre agatisflavona (ATF) e ASB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.

BLC, Subdominio 1B
ﬁ‘\{fé’ g Trp-158

Figura 153. Modelo de ligacao entre 7”-O-metilagatisflavona (OMA) e ASB para os dois
residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por
dockagem em torno de 10 A.
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; -237

Figura 154. Modelo de ligacdo entre 7”—0—nietilaatisoa (OMA) e ASB para um dos
residuos de triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.

Figura 155. Modelo de ligacdo entre amentoflavona (AMF) e ASB para os dois residuos de
triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em
torno de 10 A.
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Figura 156. Modelo de ligagio entre amentoflavona (AMF) e ASB para um dos residuos de
triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.
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Figura 157. Modelo de ligacdo entre diidroochnaflavona (DOF) e ASB para os dois residuos
de triptofano (Trp-158 e Trp-237) e para um residuo de tirosina (Tyr-434) por dockagem em
torno de 10 A.
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Figura 158. Modelo de ligagdo entre diidroochnaflavona (DOF) e ASB para um dos residuos
de triptofano (Trp-237) por dockagem em torno de 10 A.
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6 CONCLUSOES

A irradiagdo de tioflavona, S,S-di6xidotioflavona e tiocromanona, em acetonitrila, por
fotdlise por pulso de laser de nanossegundo, levou a formacdo de seus respectivos estados
excitados triplete. Através das constantes de velocidade de supressdo obtidas para a
tiocromanona foi possivel observar que na presenca de supressores por transferéncia de
hidrogénio, ocorreu a formagdo do radical cetila derivado da tiocromanona e, com supressor
por transferéncia de elétron, houve a formagao do anion radical derivado da tiocromanona. As
constantes de velocidade de supressdo obtidas para a tiocromanona com fendis variaram de
(1,1 £0,1) x 10® L/mol.s (4-cianofenol) a (5,8 + 1,0) x 10° L/mol.s (hidroquinona). Um
grafico de Hammett para a reacdo do triplete de tiocromanona com uma série de fendis
contendo substituintes polares resultou em uma constante de reacdo p = - 0,90. Este valor
negativo para a constante de reacdo p estd plenamente de acordo com um mecanismo
envolvendo uma transferéncia acoplada elétron/préton no processo de transferéncia de
hidrogénio do fenol para a carbonila triplete.

Os flavondides sintéticos comerciais (flavona, alfa-naftoflavona, beta-naftoflavona,
tioflavona, flavanona e quercetina), o flavondide sintetizado (S,S-di6xidotioflavona), os
flavondides naturais (biflavondides (agatisflavona, 7°-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona)) e a tiocromanona, avaliados por espectroscopia de fluorescéncia (Aexc =
280 nm), frente a solventes com diferentes polaridades (cicloexano (CEX), diclorometano
(DCM), etanol (ETOH), acetonitrina (ACN) e dgua milli-Q (AD)), ndo apresentaram emissao
de fluorescéncia.

Para a quercetina e os biflavondides (agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona,
amentoflavona e diidroochnaflavona), em solventes com diferentes polaridades
(diclorometano (DCM), etanol (ETOH), acetonitrina (ACN) e dgua milli-Q (AD)), os
espectros de absorcao no UV-Vis mostraram pouquissima diferenca na presenca de solventes
como ACN, ETOH e AD, quando comparados entre si. Entretanto, na presenca de DCM,
percebe-se uma grande diferenca na comparacgao dos espectros de UV-Vis de DCM com os de
ACN, ETOH e AD. Essas variacdes de absor¢do, dependendo do solvente, sdo devidas as
transi¢des 7r*. Para a agatisflavona foi observada total diferenca nos seus espectros de
absorcdo em AD e em DCM.

A espectroscopia de absor¢do no ultravioleta/visivel (UV-Vis) para as interacdes entre
ASB e flavondides (quercetina, agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona), indicou mudangas conformacionais na estrutura secundédria de ASB,
induzidas pela adicdo de flavondides. A ASB apresenta uma banda de absorcdo com forte
absorbancia em torno de 208 nm, que € caracteristica de estrutura a~hélice de proteina e uma
banda de absor¢ao em torno de 280 nm, que € caracteristica da absor¢ao UV-Vis de triptofano
(banda de absor¢ao bem mais intensa que a de tirosina) e de tirosina (banda de abasor¢ao mais
fraca que a de triptofano). Como o triptofano é o responsdvel pela forte e caracteristica
absor¢do de luz pelas proteinas em comprimento de onda de 280 nm, com o aumento da
concentracdo dos flavondides ocorreu um pequeno deslocamento hipsocromico
(deslocamento para o azul - menor comprimento de onda) das bandas de absor¢ao préximas a
208 nm e 280 nm (correspondentes a ASB e triptofano, respectivamente), indicando que
houve a formac¢do de um complexo entre os flavondides e a ASB, a medida que a
hidrofobicidade vai diminuindo. As regides principais para a ligacdo dos flavondides com os
sitios de ligac@o da albumina estdo localizadas em cavidades hidrofébicas nos subdominios IB
e IIA, os quais sdo consistentes com os sitios I e II, respectivamente, e os residuos de
triptofano (Trp-134 e Trp-212) de ASB estdo nesses subdominios, respectivamente. Existe
uma grande cavidade hidrofébica presente no subdominio ITA, onde muitos farmacos, como
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por exemplo, os flavondides, podem se ligar, formandos os complexos farmaco-ASB. Para a
diidroochnaflavona foram notadas mudangas substancias quando comparados seus espectros
em AD e em solu¢do tampao de PBS (pH = 7,4). Ja para quercetina, agatisflavona, 7”-O-
metilagatisflavona, amentoflavona ndo foram observadas essas mudancas.

Os espectros de emissao de fluorescéncia resultantes da interagdo entre ASB e os
flavondides  (quercetina, agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona), nas temperaturas de 22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C, mostraram a
presenca de uma forte emissdo de fluorescéncia (intensidade de emissdo de fluorescéncia
méxima) da albumina (ASB) entre 341 e 346 nm (Aex. = 280 nm), o que indica que a posi¢do
de interacdo entre os flavondides e a ASB estd localizada ou préxima aos residuos de
triptofano. Como nio se observa mudancas considerdveis no comprimento de onda de
emissao maxima, isto implica em que a adi¢do dos flavondides ndo deve mudar a polaridade
do microambiente hidrofébico ao redor do triptofano na ASB. Com o aumento da
concentracdo dos flavondides ocorreu um leve deslocamento para o azul, na emissdo da
proteina (ASB), sugerindo que o croméforo da proteina (ASB) estd em um ambiente diferente
daquele anterior a adi¢do dos flavondides (ASB livre), ou seja, o crom6foro da ASB esta
localizado em um ambiente mais hidrofébico apds a adi¢do de flavondides, reduzindo a
polaridade do ambiente ao redor dos flavonéides, e indicando mudanca de conformagao na
albumina (provdvel formacdo do complexo ASB-flavondides), e que a interacdo e a
transferéncia de energia foram fortes o suficiente.

Através da supressdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano de ASB pelos
flavondides  quercetina, agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona, a diferentes temperaturas (22°C, 27°C, 32°C, 37°C e 42°C), os valores de
Ksv e kq demonstram que o provével processo de supressdo de ASB pela interagdo com os
flavondides € estitico, em funcdo dos altos valores encontrados para as constantes de
velocidade de supressdo pelos flavonéides (kq = 10" a 10" L/mol.s), e pouco dependentes da
temperatura. Estes valores sdo muito mais altos do que a constante de velocidade de difusao
(kg = 5 x 10° L/mol.s, em 4gua), indicando a formacdo inicial de um complexo ASB-
flavondides. Os valores de Kgy foram bem parecidos com os da literatura para outras
moléculas (Ksy = 10° a 10° L/mol), assim como os valores de kq da literatura para outras
moléculas (kq = 10" a 10" L/mol.s). Os valores de K, na presenca dos flavonéides (K, = 10*
a 10° L/mol), deixam evidente que os flavonéides se ligam fortemente a ASB, uma vez que os
valores de K, da literatura para outras moléculas (K, = 10*a 10° L/mol) sdo considerados para
fortes interacdes entre farmacos e albumina. Os valores de AH positivos, em todos os casos,
mostraram que o processo de ligacao dos flavondides com a ASB € endotérmico, e os valores
de AS° também positivos evidenciaram que o tipo de interaco entre os flavonéides e a ASB é
hidrofébico, e os valores de AG’ negativos (AGO = -24 a -32 kJ/mol) demonstraram a
espontaneidade de ligacdo dos flavonéides com a ASB. Além disso, os valores de AS” e de
AH" positivos, indicam que a interacdo entre ASB e os flavondides é hidrofébica. Para uma
supressdo estdtica, os sitios de ligacdo sdo indepententes dos sitios equivalentes na
macromolécula. O nimero de sitios de ligacdo (n) é aproximadamente igual a 1 para
quercetina e amentoflavona, e aproximadamente igual a 2 para agatisflavona, 77-O-
metilagatisflavona e diidroochnaflavona. Isso indica que para quercetina e amentoflavona (n =
1) existe somente uma interacdo molecular entre elas e uma molécula de ASB. Ja para
agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona e diidroochnaflavona, (n = 2) existem duas interag¢des
moleculares de agatisflavona, 7”-O-metilagatisflavona e diidroochnaflavona para uma
molécula de ASB, e essas interagdes entre os flavondides e a albumina (ASB) sdo do tipo
hidrofébica. E, os valores de K, fortalecem essa afirmacao.
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O processo de transferéncia de energia envolvido na interacdo entre ASB e os
flavondides  (quercetina, agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona) foi verificado a partir da sobreposi¢do entre os espectros de emissao de
fluorescéncia da supressdo de ASB (Aexc = 280 nm) a diferentes temperaturas (T = 22°C, 27°C,
32°C, 37°C e 42°C) e os espectros de absorcdo UV/visivel dos flavondides ([ASB] =
[flavonoides] = 1,00 x 107 mol/L). Para as condi¢des de ASB (K2 =2/3, N=1336¢ ¢ =
0,15), o valor da distancia entre os flavondides e o residuo de triptofano (r = 2 a 3 nm), foi
menor que 7 nm (r < 7 nm), para todos os casos de interacdo entre ASB e flavonodide, o que
sugere uma alta probabilidade de ocorrer o fenomeno de transferéncia de energia entre ASB e
flavonoéides. Isso estd de acordo com a teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de
Forster (Teoria de Forster), indicando que ocorreu realmente, um processo de supressao
estdtica na interacdo entre flavondides e ASB.

Por dicroismo circular, para quercetina, agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona,
amentoflavona e diidroochnaflavona, em diferentes temperaturas (T = 25°C, 37°C e 42°C),
nos espectros foram percebidas duas bandas negativas em 208 nm e 222 nm, caracteristicas de
estrutura o-hélice de proteina (contribuintes para a transicdo n7t* da ligacdo da estrutura o-
hélice da ASB), sendo perceptiveis as possiveis mudancas estruturais de ASB induzidas pela
adi¢do de flavondides, uma vez que as suas adi¢des influenciou na elipticidade da estrutura da
ASB. Os espectros de dicroismo circular para ASB na presencga e na auséncia de flavonodides
apresentaram formas semelhantes, com variacdes somente de intensidade das bandas
negativas, o que significa que a estrutura de ASB foi predominantemente a~hélice. A
interacdo dos flavonéides com a ASB resultou na diminui¢dao de ambas as bandas, com alguns
flavon6ides diminuiu mais e com outros menos, indicando a ocorréncia de mudangas
considerdveis na estrutura secunddria da proteina (ASB), o que pode ser indicativo da
formagdo de complexos entre ASB e os flavondides. As bandas positivas e negativas em
comprimentos de onda acima de 240 nm (A > 240 nm), caracteristicas de quiralidade,
mostraram-se  mais  significativas para agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona e
diidroochnaflavona. Para amentoflavona esta pouco perceptivel, mas, também existe, uma vez
que a quiralidade € mais comum em biflavondides. A variacdo do % de a-hélice da estrutura
secunddria da proteina (ASB), apresentou uma diminui¢do com a presenga de flavondides
(nas razdes molares de ASB:flavondides de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando comparados com os
resultados na auséncia de flavondides (ASB livre), indicando que houve interagdo dos
flavonéides com os residuos de amino acidos da cadeia principal polipeptidica de ASB, e que
arede de ligacdes hidrogénio foi destruida, indicando a possivel formacdo do complexo ASB-
flavondides. Esta justificativa € compativel com as possiveis mudancas conformacionais
obtidas pela observacdo dos espectros de UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia. A interagcdo
entre a ASB e os flavondides, foi dependente da concentragdo de flavondides e muito pouco
da temperatura, ocorrendo, de uma forma geral, diminuicdo do % de a-hélice na estrutura
secundaria da ASB, em funcdo do aumento de concentraciao dos flavondides.

Sendo assim, a interacdo entre a albumina sérica bovina (ASB) e os flavondides
(quercetina, agatisflavona, 7”’-O-metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona)
depende da concentracdo de flavondides e muito pouco da temperatura. Esses efeitos podem
ser atribuidos a formacdo de um complexo ASB-flavondides que pode estar induzindo
varia¢des conformacionais na estrutura secundéria a~hélice na ASB.

Por modelagem molecular (programa docking) foi identificado que existem as
interacOes entre os sitios ativos da albumina sérica bovina (ASB) (os dois residuos de
triptofano da ASB e um residuo de tirosina da ASB (de menor contribui¢do)) com os
flavondides  (quercetina, agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona, amentoflavona e
diidroochnaflavona). Para alguns desses flavondides a interacdo foi maior e para outros
menor. A ASB apresenta dois residuos de triptofano, Trp-134 e Trp-212, e um residuo de
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tirosina, Tyr-409, que sdo andlogos a dois residuos de triptofano correspondentes, Trp-158 e
Trp-237, localizados nos subdominios IB e IIA, respectivamente, € a um residuo de tirosina
correspondente, Tyr-434, situado no subdominio IIIA (a tirosina tem menor contribui¢cao no
processo de interacdo). Através de célculos de docking e comparando-se os resultados de
interacdo entre os flavondides e os dois residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-237) e entre os
flavondides e o residuo de tirosina (Tyr-434), os melhores valores pertencem ao sitio de
ligagdo do Trp-237 em 10 A, onde a maior interacio ocorreu com a agatisflavona (ATF) e a
menor interagdo foi com a quercetina (QUE). Dessa forma, as regides principais para a
ligacdo dos flavondides (QUE, ATF, OMA, AMF e DOF) com os sitios de ligacdo da ASB
estdo localizadas em cavidades hidrofébicas nos subdominios IB e IIA (consistentes com 0s
sitios T e II) e os residuos de triptofano (Trp-158 e Trp-237) de ASB estdo nesses
subdominios, respectivamente. Existe uma grande cavidade hidrofébica presente no
subdominio IIA, onde os flavonéides podem se ligar com o residuo de triptofano Trp-237 (o
melhor sitio de ligagdo com os flavondides estd no Trp-237), formando o complexo
flavon6ide-ASB.
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7 SUGESTOES FUTURAS

Estudar a interac@o entre a albumina sérica bovina (ASB) e os flavondides (quercetina,
agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona) por
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel e por espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia e dicroismo circular em diferentes temperaturas, mantendo-se fixa a
concentracdo de flavonodides e utilizando-se a albumina sérica bovina como supressor, pH =
7,4, em PBS.

Estudar a interacao entre albumina sérica humana (HSA) e os flavondides (quercetina,
agatisflavona, 77-O-metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona) por
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel e por espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia e dicroismo circular em diferentes temperaturas, mantendo-se fixa a
concentracdo de albumina sérica humana e utilizando-se os flavondides como supressores, pH
=7,4, em PBS.

Estudar a interacao entre albumina sérica humana (HSA) e os flavondides (quercetina,
agatisflavona,  7”-O-metilagatisflavona, amentoflavona e diidroochnaflavona) por
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta/visivel e por espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia e dicroismo circular em diferentes temperaturas, mantendo-se fixa a
concentracdo de flavonodides e utilizando-se a albumina sérica humana como supressor, pH =
7,4, em PBS.
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ANEXO A

A.1 Flavonéides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF), beta-naftoflavona (S-NAF),
tioflavona (TFA), S,S-dioxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)) e tiocromanona (TCR)

Os flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a-NAF), beta-naftoflavona (f-
NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)) e tiocromanona
(TCR) foram analisados por algumas técnicas. O peso molecular, o ponto de fusdo, o teste de
solubilidade e a determinac@o do coeficiente de absor¢ao molar (absortividade molar) acerca
desses compostos estdo descritos a seguir.

A.1.1 Peso molecular e ponto de fusao

Os pesos moleculares (PM) dos flavondides e da tiocromanona descritos na literatura
[www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemical-synthesis/chemical-synthesis-catalog.html]estdo
apresentados na Tabela A.1.

Os pontos de fusdo (p.f.), ndo corrigidos, dos flavondides (flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (&-NAF), beta-naftoflavona (B#-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA)) e da tiocromanona (TCR), foram medidos. Seus valores foram bem
parecidos com os da literatura = [www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemical-
synthesis/chemical-synthesis-catalog.html], indicando que as amostras, provavelmente,
estavam puras, conforme mostrado na Tabela A.1.

Tabela A.1. Peso molecular (da literatura [www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemical-
synthesis/chemical-synthesis-catalog.html]) e ponto de fusdo (medido e da literatura
[www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemical-synthesis/chemical-synthesis-catalog.html]) dos
flavonéides e da tiocromanona (TCR).

P PM (g/mol) 1. (°0O) £.(°O)
Molécula (literiura) (Il)nedido) (liI;eratura)

Flavona (FVA) 222,24 98+2 97 -98.5
Alfa-naftoflavona (a~-NAF) 272,30 1572 156 — 159
Beta-naftoflavona (S-NAF) 272,30 166 £2 164 — 166
Tioflavona (TFA) 238,31 125+2 125 - 127
S,S-Diéxidotioflavona (SDF) 270,31 1332 -
Flavanona (FNA) 224,26 74+2 76 -78
Tiocromanona (TCR) 164,23 30+2 28 - 30

A.1.2 Teste de solubilidade
A solubilidade dos flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~-NAF), beta-
naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)) e da

tiocromanona (TCR), foi avaliada frente a varios solventes e estd mostrada na Tabela A.2.

Tabela A.2. Solubilidade dos flavondides e da tiocromanona (TCR) em diversos solventes.

Molécula/Solvente Solubilidade
Flavona (FVA)
Agua destilada insoldvel
Metanol soldvel
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Etanol soldvel
Acetato de Etila solivel
Acetona soldvel
Acetonitrila soluvel
Diclorometano soldvel
Cloroformio solivel
Cicloexano soldvel
Hexano insolivel
Alfa-naftoflavona (a-NAF)
Agua destilada insoldvel
Metanol solivel a quente
Etanol soldvel a quente
Acetato de Etila soluvel
Acetona soldvel a quente
Acetonitrila solivel
Diclorometano soldvel
Cloroformio solivel
Cicloexano soldvel
Hexano insoludvel
Beta-naftoflavona (5-NAF)
Agua destilada insoluvel
Metanol soldvel a quente
Etanol solivel a quente
Acetato de Etila soldvel
Acetona soldvel a quente
Acetonitrila soldvel
Diclorometano soldvel
Cloroférmio soldvel
Cicloexano solivel
Hexano insoluvel
Tioflavona (TFA)
Agua destilada insoldvel
Metanol solivel a quente
Etanol solivel a quente
Acetato de Etila solivel
Acetona soldvel a quente
Acetonitrila Solivel
Diclorometano Soluvel
Cloroformio Solivel
Cicloexano Soluvel
Hexano insolivel
S,S-Diéxidotioflavona (SDF)
Agua destilada insoluvel
Metanol soldvel
Etanol soldvel
Acetato de Etila solivel
Acetona soluvel
Acetonitrila soldvel
Diclorometano soldvel
Cloroférmio soldvel

161



Cicloexano soluvel

Hexano insolivel
Flavanona (FNA)

Agua destilada insoluvel
Metanol soldvel
Etanol soluvel
Acetato de Etila soldvel
Acetona solivel
Acetonitrila soldvel
Diclorometano soldvel
Cloroférmio soldvel
Cicloexano soluvel
Hexano soldvel

Tiocromanona (TCR)

Agua destilada insoldvel
Metanol soldvel
Etanol soldvel
Acetato de Etila solivel
Acetona soldvel
Acetonitrila solivel
Diclorometano soldvel
Cloroformio soluvel
Cicloexano soldvel
Hexano soldvel

A.1.3 Caracterizaciao

Os flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a-NAF), beta-naftoflavona (f-
NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)) e tiocromanona
(TCR) foram caracterizados por determinacdo estrutural, utilizando-se as seguintes técnicas:
espectroscopia de infravermelho (FTIR), Anexo A, ressonincia magnética nuclear de 'H e de
BC (RMN 'H e °C), Anexo B, e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), Anexo C. Seus resultados foram condizentes com os da literatura, indicando que
essas amostras de flavonéides e tiocromanona (TCR) estavam realmente puras. Os espectros
caracteristicos de cada uma delas estdo apresentados nos Anexos A.A, A.Be A.C.

A.1.3.1 Flavona (FVA)

Aspecto: sélido branco.

p.f.=98 °C £ 2 °C (Lit. 97 °C - 98,5 °C)

FTIR (KBr) (cm'l): 3070 (vc.g (aromatico)); 1645 (vc-o (cetona aromadtica)); 1604
(Ve=c conjugada com C=0); 1604, 1567 e 1465 (vc=c (vibracdes de esqueleto aromético)); 767
(0c.y (4H vizinhos de aromatico)); 767 e 673 (dc.y (SH vizinhos de aromatico)).

RMN 'H (CDCls) (ppm):
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\ * 6,70 [s (H3), 1H)];
e 735 [m (He, Hg, Hy, Hy e

! Hs:), SHJ;
7 ) e 7,57 [m (Hy), IH];
e 7,77 [m (Hy e Hg), 2H];
6 e 8,11 [dd (Hs), 1H).

4
o

m/z (%): 222 (100), 206 (1), 194 (28), 181 (1), 165 (3), 152 (1), 139 (2), 120 (3), 102
(2), 92 (25),76 (2), 63 (14), 50 (3).

A.1.3.2 Alfa-naftoflavona (a-NAF)

Aspecto: sélido amarelado.

p.f.=157°C=x2 °C (Lit. 156 °C - 159 °C)

FTIR (KBr) (cm'l): 3046 (vcg (aromético)); 1641 (ve—c conjugada com C=0); 1629
(Vc=o (cetona aromdtica)); 1569, 1510 e 1438 (vc=c (vibragdes de esqueleto aromético)); 823
(8c.u (2H vizinhos de aromatico)); 781 (0c.y (4H vizinhos de aromatico)); 761 e 698 (6c.u (SH
vizinhos de aromatico)).

RMN 'H (CDCls) (ppm):

e 06,71 [s (Hs), IH)];

7,42 [1’1’1 (H6, H13, H3’, H4’ €
Hs), SH];

7,64 [m (Hy4), IH];

7,74 [m (Hs e Hy»), 2H);

7,91 [d (Ha e Hg'), 2H];

8,20 [m (H;s), 1H).

m/z (%): 272 (100), 257 (1), 244 (10), 229 (1), 215 (2), 188 (1), 170 (53), 142 (7), 114
(25), 102 (4), 88 (6), 74 (4), 63 (4), 50 (5).

A.1.3.3 Beta-naftoflavona (S-NAF)

Aspecto: solido amarelo alaranjado (mostarda).

p.f.=166 °C £ 2 °C (Lit. 164 °C - 166 °C)

FTIR (KBr) (cm'l): 3052 (vc.g (aromatico)); 1637 (vc-o (cetona aromatica)); 1600
(Ve=c conjugada com C=0); 1600, 1511 e 1448 (vc=c (vibracdes de esqueleto aromadtico)); 823
(0c.u (2H vizinhos de aromatico)); 755 (dc.y (4H vizinhos de aromatico)); 755 e 686 (6c.y (SH
vizinhos de aromatico)).

RMN 'H (CDCl3) (ppm):
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* 6,97 [s (H;), IH)];

e 7,31 [m (Hs), 1H)];

7,52 [m (His, Hs, Hy e Hs),
4H];

7,72 [m (H;3), 1H];

7,88 [m (His, Hy: € Hg'), 3H];
8,04 [d (Hy), 1H);

10,04 [d (H;»), 1H).

m/z (%): 272 (100), 244 (48), 230 (1), 216 (4), 190 (1), 170 (22), 158 (1), 142 (22),
114 (23), 102 (3), 88 (6), 76 (5), 63 (5), 50 (7).

A.1.3.4 Tioflavona (TFA)

Aspecto: sélido marfim.

p.f.=125°C*2 °C (Lit. 125 °C - 127 °C)

FTIR (KBr) (Cm'l): 3066 (vc.g (aromatico)); 1619 (ve-o (cetona aromatica)); 1587
(vc=c conjugada com C=0); 1587, 1483 e 1439 (vc=c (vibracdes de esqueleto aromético)); 759
(0c.u (4H vizinhos de aromatico)); 730 € 696 (dc.y (SH vizinhos de aromatico)); 665 (vc.s).

RMN 'H (CDCl3) (ppm):

3 e 726 [m (H; e Hy), 2H)];
4 e 7.49 [m (Hg, Hs e Hs), 3H];
, K e 7.62 [m (Hs, H;, Hy e Hg),
4H];

e 8,53 [m (Hs), 1H).

4
o

m/z (%): 238 (100), 210 (52), 196 (1), 178 (3), 165 (6), 152 (1), 136 (20), 108 (17), 92
(2), 76 (8), 50 (10).

A.1.3.5 §,S-Dioxidotioflavona (SDF)

Aspecto: s6lido amarelo.

p.f.=133°C=x2°C (Lit. —)

FTIR (KBr) (cm'l): 3060 (vc.g (aromatico)); 1652 (vc-o (cetona aromadtica)); 1589
(ve=c conjugada com C=0); 1589, 1500 e 1440 (vcc (vibracdes de esqueleto aromaético));
1292 e 1151 (vs=0); 755 (8c.y (4H vizinhos de aromatico)); 738 e 676 (6c.y (SH vizinhos de
aromatico)); 659 (vc.s).

RMN 'H (CDCls) (ppm):

e 6,83 [s (H3), 1H)];

e 7,51 [m (Hy, Hy e Hy), 3H];

e 783 [m (H6, H;, Hy e Hg),
4H];

e 8,10 [m (Hg), 1H];

e 8,21 [m (Hs), 1H].
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m/z (%): 270 (5), 238 (75), 222 (5), 210 (45), 195 (2), 178 (15), 165 (12), 149 (9), 136
(22), 105 (100), 89 (5), 76 (77), 63 (14), 50 (43).

A.1.3.6 Flavanona (FNA)

Aspecto: solido branco.

p.f.=74°C+ 2 °C (Lit. 76 °C — 78 °C)

FTIR (KBr) (cm™): 3039 (ven (aromaético)); 2896 (vs cm.); 1687 (ve—o (cetona
aromédtica)); 1606 (vc=c conjugada com C=0); 1606, 1577 e 1456 (vc=c (vibracdes de
esqueleto aromatico)); 1456 (35 cu:); 765 (0c.u (4H vizinhos de aromatico)); 765 e 700 (0c.u
(5H vizinhos de aromatico)).

RMN 'H (CDCls) (ppm):

2,95 [m (Hsz (3ae 3b)), 2H)];
5,44 [dd (Hy), 1H];

7,03 [m (He e Hy), 2H];

7,43 [m (Hg, Hz’, H3’, H4’, H5’
e He), 6H];

e 7,93 [m (Hs), 1H].

=
e o o o

4
|
(0]

m/z (%): 223 (100), 207 (13), 196 (1), 182 (1), 165 (1), 147 (23), 131 (4), 121 (8), 103
(4), 92 (28),77 (2), 63 (16), 51 (2).

A.1.3.7 Tiocromanona (TCR)

Aspecto: solido amarelo ou liquido amarelo, dependendo da temperatura, pois
apresenta baixo ponto de fusdo.

p.f. =30 °C %2 °C (Lit. 28 °C - 30 °C)

p.e.=153°C %2 °C (Lit. 154 °C)

FTIR (KBr) (cm'l): 3066 (vc.g (aromatico)); 2958 (Vas cmo); 2921 (Vs cno); 1679 (ve—o
(cetona aromatica)); 1592 (vc—c conjugada com C=0); 1592 e 1457 (vc=c (vibragdes de
esqueleto aromético)); 1436 (8as cn); 761 (dc.n (4H vizinhos de aromadtico)); 653 (vc.s).

RMN 'H (CDCls) (ppm):

2,94 [m (H3 (3a e 3b)), 2H)];
3,19 [m (H, (2a e 2b)), 2H)];
7,13 [m (Hy), IH)];
7,24 [m (He), IH)];
7,34 [m (H7), 1H)];
8,07 [dd (Hs), 1H).

8

7 9 S 2
6@;)3
s

0

m/z (%): 164 (100), 152 (1), 136 (68), 121 (1), 108 (28), 92 (2), 82 (5), 69 (8), 63 (4),
50 (3).
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A.1.4 Determinacao do coeficiente de absor¢ao molar (coeficiente de extincao molar ou
absortividade molar) (€) para os flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (~NAF),
beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona
(FNA)) e tiocromanona (TCR)

Primeiramente, solu¢des de concentracdo aproximadamente 1,00 x 10~ mol/L de
flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (aNAF), beta-naftoflavona (S-NAF),
tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA)) e tiocromanona (TCR) em
diclorometano foram preparadas em baldo volumétrico de 5 mL. Para cada amostra, em uma
célula de quartzo (cubeta) com 2 faces polidas foram colocados 3 mL de diclorometano para
se obter curvas de UV das amostras, lidas por espectroscopia de absorcio no
ultravioleta/visivel (UV-Vis). Adi¢des da solucao 1,00 x 107 mol/LL de flavonéides e
tiocromanona (TCR) em diclorometano foram feitas a essa cubeta (contendo 3 mL de
diclorometano) de 30 pLL em 30 pL, de modo a ser obtida uma curva de UV para cada adicao
de 30 pL. Desse modo, foi possivel construir um grafico de absorbancia (A) x concentracao
(C) de flavondides e de tiocromanona na cubeta para cada amostra, que € representado por
uma reta (€ linear, quando a Lei de Lambert-Beer é seguida), e a partir de cada grafico foi
determinado o coeficiente de absor¢do molar (absortividade molar) (€), o qual € o coeficiente
angular da reta.

Para os célculos de cada concentracdo na cubeta, ap6s a adi¢ao de cada um dos 30 pL,
foi feito o seguinte (Equacdo A.1):

M=m/(PMx V)
Equacao A.1. Equacdo para calcular a concentracdo na cubeta.

Onde: M = molaridade (mol/L);
m = massa de flavondides e de tiocromanona (g);
PM = peso molecular de flavonoéides e de tiocromanona (g/mol);
V = volume da solu¢do de flavondides e de seus derivados =5 mL = 0,005 L (L).

Em 5 mL de solucdo de concentracdo aproximadamente 1x10~ mol/L de flavondides e
de tiocromanona, as concentragdes dependiam do PM de cada amostra, e por isso, variavam
para cada amostra, porém, todas eram na ordem de 107,

A.1.4.1 Calculo da concentracio de flavona (FVA) na cubeta

Solucao de flavona em diclorometano:
M =0,0015 /(222,24 x 0,005)
M = 1,35x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de flavona tinha-se x mol de flavona:
1,35x107 mol -------- 1L
D @01 170) (R —— 5mL=0,005L
X = 6,75x10° mol
Em uma aliquota de 30 puL = 0,000030 L desta solu¢ao de flavona (5 mL = 0,005 L)
tinha-se y mol de flavona:
6,75x10° mol -------- 5 mL = 0,005 L
y mol -------------- 30 uL =0,000030 L
y = 4,05x10" mol
Adicionando-se 4,05x10”® mol de flavona (que estava em 30 pL = 0,000030 L de
solucdo de flavona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta, ficou um
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volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solugdo total na cubeta, tinha-se z mol
(concentragdo final na cubeta ap6s a adi¢ao de cada 30 pL de solucdo de flavona):
4,05x10°® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L
Z Mol -------------—- 1000mL =1L
zZ= 1,34)(10'5 mol, que estava contido em 1 L de solugdo de flavona
Sendo assim, foram feitos esses célculos para cada adicdo de 30 pL. em 30 pL (30 pL,
60 pL, 90 pL e 120 pL).

A.1.4.2 Célculo da concentracio de alfa-naftoflavona (a-NAF) na cubeta

Solucio de alfa-naftoflavona em diclorometano:
M =0,0015 /(272,30 x 0,005)
M = 1,10x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solucdo de alfa-naftoflavona tinha-se x mol de alfa-
naftoflavona:
1,10x10” mol -------- 1L
X MOl ~—--=mmm - 5mL =0,005L
X = 5,51)(10'6 mol
Em uma aliquota de 30 pL. = 0,000030 L desta solu¢do de alfa-naftoflavona (5 mL =
0,005 L) tinha-se y mol de alfa-naftoflavona:
5,51x10° mol ~—------ 5mL =0,005L
y Mol -------------- 30 uL = 0,000030 L
y = 3,31x10® mol
Adicionando-se 3,31x10™® mol de alfa-naftoflavona (que estava em 30 pL = 0,000030
L de solugdo de alfa-naftoflavona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta,
ficou um volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solucao total na cubeta, tinha-se z
mol (concentracdo final na cubeta apds a adicdo de cada 30 pl. de solugcdo de alfa-
naftoflavona):
3,31x10® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L
Z mol -------------—- 1000mL =1L
z =1,09x10” mol, que estava contido em 1 L de solu¢do de alfa-naftoflavona
Sendo assim, foram feitos esses cédlculos para cada adicdo de 30 pLL em 30 pL (30 pL,
60 uL, 90 uL e 120 pL).

A.1.4.3 Calculo da concentracio de befa-naftoflavona (S-NAF) na cubeta

Solucido de beta-naftoflavona em diclorometano:
M =0,0015 /(272,30 x 0,005)
M = 1,10x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de bera-naftoflavona tinha-se x mol de beta-
naftoflavona:
1,10x10” mol -------- 1L
X MOl ------------—- 5mL =0,005L
X =5,51x10"° mol
Em uma aliquota de 30 pL = 0,000030 L desta solucdo de bera-naftoflavona (5 mL =
0,005 L) tinha-se y mol de beta-naftoflavona:
5,51x10°° mol -------- 5mL=0,005L
y mol -------------- 30 uL = 0,000030 L
y =3,31x10" mol
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Adicionando-se 3,31x10"8 mol de beta-naftoflavona (que estava em 30 puL = 0,000030
L de solu¢do de beta-naftoflavona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta,
ficou um volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solucao total na cubeta, tinha-se z
mol (concentracdo final na cubeta apés a adi¢cdo de cada 30 pL de solucdo de beta-
naftoflavona):

3,31x10® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L

Z Mol --------mee - 1000mL =1L
z = 1,09x10” mol, que estava contido em 1 L de solucio de beta-naftoflavona

Sendo assim, foram feitos esses cédlculos para cada adicdo de 30 puL. em 30 pL (30 pL,

60 uL, 90 uL e 120 pL).

A.1.4.4 Calculo da concentracio de tioflavona (TFA) na cubeta

Solucdo de tioflavona em diclorometano:
M =0,0013 /(238,31 x 0,005)
M = 1,09x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de tioflavona tinha-se x mol de tioflavona:
1,09x10” mol -------- 1L
D @01 170) R ——— 5mL=0,005L
X = 5,46x10° mol
Em uma aliquota de 30 pL = 0,000030 L desta soluc¢ao de tioflavona (5 mL = 0,005 L)
tinha-se y mol de tioflavona:
5,46x10°° mol -------- 5mL=0,005L
y mol -------------- 30 uL =0,000030 L
y =3,27x10" mol
Adicionando-se 3,27x10® mol de tioflavona (que estava em 30 pL = 0,000030 L de
solucdo de tioflavona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta, ficou um
volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solucdo total na cubeta, tinha-se z mol
(concentragdo final na cubeta apds a adi¢ao de cada 30 pL de solucdo de tioflavona):
3,27x10™® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L
Z Mol -------------—- 1000mL =1L
zZ= 1,08)(10'5 mol, que estava contido em 1 L de solucdo de tioflavona
Sendo assim, foram feitos esses cédlculos para cada adicdo de 30 pL. em 30 pL (30 pL,
60 pL, 90 pL e 120 pL).

A.1.4.5 Calculo da concentracao de S,S-dioxidotioflavona (SDF) na cubeta

Solucdo de §,S-diéxidotioflavona em diclorometano:
M =0,0015/ (270,31 x 0,005)
M = 1,11x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de S§,S-diéxidotiotioflavona tinha-se x mol de S,S-
diéxidotioflavona:
1,11x10” mol —------- 1L
D @01 170) (R —— 5mL=0,005L
x =5,55x10° mol
Em uma aliquota de 30 pL. = 0,000030 L desta solu¢ao de S,S-di6xidotiotioflavona (5
mL = 0,005 L) tinha-se y mol de S, S-diéxidotiotioflavona:
5,55x10°° mol -------- 5mL=0,005L
y mol -------------- 30 uL =0,000030 L
y = 3,33x10" mol
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Adicionando-se 3,33x10™® mol de S,S-diéxidotiotioflavona (que estava em 30 pL =
0,000030 L de solucdo de S,S-diéxidotiotioflavona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que
estava na cubeta, ficou um volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solugdo total na
cubeta, tinha-se z mol (concentracdo final na cubeta apds a adicdo de cada 30 pL de solucdo
de S,S-didéxidotiotioflavona):

3,33x10® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L

Z Mol -------------—- 1000mL =1L
z = 1,10x10° mol, que estava contido em 1 L de solugao de S,S-
diéxidotiotioflavona

Sendo assim, foram feitos esses célculos para cada adicdo de 30 pL. em 30 pL (30 pL,
60 pL, 90 pL e 120 pL).

A.1.4.6 Calculo da concentracao de flavanona (FNA) na cubeta

Soluc¢ido de flavanona em diclorometano:
M =0,0015/ (224,26 x 0,005)
M = 1,34x10” mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de flavanona tinha-se x mol de flavanona:
1,34x10” mol -------- 1L
X MOl -~ 5mL =0,005L
X = 6,69)(10'6 mol
Em uma aliquota de 30 pL. = 0,000030 L desta solucao de flavanona (5 mL = 0,005 L)
tinha-se y mol de flavanona:
6,69x10° mol -—------ 5 mL = 0,005 L
y Mol -------------- 30 uL = 0,000030 L
y =4,01x10® mol
Adicionando-se 4,01x10® mol de flavanona (que estava em 30 puL = 0,000030 L de
solucdo de flavanona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta, ficou um
volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solucdo total na cubeta, tinha-se z mol
(concentragdo final na cubeta ap6s a adi¢ao de cada 30 pL de solucdo de flavanona):
4,01x10® mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L
Z mol -------------—- 1000mL =1L
z =1,32x10" mol, que estava contido em 1 L de solu¢do de flavanona
Sendo assim, foram feitos esses cédlculos para cada adicdo de 30 pL. em 30 pL (30 pL,
60 uL, 90 uL e 120 pL).

A.1.4.7 Calculo da concentracio de tiocromanona (TCR) na cubeta

Solucgido de tiocromanona em diclorometano:
M =0,0021 /(164,23 x 0,005)
M =2,56x107 mol/L
Em 5 mL = 0,005 L de solu¢do de tiocromanona tinha-se x mol de tiocromanona:
2,56x10° mol -------- 1L
D @01 170) [ ——— 5mL=0,005L
x = 1,28x10” mol
Em uma aliquota de 30 pL = 0,000030 L desta solu¢ao de tiocromanona (5 mL =
0,005 L) tinha-se y mol de tiocromanona:
1,28x10” mol -------- 5 mL = 0,005 L
y MOl ------------—- 30 uL. = 0,000030 L
y =7,67x10" mol
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Adicionando-se 7,67)(10'8 mol de tiocromanona (que estava em 30 pL = 0,000030 L
de solucdo de tiocromanona) a 3 mL = 0,003 L de diclorometano que estava na cubeta, ficou
um volume total de 0,00303 L na cubeta. Em 1 L de solugdo total na cubeta, tinha-se z mol
(concentragdo final na cubeta apds a adi¢ao de cada 30 pL de solucdo de tiocromanona):

7,67x10°° mol --------- 3 mL + 30 uL = 0,00303 L

Z Mol -------------—- 1000mL =1L
zZ= 2,53)(10'5 mol, que estava contido em 1 L de solucdo de tiocromanona

Sendo assim, foram feitos esses cédlculos para cada adicdo de 30 pL. em 30 pL (30 pL,

60 pL, 90 pL e 120 pL).

A.1.4.8 Construcio de graficos de absorbancia (A) x concentracio (C) para a
determinacio do coeficiente de absorcio molar (coeficiente de extincdo molar ou
absortividade molar) (¢) para os flavondides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (o~NAF),
beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF) e flavanona
(FNA)) e a tiocromanona (TCR)

Ap6s todos os célculos para cada adi¢do de 30 uLL em 30 pL (30 pL, 60 pL, 90 pL e
120 pL) terem sido feitos, foram construidos graficos representativos, e em seguida, foram
lidos os seus respectivos coeficientes de absorcao molar (absortividade molar) (€). Os graficos
construidos para determinar o coeficiente de absor¢do molar (absortividade molar) (€) para
flavona (FVA), alfa-naftoflavona (a~NAF), beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA),
S,S-diéxidotioflavona (SDF), flavanona (FNA) e tiocromanona (TCR) estao apresentados nas
Figuras A.1e A2, A3e A4, AS5Se A6, A7e A8 A9e A.10,All e A.12,e A.13 e A.14,
respectivamente.

Os valores de coeficiente de correlacdo (R) encontrados (superiores a 0,99) foram
excelentes, garantindo a linearidade, e indicando que a Lei de Lambert-Beer estava sendo
seguida. Como a Lei de Lambert-Beer exige que se trabalhe em condi¢des baixas de
absorbancia (0,2 a 0,8), isso foi respeitado, pois existe um determinado limite de concentracao
que tem que ser respeitado, para que a linearidade ocorra, o que foi o caso deste trabalho.
Quando se trabalha em condi¢cdes muito altas de absorbancia, foge-se do limite de
concentracdo determinado pela Lei de Lambert-Beer e com isso, come¢cam a ocorrer
interacdes intermoleculares, agregados, e outras espécies, e a Lei ndo é mais seguida,
acarretando em curvaturas no grafico de absorbancia (A) x concentracdo (C), e isso ndo foi
observado neste trabalho, até porque os coeficientes de correlacdo encontrados foram muito
bons.

Os valores de € (coeficiente angular da reta) encontrados variaram de 4.425.4
L/cm.mol a 44.506 L/cm.mol, dependendo do comprimento de onda (A) da banda
caracteristica em questdo e do tipo de transicao envolvida. Esses foram superiores a 4.425,4
L/mol, o que € comum para moléculas como as que foram utilizadas, ou seja, moléculas que
apresentam grupo carbonila (C=0) e dupla ligacio (C=C) sendo parte de uma cadeia
conjugada. A absor¢do de 270 nm a 290 nm, caracteristica de presenca de grupo carbonila
(C=0), esta de acordo com a literatura [Atkins e De Paula (2004)]. No caso desses
flavondides, a dupla ligagao (C=C) € parte de uma cadeia conjugada, entdo, as energias dos
orbitais moleculares aproximam-se mutuamente, € a transi¢cdo nn* desloca-se para maiores
comprimentos de onda.
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Figura A.1. Gréfico de absorbancia (A) x concentragcdo (C) para a flavona (FVA), A = 253 nm
e € =25.033 L/cm.mol.
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Figura A.2. Grifico de absorbancia (A) x concentrac¢do (C) para a flavona (FVA), A =293 nm
e €=26.119 L/cm.mol.
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Figura A.3. Gréfico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a alfa-naftoflavona (o
NAF), A =232,5 nm e € = 24.570 L/cm.mol.
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Figura A.4. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a alfa-naftoflavona (o
NAF), A =285,5 nm e € =22.608 L/cm.mol.
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Figura A.5. Grifico de absorbéancia (A) x concentracéo (C) para a beta-naftoflavona (f-
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Figura A.6. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a beta-naftoflavona (-

NAF), A =283,5 nm e € = 33.873 L/cm.mol.
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Figura A.7. Gréfico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a tioflavona (TFA), A =273
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Figura A.8. Grifico de absorbancia (A) x concentracio (C) para a tioflavona (TFA), A = 347

nme €=17.982 L/cm.mol.
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Figura A.9. Gréfico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a S,S-di6xidotioflavona
(SDF), A =236 nm e € = 19.284 L/cm.mol.
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Figura A.10. Grafico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a S,S-diéxidotioflavona
(SDF), A =312,5nm e € = 18.842 L/cm.mol.
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Figura A.12. Gréifico de absorbancia (A) x concentragdo (C) para a flavanona (FNA), A =
319,5nme e ="7.341,8 L/cm.mol.
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Figura A.13. Gréfico de absorbancia (A) x concentrac¢do (C) para a tiocromanona (TCR), A =
247,5nm e € = 14.657 L/cm.mol.
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Figura A.14. Grifico de absorbancia (A) x concentracdo (C) para a tiocromanona (TCR), A =
299 nm e € = 4.425,4 L/cm.mol.

177



Anexo A.A Espectros no infravermelho para os flavondides (flavona (FVA), alfa-
naftoflavona (&-NAF), beta-naftoflavona (S-NAF), tioflavona (TFA), S,S-di6xidotioflavona
(SDF), flavanona (FNA)) e tiocromanona (TCR).

As Figuras A.A.1 a A.A.7 mostram os espectros de infravermelho obtidos por
espectroscopia de infravermelho (FTIR).
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Anexo A.B Espectros de RMN 'H e *C dos flavonéides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona
(+NAF), beta-naftoflavona (f-NAF), tioflavona (TFA), S,S-diéxidotioflavona (SDF),

flavanona (FNA)) e tiocromanona (TCR).
As Figuras A.B.1 a A.B.14 mostram os espectros de RMN 'H e '>C obtidos por

ressondncia magnética nuclear de 'H e de °C (RMN 'H e °C).
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Figura A.B.1. Espectro de RMN 'H da flavona (FVA).
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Figura A.B.12. Espectro de RMN C da flavanona (FNA).
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Figura A.B.13. Espectro de RMN 'H da tiocromanona (TCR).
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Figura A.B.14. Espectro de RMN "°C da tiocromanona (TCR).
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Anexo A.C Espectros de massas dos flavonéides (flavona (FVA), alfa-naftoflavona (o-NAF),
beta-naftoflavona (B-NAF), tioflavona (TFA), S,S-didxidotioflavona (SDF), flavanona
(FNA)) e tiocromanona (TCR).

As Figuras A.C.1 a A.C.7 mostram os espectros de massas obtidos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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Figura A.C.1. Espectro de massas da flavona (FVA).
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Figura A.C.2. Espectro de massas da alfa-naftoflavona (o+NAF).
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Figura A.C.4. Espectro de massas da tioflavona (TFA).
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Figura A.C.6. Espectro de massas da flavanona (FNA).
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Figura A.C.7. Espectro de massas da tiocromanona (TCR).
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Anexo A.D Artigo publicado no JBCS sobre a tiocromanona (TCR).

J. Braz. Chem. Soc., Vol. 21, No. 6, 1071-1076, 2010.
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Phenolic Hydrogen Abstraction by the Triplet Excited State of Thiochromanone:
A Laser Flash Photolysis Study

Alessandra M. Ribeiro," Ada Ruth Bertoti® and José Carlos Netto-Ferreira®"

“Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, 23851-970 Seropédica-RJ, Brazil

"Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Campus de Ondina,
40170-490 Salvador-BA, Brazil

O estado excitado triplete de cetonas pode oxidar substratos bioldgicos acarretando danos a
diversas biomoléculas como aminodcidos, nucleosideos e mesmo DNA. Como parte de nossos
estudos acerca da interaciio entre carbonilas e fendis, foi investigada a reatividade do estado excitado
triplete de tiocromanona (1) frente a fendis, em acetonitrila, empregando a técnica de fotdlise por
pulso de laser de nanossegundo. As constantes de velocidade de supressio obtidas variaram de
(1,1 £0,1) x 10°L mol' s (4-cianofenol) a (5,8 + 1,0) x 10° L mol"' s (hidroquinona). Um gréifico
de Hammett para a reacdo do triplete de 1 com uma série de fendis contendo substituintes polares
resultou em uma constante de reagio p =—0,90. Este valor negativo para a constante de reacfio p
estd plenamente de acordo com um mecanismo envolvendo uma transferéncia acoplada elétron/
préton no processo de transferéncia de hidrogénio do fenol para a carbonila triplete.

Triplet ketones are known to oxidize biological substrates which can lead to damage of several
biomolecules such as amino acids, nucleosides and DNA. As part of our systematic study on the
interaction between carbonyl compounds and phenols, the triplet reactivity of thiochromanone (1)
towards substituted phenols, in acetonitrile, was investigated employing the laser flash photolysis
technique. The quenching rate constants ranged from (1.1 +0.1) x 10* L. mol's! (4-cyanophenol)
to (5.8 £ 1.0) x 10° L mol' s (hydroquinone). A Hammett plot for the reaction of triplet 1 with
phenols containing polar substituents resulted in a reaction constant p =—0.90. This negative value
observed for the reaction constant p is in accord with a mechanism in which the hydrogen transfer
from phenols to the triplet carbonyl involves a coupled electron/proton transfer.

Keywords: thiochromanone, laser flash photolysis, triplet excited state, hydrogen donors
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