\d_i.;\e FEQIE,J_

@w
ﬁi{‘o

o
o% e

L7

.

UJ".‘J'U

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

ESTUDO ESPECTROSCOPICO DA INTERACAO ENTRE DERIVADOS
DE 1,2-NAFTOQUINONAS E ALBUMINA SERICA HUMANA (ASH)

Cosme Henrique Coélho dos Santos de Oliveira

Sob a Orientacdo do Professor
Dr. Francisco de Assis da Silva

e Co-orientacdo do Professor
Dr. Dari Cesarin Sobrinho

Dissertacdo  submetida como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Ciéncias, no
Curso de PoOs-Graduacdo em
Quimica, Area de Concentracio
em Quimica Organica

Seropédica, RJ
Maio de 2014



UFRRJ / Biblioteca Central / Divisdo de Processamentos Técnicos

547
048e

Oliveira, Cosme Henrique Coélho dos Santos de, 1986-
Estudo espectroscopico da interacéo entre
derivados de 1,2-naftoquinonas e albumina sérica

humana (ASH) / Cosme Henrique Coélho dos Santos de
Oliveira. — 2014.
176 f.: il.

Orientador: Francisco de Assis da Silva.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Curso de Pés-Graduacdo em
Quimica, 2014.

Bibliografia: f. 86-92.

1. Quimica organica — Teses. 2. Naftoquinona -
Teses. 3. Albumina — Teses. 4. Analise espectral -
Teses. 1. Silva, Francisco de Assis da, 1954-_ 11I.

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso
de P6s-Graduacao em Quimica. I11. Titulo.




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

COSME HENRIQUE COELHO DOS SANTOS DE OLIVEIRA

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencéo do grau de Mestre em Ciéncias,
no Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, &rea de Concentra¢do em Quimica Organica.

DISSERTACAO APROVADA EM 19/05/2014

Francisco de Assis da Silva, Dr. - Depto. de Quimica/ICE/UFRRJ
(Presidente)

Aurélio Baird Buarque Ferreira, Dr. - Depto. De Quimica/ICE/UFRRJ

Nanci Camara de Lucas Garden, Dra. - Depto. /IQ/UFRJ

Luciano Ramos Suzart, Dra. - Depto. /IQ/UFRJ
(Suplente)

Rodrigo José Correia, Dr. /IQ/UFRJ
(Suplente)



DEDICATORIA

“A vida é a arte do encontro, embora haja
tanto desencontro pela vida.” (Vinicius de

Moraes)

Aos meus pais, Cosme de Oliveira e Lucia
Helena, por toda a dedicacgéo e carinho.



“A mente gque se abre a uma nova idéia jamais
voltara ao seu tamanho original” (Albert

Einstein)



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. e orientador Francisco de Assis da Silva e ao Prof. e co-orientador Dari
Cesarin Sobrinho pela orientacdo, ensinamentos, estimulos e amizade.

Aos meus pais, Cosme de Oliveira e Lucia Helena Coélho dos Santos de Oliveira, pelo
apoio, incentivo, dedicagdo e compreensao em todos os momentos de minha vida.

A minha irm4, Elaine Cristiane Coélho dos Santos de Oliveira, pela paciéncia e
amizade.

As minhas tias, Heloisa Helena e llma Coelho dos Santos, pelo apoio, acolhendo-me
em sua casa em alguns momentos desta dissertacao, e por acreditar no meu potencial.

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

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

Aos meus amigos Thiago, Jodo Victor, Rodolfo, Carlos Alberto, Matheus, Naza,
Jeniffer, Cintia, Rodrigo, Romulo, André, entre outros que, de uma forma ou de outra, sempre
torceram por mim.

A UFRRJ pela sua existéncia e contribuicdo para a minha formagéo.

A CAPES pelo apoio financeiro concedido.



RESUMO

OLIVEIRA, Cosme Henrique Coélho dos Santos de. Estudo espectroscopico da interacdo
entre derivados de 1,2-naftoquinonas e albumina sérica humana (ASH). 2014.
Dissertagdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014,

A interacdo entre albumina sérica humana (ASH) e os derivados da 1,2-naftoquinona
(LF, LF4Me, LF24Me, LF4Br, LFACI, LP4F,LP4AMe e LP24Me), em solucdo tamponada
(PBS, pH = 7,4), foi estudada por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), dicroismo
circular (DC), espectroscopia de emissdo de fluorescéncia e espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia com resolucdo temporal. Os resultados obtidos para as constantes de velocidade
supressdo de fluorescéncia de ASH (kg =~ 102 L/mol.s) e para o tempo de vida de
fluorescéncia t2 (= 6,6 ns) sugerem um mecanismo estatico para o processo de supresséo. Os
valores termodinamicos de energia livre de Gibbs, encontrados para a interacdo das 1,2-
naftoquinonas com a ASH (= -24 a -29 kJ/mol) sugerem a ocorréncia de um processo
espontaneo via um mecanismo reversivel. Ja os valores negativos de AH® e positivos de AS®
encontrados em todos os casos (-6,60 a -21,82 kJ/mol e +10,79 a +64,61 J/mol.K,
respectivamente) indicam que o processo de interacdo ocorre pela formacdo de uma ligacéo
de hidrogénio em ambiente hidrofobico. Os estudos das distancias do raio de Fosrter r, entre
doador e aceptor, (= 2 a 3 nm), indica a ocorréncia de uma forte interacdo entre 1,2-
naftoquinona/ASH que independe da temperatura. A diminuicdo na porcentagem de hélice-a
verificado nos estudos de dicroismo circular (= 60 a 53 %) indicam a ocorréncia da interagdo
entre as 1,2-naftoquinonas com ASH o que pode ser reflexo da mudanca conformacional da
proteina para acomodar melhor os compostos na cavidade hidrofobica da albumina sérica

préximo ao residuo de triptofano.

Palavras-chave: Espectroscopia, naftoquinonas, albumina sérica humana (ASH).



ABSTRACT

OLIVEIRA, Cosme Henrique Coélho dos Santos de. Spectroscopic study of the interaction
between naphthoquinones derivatives and human serum albumin (HSA). 2014.
Dissertation (Master Science in Chemistry, Organic Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014,

The interaction between human serum albumin and derivatives 1,2-naphtoquinones in
buffered solution was studied by UV - Visible, circular dichroism spectroscopy, fluorescence
emission spectroscopy and fluorescence emission spectroscopy with temporal resolution. The
results obtained for the rate constants of fluorescence quenching of HSA [Kq = 102 L .
(mol.s)?] and fluorescence lifetime 12 (~ 6.6 ns ) suggest a static mechanism for the
guenching process . Thermodynamic values for Gibbs energy free found for the interaction
between 1,2-naphtoquinones and ASH (~ -24 to -29 kJ . mol?) suggest the occurrence of a
spontaneous process Vvia reversible mechanism. Already positive and negative values of AH°
and AS° found in all cases (-6.60 to -21.82 kJ/mol and a +64.61 to 10.79 J/mol.K),
respectively , indicating that the interaction occurs by formation of a hydrogen bond at room
hydrophobic . Studies about distances of the rays of Foster, r, between donor and acceptor (~
2-3 nm), indicates a strong interaction between 1,2-naphthoquinone and ASH, which is
independent of temperature. The decrease in the percentage of a-helix verified in studies of
circular dichroism (53 to 60%) indicating the interaction between HSA with 1,2-
naphthoquinonas which may reflect the conformational change of the protein to better
accommodate the compounds in the hydrophobic cavity serum albumin near the tryptophan

residue.

Key words: Spectroscopy, naphthoquinone, human serum albumin (HSA).



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

AD Agua milli-Q

ASB Albumina sérica bovina

ASH Albumina sérica humana

BSA Bovine serum albumin

DC Dicroismo circular

HSA Human serum albumin

LF 2-fenil-2,3-diidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona

LF4CI 2-(4-clorofenil)-2,3-diidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona

LF4Br 2-(4-bromofenil)-2,3-diidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona

LF4Me 2-(4-metilfenil)-2,3-diidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona

LF24Me 2-(2,4-dimetilfenil)-2,3-diidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona
LP4F 2-(4-fluorofenil)-3,4-diidro-2H-benzo(h)-cromeno-5,6-diona
LP4Me 2-(4-metilfenil)-3,4-diidro-2H-benzo(h)-cromeno-5,6-diona
LP24Me 2-(2,4-dimetilfenil)-3,4-diidro-2H-benzo(h)-cromeno-5,6-diona
MEOH Metanol

MRE Elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
PBS Phosfate buffer solution

UV-Vis Espectrometria no ultravioleta/visivel
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Figura 45 - Espectros de dicroismo circular de ASH (pH = 7,4), Casn = 1,00 x 10 mol/L, a
T=305K,310Ke 315K, 77

Figura 46 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LF, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cr = 0;
3,98 ;7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L,a T = 305 K. 78



Figura 47 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH : LF, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cf = 0;
3,98 ;7,94;: 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 310 K. 78

Figura 48 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LF, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cr¢ = 0;
3,98 ;7,94: 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T =315 K.
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Figura 49 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) (Casn = 1,00 x 10 mol/L. O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 82

Figura 50 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF) (Cast = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 1,44; 2,86;
4,28; 5,68; 7,08; 8,47; 9,85; 11,20; 22,40 e 44,80 (x10°® mol/L) a T = 298 K. O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 83

Figura 51 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LF4Br, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrsr = 0; 0,33; 0,66; 9;90; 1;32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L. 95

Figura 52 - Espectros de absor¢do no UV-Vis normalizados para solu¢do de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinona
(LF4Br) Crrser = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Br em PBS, Cr = 0,99 x 107
mol/L. 95

Figura 53 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF4Br, Cast = 1,00 x 10° mol/L e Crssr = 0; 0,33; 0,66;
9:90; 1;32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 (x 10°) mol/L, a T = 310 K. 96

Figura 54 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LF4Br. 96

Figura 55 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LF4Br. 97

Figura 56 — Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela LF4Br. 97

Figura 57 — Gréafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LF4Br. 98

Figura 58 — Sobreposi¢éo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Br. Casy = Ciragr = 1,00 x 10™° mol/L.

98



Figura 59 — Sobreposicéo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Br. Casn = Crasr = 1,00 x 10™° mol/L.
99

Figura 60 — Sobreposi¢éo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Br. Casn = Crrasr = 1,00 x 10™° mol/L.
99

Figura 61 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas proporcgdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crrssr = 0; 3,98; 7,94;
15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T = 305 K. 100

Figura 62 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas proporcgdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crrssr = 0; 3,98; 7,94;
15,75 e 31,01(x 10 mol/L, a T = 310 K. 100

Figura 63 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas proporcgdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 108 mol/L e Cyrsr =0; 3,98; 7,94;
15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T =315 K. 101

Figura 64 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF4Br) (Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrer = 0; 2,62;
5,22; 7,80; 10,40; 12,90; 15,50; 18,00; 20,50; 39,90; 76,00 (x 10" mol/L). O decaimento curto
corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 101

Figura 65 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LF4Cl , Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crraci = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L. 102

Figura 66 - Espectros de absorcédo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Cast = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinona
(LF4Br) CiLrser = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Br em PBS, C.r = 0,99 x 10°
mol/L. 103

Figura 67 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF4CI, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Craci = 0; 0,33; 0,66;
0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 (x 10°) mol/L,a T = 310 K. 103

Figura 68 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LF4CI. 104

Figura 69 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LFACI. 104

Figura 70 — Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela LF4CI. 105

Figura 71 — Gréafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela naftoquinona LF4CI. 105



Figura 72 — Sobreposi¢éo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4CI, Casn = Crraci = 1,00 X 10° mol/L.
106

Figura 73 — Sobreposicéo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorg¢do UV da LF4CI, Casn = Crraci = 1,00 X 10° mol/L.
106

Figura 74 — Sobreposicéo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
=315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorg¢io UV da LFACI, Cask = CLraci = 1,00 X 10° mol/L.
107

Figura 75 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4CI, nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4CI, Casn = 1,00 x 10°® mol/L e Crrsci = 0; 3,98; 7,94;
15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T = 305 K. 107

Figura 76 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4CI, nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LFA4CI, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Ccuasr = 0; 3,98; 7,94;
15,75 e 31,01(x 10 mol/L, a T = 310 K. 108

Figura 77 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2naftoquinona
(CH35F), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LFACI, Casn = 1,00 x 10 mol/L
e Crract = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01(x 10®) mol/L, a T = 315 K. 108

Figura 78 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF4CI) (Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crraci = 0; 1,07;
2,13; 3,19; 4,24; 5,28; 6,31; 7,34; 8,36; 16,3; 31,00 (x 10® mol/L). O decaimento curto
corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 109

Figura 79 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L. 110

Figura 80 - Espectros de absor¢do no UV-Vis normalizados para solu¢do de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinona
(LF4Me) Crrame = 0,99 x 107° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Me em PBS, C.r = 0,99 x 10°
% mol/L. 110

Figura 81 — Espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cirrame = 0; 0,33;
0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 e (x 10°) mol/L, a T = 310 K. 111

Figura 82 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LF4Me. 111

Figura 83 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LF4Me. 112



Figura 84 — Grafico de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela LF4Me. 112

Figura 85 — Gréafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LF4Me. 113

Figura 86 — Sobreposi¢éo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢ido UV da LF4Me, Casn = Crrame = 1,00 x 107
mol/L. 113

Figura 87 — Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Me, Casn = Crrame = 1,00 x 107
mol/L. 114

Figura 88 — Sobreposicédo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Me, Casn = Crrame = 1,00 x 107
mol/L. 114

Figura 89 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 3,98; 7,94;
15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T = 305 K. 115

Figura 90 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 3,98; 7,94;
15,75 e 31,01(x 10®) mol/L, a T = 310 K. 115

Figura 91 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas proporcgdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 3,98; 7,94;
15,75 e 31,01(x 10®) mol/L, a T = 315 K. 116

Figura 92 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF4Me) (Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 4,58;
9,14 (x 10° mol/L); 1,37; 1,82; 2,26; 2,71; 3,15; 3,58, 6,99 e 13,30 (x 10°mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 116

Figura 93 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LF24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cr2ame = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L. 117

Figura 94 - Espectros de absor¢do no UV-Vis normalizados para solu¢do de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinona
(LF24Me) Crraame = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF24Me em PBS, CiLr2ame =
0,99 x 10”° mol/L. 118

Figura 95 — Espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crr2ame = 0; 0,33;
0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L, a T = 310 K. 118



Figura 96 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LF24Me. 119

Figura 97 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressédo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LF24Me. 119

Figura 98 — Grafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela LF24Me. 120

Figura 99 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc =280 nm) LF24Me. 120

Figura 100 — Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF24Me, Casn = Crr2ame = 1,00 x 107
mol/L. 121

Figura 101 — Sobreposicao entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF24Me, Casn = Crr2ame = 1,00 x 107
mol/L. 121

Figura 102 — Sobreposicao entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF24Me, Casn = Crr2ame = 1,00 x 107
mol/L. 122

Figura 103 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Ciroame =
0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01(x 10°) mol/L, a T = 305 K. 122

Figura 104 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Ciroame =
0; 3,98; 7,94; 15,75 ¢ 31,01(x 10°) mol/L, a T = 310 K. 123

Figura 105 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Ciroame =
0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T = 315 K. 123

Figura 106 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragBes de 1,2-naftoquinona (LF24Me) (Casn = 1,00 x 10”° mol/L e Cirzame = 0; 3,92;
7,81; 11,70; 15,50; 19,30; 23,10; 26,90; 30,60; 59,70 e 114,00 (x 10°° mol/L). O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 124

Figura 107 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LP4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crpame = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 107°) mol/L. 125

Figura 108 — Espectros de absorcdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10 mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona (LP4Me) Cipame = 0,99 x 10 mol/L e da 1,2-naftoquinona LP4Me em PBS,
Crpame = 0,99 x 10° mol/L. 125



Figura 109 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LP4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cypame = 0; 0,25;
0,50; 0,74; 0,98; 1,22; 1,46; 1,69 e 1,92(x 10°) mol/L, a T = 310 K. 126

Figura 110 — Gréafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280
nm) pela LP4Me. 126

Figura 111 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LP4Me. 127

Figura 112 — Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LP4Me. 127

Figura 113 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LP4Me. 128

Figura 114 — Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Crpame = 1,00 x 107
mol/L. 128

Figura 115 — Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Crpame = 1,00 x 107
mol/L. 129

Figura 116 — Sobreposicao entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Crpame = 1,00 x 107
mol/L. 129

Figura 117 — Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas proporcdes
1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cpame=0; 3,98; 7,94;
15,75 € 31,01(x 10°) mol/L, a T = 305 K. 130

Figura 118 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cipame =0;
3,98; 7,94; 15,75 € 31,01(x 10®) mol/L, a T = 310 K. 130

Figura 119 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crpame =0;
3,98; 7,94; 15,75 € 31,01(x 10®) mol/L, a T = 315 K. 131

Figura 120 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragBes de 1,2-naftoquinona (LP4Me) (Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crpave = 0; 3,72;
7,42; 11,10; 14,70; 18,40; 22,00; 25,50; 29,10; 56,70 e 108,00 (x 10°° mol/L). O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). 131

Figura 121 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) em LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crp2ame =0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 e 2,60 (x 107°) mol/L. 132



Figura 122 - Espectros de absorcdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10 mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona (LP24Me) Cpzame = 0,99 x 10”° mol/L e da 1,2-naftoquinona LP24Me em PBS,
Crr2ame = 0,99 x 10°° mol/L. 133

Figura 123 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cypzame = 0; 0,33;
0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 (x 10°) mol/L,a T = 310 K. 133

Figura 124 — Gréafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280
nm) pela LP24Me. 134

Figura 125 — Gréfico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LP24Me. 134

Figura 126 — Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela LP24Me. 135

Figura 127 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela LP24Me. 135

Figura 128 — Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP24Me, Casn = Crp2ame = 1,00 x 107
mol/L. 136

Figura 129 — Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP24Me, Casn = Crp2ame = 1,00 x 107
mol/L. 136

Figura 130 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP24Me, Casn = Crp2ame = 1,00 x 107
mol/L. 137

Figura 131 — Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP24Me, Casn = 1,00 x 10® mol/L e
Crp2ame=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01(x 10®) mol/L, a T = 305 K. 137

Figura 132 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cip2ame
=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01(x 10 mol/L, a T = 310 K. 138

Figura 133 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
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1 INTRODUCAO

1.1 As Quinonas

As quinonas podem ser definidas quimicamente como compostos formados a partir da
oxidacdo de fendis. Sua principal caracteristica estrutural € a presenca de dois grupos
carbonilicos formando um sistema conjugado. Esses compostos podem ser agrupados em
diferentes classes que estdo baseadas nos diversos tipos do sistema ciclico (Figura 1):

a) Benzoquinonas sdo compostos dicarbonilicos conjugados que possuem apenas um
anel benzénico.

b) Naftoquinonas dividem-se em 1,2 e 1,4-naftoquinonas, dependendo da posicdo dos
grupos carbonilicos.

c) Antraquinonas podem ser definidas quimicamente como substancias fendlicas
derivadas da dicetona do antraceno sendo caracterizado por ser uma para-gquinona.

d) Fenantrenoquinonas sdo derivadas do fenantreno, sendo esta ultima uma orto-

b oo ol

a) b) C)

quinona.

Figura 1 — Estrutura para os diferentes tipos de quinonas

Na natureza as quinonas sdo encontradas em varias familias de plantas, fungos,
bactérias e insetos, e se destacam por apresentar atividade antimaléria [Santos et al. (2004),
Fieser (1927) e Fieser et al. (1948)], antitumoral [Silva et al. (2003), Liu et al. (2004) e Asche
(2005)], antiviral [Pinto et al. (1987)], anti-inflamatoria [Almeida et al. (1990)],
antibacteriana [Guiraud et al. (1994)], antifingica [Garnier et al. (1996) e Almeida et al.
(1990)], tripanossomicida [Pinto et al. (2000), De Moura et al. (2001) e Garnier et al (1996)],
moluscicida [Santos et al. (2000), Dos Santos et al. (2001), Asche (2005) e Barbosa et al.
(2005)], leishmanicida [Teixeira et al. (2001)], antiprotozoario [ De Moura et al. (2001) e



Zani et al. (1997)] e inibidora da enzima transcriptase reversa do virus HIV [Stagliano et al.
(2006) e Zani et al. (1997)].

1.1.1 As naftoquinonas

Naftoquinonas sdo substancias com grande importancia na quimica medicinal, o que
se deve a sua capacidade de atuar como um agente oxirredutor atraves da parte quinoidal,
podendo assim atuar no transporte de elétrons e processos de fosforilagdo oxidativa.

Inicialmente foi utilizada na inddstria dos corantes. As naftoquinonas naturais, como a
lawsona (1), juglona (2), plumbagina (3), lapachol (4), e shicona (5) foram isoladas de fontes
vegetais e se destacam por seus usos na medicina tradicional [Bruneton (2001)].
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Outros exemplos de naftoquinonas naturais sdo: a-lapachona (6), p-lapachona (7),
estreptonigrina (8) e urdamicinona (9), as quais possuem uma grande variedade de diferentes

tipos de atividades biologicas.
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Duas substéncias sintéticas derivadas do lapachol, a atovaquona (10) e a buparvaquona
(11) encontram-se sob forma comercial, sendo a primeira antimalarica, contra protozoarios do

género Plasmodium [Chukwuemeka (1999)] e a segunda, contra leishmaniose animal.
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1.1.2 O Lapachol

Os estudos com o lapachol (4) tiveram seu inicio com os trabalhos de Arnaudon que
foi o primeiro a proceder ao seu isolamento do cerne de uma arvore Argentina, conhecida
pelos indios como lapacho [Arnaudon (1858)], sendo que Paternd realizou uma série de
estudos na tentativa de elucidar a estrutura do lapachol [Paterno (1882)].

Atualmente sabe-se que o lapachol (4) pode ser isolado a partir de inUmeras especies
de plantas das Familias Bignoniaceae, Verbenaceae e Proteaceae. No Brasil o lapachol (4)
pode ser encontrado em grandes quantidades nas arvores da espécie Tabebuia impetiginosa.
(Ipé) sendo facilmente obtido por método de extracdo &cido-base [Ferreira (1996)].

Uma proposta estrutural foi sugerida por Hooker [Hooker (1892) e Hooker (1896)],
sendo que a sua elucidacdo se deu posteriormente por Fieser, através de sua sintese pela
alquilacdo do sal de prata da lausona (12) a (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) com 1-bromo-3-

metil-3-buteno, em uma solucgdo etérea a 0°C [Fieser (1927)] (Esquema 1).
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Desde a descoberta de sua atividade biologica contra o carcinoma de Walker-256 [Rao
et al. (1968)], o lapachol (4) vem sendo alvo de inUmeras pesquisas, nas quais sdo propostas
modificagdes estruturais de forma a obter novos compostos bioativos.

Entre esses métodos de sintese podemos destacar as reacdes de acoplamento propostas
por Ghera e Bem-David (Esquema 2) [Ghera e Ben-David (1985)] e por Spyrondis e
colaboradores (Esquema 3) [Kazantzi et al. (2007)].
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Recentemente uma metodologia baseada na condensacdo de Knoevenagel da lausona
(1) e 3-metil-but-2-enal, seguida de uma reacdo de reducdo foi proposta por Ferreira e

colaboradores [Ferreira et al. (2011)] (Esquema 4).
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Esquema 4

1.1.3 A p-Lapachona

A B-lapachona (7) pode ser classificada como uma 1,2-naftoquinona de ocorréncia
natural em plantas da familia Bignoniaceae. Pode ser obtida sinteticamente a partir do
lapachol (4) via uma reagdo em meio de &cido sulfurico concentrado [Hooker (1892)]. A B-
lapachona (7) também pode ser obtida partindo-se da lausona (1) em uma reacdo de uma
Unica etapa [Ferreira et al (2009)].

Mesmo apresentando uma considerdvel atividade bioldgica contra T. cruzi e contra
células cancerosas a B-lapachona (7) ndo pode ser utilizada como farmaco devido a sua
elevada citotoxidade. No entanto esta citotoxidade pode ser vista como uma estratégia
importante para o controle da proliferacdo de diversos tipos de celulas cancerosas,
apresentando uma elevada atividade in vitro contra linhagens de células humanas malignas de
pulmdo, mama, colo-retal, prostata, melanoma e leucemia.

Em alguns estudos radioterapicos, a pB-lapachona (7) vem apresentando uma acéo
sinérgica, aumentando o efeito desse tipo de tratamento sobre células de melanoma humano
(U1-Mel) [Bey et al. (2007)].

Os mecanismos de acdo da B-lapachona (7) nas celulas cancerigenas ainda ndo estdo
bem esclarecidos. Acredita-se que ela possa atuar diretamente nas enzimas de reparagdo do
DNA como a topoisomerase I, NAD(P)H e quinona oxidoreductase-1 (NQO1), sendo que a
sua atividade bioldgica esta relacionada ao processo de apoptose (morte celular programada),

0 qual aumenta a sua citotoxidade.



1.1.4 - Importancia Bioldgica das Quinonas

Do ponto de vista quimico, a atividade bioldgica apresentada pelas quinonas esta
diretamente ligada ao ciclo redox como consequéncia de sua estrutura quimica, e assim
induzir o estresse oxidativo nas células [Ferraz et al. (2001)], através da formacao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) tais como: anions radicais superéxido (O27), radicais hidroxila
(HO"), peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlete (*02) [Almeida et al. (1990)].

A geracdo das ERO no ambiente celular é responsavel pela condi¢do descrita como
estresse oxidativo, causando danos irreversiveis em algumas biomoléculas-chave, como DNA
e proteinas [Salas et al. (2008)], podendo levar até mesmo a apoptose [Garnier et al. (1996)].
O ciclo redox descrito na Figura 2 foi proposto como um mecanismo bioldgico de atuacéo das

quinonas [Salas et al. (2008), Pinto et al. (2000), de Moura et al. (2001) e da Silva et al.
(2003)].
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Figura 2 — Resumo esquematico do ciclo oxidativo das quinonas, representado pela B-
lapachona



O mecanismo proposto envolve inicialmente um processo de reducdo do substrato
quindnico (SQ) através da transferéncia de um elétron (SQ™) ou de dois elétrons (SQ*?) a
partir da enzima NADPH citocromo P450 redutase (P450R). NADH citocromo b5 redutase
(b5R) e NADH ubiquinona oxidoredutase [Wang et al. (2010), Yan et al. (2008), Holtz et al.
(2003)]. Na etapa seguinte o radical semiquinona, formado pela reducdo de um elétron, pode
sofrer oxidacdo, em condicOes aerdbicas, restaurando a quinona inicial, e gerando o anion
radical superdxido (O27).Esse anion radical superoxido (O27) em solucdo aquosa, e na
presenca de oxigénio molecular, desencadeia uma série de reacfes subsequentes gerando
peroxido de hidrogénio, que na presenca de ferro (Fé**) forma o radical hidroxila (HO")
atraves da reacao de Fenton [Asche (2005) e Zani et al. (1997)]. Alternativamente a formacéo
do radical hidroxila pode se dar por uma reacdo do peréxido de hidrogénio com (O27), numa
reacdo conhecida como de Haber-Weiss [Brumark et al. (1989)] (esquema 5) O radical
hidroxila é a espécie reativa de oxigénio que causa os maiores danos celulares devido ao seu
elevado potencial de oxidagéo (2,8 eV), com a sua acdo sendo direcionada tanto para as bases
nitrogenadas do DNA quanto para as unidades de carboidratos, resultando na quebra da

ligagdo N-glicosidica.

Reacao de Fenton Reagéo de Haber-Weiss
0, +Fe* -0, + Fe* . _ .
, , ) . H,0,+0; -0, +HO +HO
H,O, + Fe*" > Fe™ + HO™ + HO

Esquema 5

A atividade bioldgica das quinonas, baseadas em seu potencial redox, depende
estritamente da sua estrutura. Sendo assim, grupos substituintes aceptores de elétrons ligados
diretamente ao sistema quindnico serdo capazes de alterar a densidade eletronica sobre o
sistema conjugado da dicetona e terdo efeitos significativos em sua eficiéncia como substratos
geradores de EROs

Devido a esse processo, as quinonas tém forte citotoxidade tanto sobre as células
cancerigenas quanto sobre as normais, atuando também sobre as enzimas como as
topoisomerases, que sao criticas para a replicacdo do DNA [Stagliano et al. (2006)].

Outra caracteristica quimica importante para a atividade bioldgica das quinonas, esta
correlacionada com a sua habilidade em atuar como &cidos de Lewis (eletrofilo) e, dessa

forma participar como substrato em reacgdes nucleofilicas nos processos metabdlicos e, como
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consequéncia, gerar derivados que podem apresentar uma maior toxicidade (Esquema 6) [El-
Najjar et al. (2011)].

N N

OH OH OH OH
XR XR RX XR RX XR
XR XR RX XR

H H H H

Esquema 6
1.2 Aminoécidos

Um composto caracterizado como aminoacido é qualquer molécula que contém na
mesma molécula os grupos funcionais amina e acido carboxilico. Em bioquimica, este termo é
usado como termo curto e geral para se referir aos aminoacidos alfa, ou seja, aqueles em que
as fungdes amino (NHs™) e carboxila (COO") estdo ligadas ao mesmo carbono.

Existem varias classes de aminoacidos. Os aminoacidos padrbes, primarios ou
protéicos sdo os 20 aminoacidos frequentemente encontrados em proteinas (Tabela 1). Os
aminoéacidos especiais, secundarios ou raros sdo aqueles que ocorrem apenas em certos tipos
de proteinas. Normalmente sdo derivados dos aminodcidos padrées, como por exemplo, 4-
hidroxiprolina e 5-hidroxilisina (colageno), N-metil-lisina (miosina), 7 -carboxiglutamato

(protrombina) e desmosina (elastina).



Tabela 1 — Valor de constante de dissociacédo (pK) e ponto isoeletronico (pl) dos aminoacidos
normalmente encontrados em proteinas

Abreviacoes pK

Aminoacido Comum Letra o-COOH a-NH3 Outro (R) pl
Alanina Ala A 2,34 9,69 - 6,02
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 (guanidino) 10,76
Aspartato Asp D 2,09 9,82 3,86 (carboxil) 2,97
Asparagina Asn N 2,02 8,80 - 5,41
Glutamato Glu E 2,19 9.67 4,25 (carboxil) 3,22
Glutamina GlIn Q 2,17 9,13 - 5,65
Cisteina Cys C 1,96 10,28 8,18 (sulfidril) 5,07
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 - 5,48
Glicina Gly G 2,34 9,60 - 5,97
Histidina His H 1,82 9,17 6,0 (imidazol) 7,59
Isoleucina lle I 2,36 9,68 - 6,02
Leucina Leu L 2,36 9,60 - 5,98
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 (e-amino) 9,74
Metionina Met M 2,28 9,21 - 5,75
Prolina Pro P 1,99 10,60 - 6,30
Serina Ser S 2,21 9,15 - 5,68
Tirosina Tyr Y 2,20 9,11 10,07 (fenol) 5,66
Treonina Thr T 2,63 10,43 - 6,53
Triptofano Trp wW 2,38 9,39 - 5,66
Valina Val \Y 2,32 9,62 - 5,97

Os aminodacidos apresentam as seguintes propriedades gerais:

a) Com excegdo da glicina, todos os aminoacidos sdo oticamente ativos, ou seja,
desviam o plano da luz polarizada.

b) As configuracdes absolutas de acucares simples e aminoacidos sé&o
especificadas pelo sistema D,L. Os a-aminoacidos que constituem as proteinas tém
a configuracdo estereoquimica L. Os D-aminoacidos sdo encontrados em alguns
antibidticos: valinomicina e actinomicina D, e em paredes de algumas bactérias:
peptidoglicano.

c) A cadeia lateral (R) determina as propriedades de cada aminoéacido.

Os a-aminoacidos séo divididos em classes, com base na natureza das cadeias laterais
(grupo R). Os 20 tipos de cadeias laterais dos aminoacidos protéicos variam em tamanho,
forma, carga, capacidade de formacdo de ligacGes de hidrogénio, caracteristicas hidrofébicas

e reatividade quimica.



1.2.1 Aminoéacidos com cadeias laterais ndo-polares e alifaticas
(glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina)

Os grupos R nessa classe de aminoacidos sdo hidrofobicos e ndo-polares (Figura 3).
As cadeias laterais volumosas da alanina, valina, leucina e isoleucina, com suas formas
estruturais especificas, desempenham papel fundamental na estabilizacdo da estrutura
secundaria das proteinas pela promocdo de interacdes hidrofobicas em seu interior. A glicina
é 0 aminoacido de estrutura mais simples, apresentando dois hidrogénios ligados ao carbono
a, hdo contribuindo efetivamente para a existéncia de interacfes hidrofobicas. Além dessas
interacOes hidrofdébicas, podemos destacar ainda a metionina, que apresenta um grupamento
tioéter na cadeia lateral, e a prolina que possui uma estrutura ciclica (grupo imino) que leva a

reducdo da flexibilidade local na regido polipeptidica que a contém.

(|ZOO'
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H3N+—(:3—H H3N+—(:3—H H2|N+C\C|:H2
CllH2 H—Cli—CHg CH,—CH,
T e
|S CHs
CHs
Metionina (Met) Isoleucina (lle) Prolina (Pro)

Figura 3 — Estruturas de aminoacidos com cadeias laterais ndo-polares e alifaticas

1.2.2 Aminoacidos com cadeias laterais aromaticas
(fenilalanina, tirosina, triptofano)

Os a-aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 4) possuem em sua cadeia

lateral grupos substituintes aromaticos e podem ser classificados como relativamente apolares
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(hidrofdbicos), podendo ainda desenvolver, quando possivel, interagbes do tipo z-stacking e
tipo-T. Em alguns casos, como o da tirosina, que possui uma hidroxila fendlica, pode-se
observar a formacao de ligagcdes de hidrogénio e de reacdes de desprotonacdo, resultando em
fenolatos, sendo, por isso, um grupo funcional importante na atividade de algumas enzimas.
Ja 0 a-aminodcido triptofano, que possui um anel indolico, apresenta um ligeiro momento
dipolar como consequéncia da sua estrutura quimica, sendo também capaz de fazer ligacGes
de hidrogénio relativamente fracas.

Devido ao fato do triptofano, tirosina e fenilalanina apresentarem sistemas
cromofaricos, esses podem absorvem luz na regido ultravioleta baixo do espectro (250 a 300
nm). Esse fato é responsavel por uma forte absorbancia da luz pelas proteinas no

comprimento de onda proximo a 280nm.

coo’ coo coo

| L
HN—C—H M N—C—H  HNTGH
CHa

585

Fenilalanina (Phe) Tirosina (Tyr) Triptofano (Trp)
Figura 4 — Estrutura de aminoacidos com cadeias laterais aromaticas

1.2.3 Aminoéacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas
(serina, treonina, cisteina, asparagina, glutamina)

A cadeia lateral R dos a-aminoacidos: serina, treonina, cisteina, asparagina e
glutamina (Figura 5) apresenta grupo funcional “hidrogénio prético” capaz de estabelecer
fortes interacOes por ligacdo de hidrogénio com a agua e, consequentemente, tornando esse
compostos mais soltveis em ambiente hidrofilico. A polaridade da serina e da treonina é
devida a seus respectivos grupos hidroxila; a da cisteina, a seu grupo sulfidrila; e a da
asparagina e da glutamina, a seus grupos amida.

A cisteina é facilmente oxidada para formar um aminoacido dimérico, unido
covalentemente, chamado de cistina, no qual duas moléculas de cisteina estdo unidas por uma
ligagdo dissulfeto. Os residuos unidos por ligacdo dissulfeto sdo fortemente hidrofobicos

(apolares). As ligacOes dissulfeto tém um papel importante na estabilizacdo de estruturas de
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muitas proteinas, em virtude de formacgdo de ligacGes covalentes entre diferentes partes de

uma molécula protéica ou entre duas cadeias protéicas distintas.

clzoo' (|ZOO‘ clzoo' $oo' clzoo'
HN—C—H  HN—C—H  HN—C—H HNT—C—H  HNT—G—H
CH,OH H—C—OH Ch CHo L
CHs SH Cs C|?Hz
HN O _Ce
HoN O
Serina (Ser) Treonina (Tre) Cisteina (Cys) Asparagina (Asn) Glutamina (GlIn)

Figura 5 — Estruturas de aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas
1.2.4 Aminoéacidos com cadeias laterais carregadas negativamente (acidos)
(aspartato, glutamato)
Em pH fisiolégico (pH=7) 0s a-aminodcido aspartato e glutamato tem uma carga

liquida negativa, sendo caracterizados pela presenca em sua estrutura de um segundo grupo
carboxila (Figura 6).

COO COO
H3N+—C|2—H H3N+—(::—H
C::H2 C|3H2
COO C|3H2
COO
Aspartato (Asp) Glutamato (Glu)

Figura 6 — Estruturas de aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente (acidos)
1.2.5 Aminoéacidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos)
(arginina, lisina, histidina)

As cadeias laterais R com caracteristicas mais hidrofilicas (Figura 7) sdo aquelas
carregadas positiva ou negativamente. Os aminoacidos que sustentam em sua estrutura uma
carga positiva liquida em pH 7 séo a lisina e a arginina que apresentam um grupo aménio e
um grupo guanidino imida, respectivamente. O a-aminoacido histidina, que contém um grupo
imidazol, tem como caracteristica basica possuir uma cadeia lateral com pKa préximo da
neutralidade. Em muitas reacOes catalisadas por enzimas, um residuo de histidina facilita a

reacao ao servir como doador ou aceptor de prétons.

12



(|ZOO_ (|ZOO_ COO

H3N+—C|3—H H3N+—(|3—H HgNLc::—H

(|3H2 C|ZH2 CH,
(|3H2 (|3H2 NH
G ot :
CH, NH NH
- I +

NH; (|3=NH2

NH,
Lisina (Lys) Arginina (Arg) Histidina (His)

Figura 7 — Estruturas de aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente (basicos)
1.3 Proteinas

O professor de quimica holandés Gerardus Johannes Mulder (1802-1880) foi o
primeiro a utilizar o termo proteina (do grego proteios, primeiro, primitivo) para se referir as
substancias albumindides. O sueco Jéns Jacob Berzelius (1779-1848) ja o havia sugerido a
utilizacdo desse termo, por acreditar que as substancias albumindides eram os constituintes
fundamentais de todos 0s seres vivos.

O reconhecimento das proteinas remonta ao século XVIII, através da com a descoberta
de novos componentes biologicos, como a clara de ovo (albdmen), o sangue e o leite, entre
outros compostos que, em altas temperaturas e em meio acido, coagulam. Substancias com
esse tipo de comportamento foram denominadas albumindides (semelhantes ao albimen).

Em 1902, foi sugerido pelo quimico alemdo Franz Hofmeister (1850-1922), que as
proteinas seriam formadas pelo encadeamento de aminoacidos.

As suas subunidades monoméricas relativamente simples constituidas com 0 mesmo
conjunto de 20 aminoacidos, ligados covalentemente em diferentes combinagGes e sequéncias
lineares, fornecem a chave para a estrutura de milhares de proteinas diferentes. Assim, cada
uma das sequéncias de aminoacidos que formam as proteinas pode dar origem a diversos de
produtos com funcbes variadas, como: proteinas transportadoras, hormonios, fibras
musculares, revestimento da pele, proteinas do cristalino ocular, anticorpos, matriz dssea,
enzimas, antibidticos, venenos de cobras, proteinas de reserva de sementes, casco de
tartarugas, penas de aves, além de outras substancias com distintas atividades biologicas.

[www.insumos.com.br/aditivos_e_ingredientes/materias/298.pdf acessado em 30/05/2013]
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As proteinas correspondem, sob o ponto de vista quimico, a um conjunto de
compostos classificados como macromoléculas formadas de subunidades de aminoéacidos
ligados através de uma ligacao peptidica (amida), que resultam em estruturas que apresentam
desde cadeias menores, contendo cerca de dezenas de residuos de aminoacidos, até compostos
que sdo formados por milhares dessas subunidades. Devido a sua grande estrutura quimica
(elevado peso molecular), esses compostos formam solugdes coloidais que assumem uma
estrutura conformacional especifica dependendo de sua configuracdo quimica, que €
determinada pela sequéncia de aminoacidos presentes em sua estrutura. Nos animais
superiores as proteinas constituem cerca de 50% do peso seco dos tecidos e sdo classificadas
em duas categorias [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

e Proteinas globulares: sdo proteinas em que as cadeias de amino &cidos se voltam sobre
elas mesmas, formando um conjunto compacto que tem forma esferoide 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, 0s anticorpos, 0s hormonios, a
hemoglobina; sdo sollveis em meio aquoso [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose
(1982)].

e Proteinas fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de amino &cidos se ordenam de
maneira paralela, formando fibras ou laminas estendidas, nas quais o eixo longitudinal
predomina sobre os transversais. Em geral, sdo pouco sollveis em agua e participam na
formacé&o de estruturas de sustentacdo, como as fibras do tecido conjuntivo e outras formagdes

de tecidos de grande resisténcia mecanica.

A estrutura molecular das proteinas € muito complexa, por essa razao é conveniente
dividi-la em niveis distintos de organizacdo: estruturas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria, (Figura 8) [Lehninger et al. (1993), Stryer (1995) e Dose (1982)].

a) estrutura primaria — esta correlacionada com a seqiiéncia de aminoacidos sendo que as
cadeias ndo apresentam ramificacdes (Figura 9);

b) estrutura secundaria — estabelece sua conformacdo em relacdo aos angulos diedro -
(Cu-N) e ¢-(C-Cq) (Figura 9) a qual é geralmente mantida por ligagdes de hidrogénio gerando
a hélice-a, folha-g, alcas-f e ye regides de estruturas desordenadas (Figura 10);

c) estrutura terciaria — caracterizada pela sua disposicao tridimensional completa que se
forma a partir das forcas de atracdo ou repulsdo eletrostatica, das ligacGes de hidrogénio, das
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forgas de van der Waals e das pontes de dissulfeto existentes entre os residuos de aminoacidos
gue formam as cadeias (Figura 11); e

d) estrutura quaternaria — é formada por oligbmeros tridimensionais, que podem ser
compostos por varias moléculas separadas, mas entrelacadas em estrutura tercidria que
estabelecem entre elas - ligacBes hidrogénio, atragdes eletrostaticas, interagdes hidrofdébicas
e/ou pontes de dissulfeto entre cisteinas de cadeias diferentes. Um exemplo deste tipo de
estrutura € a albumina humana, que apresenta estrutura quaternaria composta por duas

estruturas terciarias gerando uma proteina globular (Figura 12).

Estrutura primaria

Estrutura quaternaria

Figura 8 — Niveis de organizacdo da estrutura molecular de uma proteina [Lehninger et al.
(1993)]

w(psi)

Figura 9 — Estrutura priméaria de uma proteina caracterizada pela formacdo de uma ligacéo
peptidica
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Figura 10 — Estrutura secundaria para uma proteina tipo: a) hélice-a e b) folha-p [Lehninger
et al. (1993)]

Figura 11 — Exemplo de estrutura terciaria para uma proteina. Treptavidina, uma proteina
formada apenas por folhas beta e al¢as

Figura 12 — Exemplo de estrutura quaternaria para uma proteina. Oxi-hemoglobina, uma
proteina formada apenas por hélices-« e algas [PDB, 1HHO]
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1.3.1 Albuminas

As albuminas pertencem a uma classe de proteinas globulares que apresentam um alto
valor bioldgico, estando presente na clara do ovo, no leite e no sangue. No sangue € a
principal proteina, que se encontra em grande abundancia no plasma, e é sintetizada no
figado. A concentracdo normal de albumina no sangue animal fica entre 3,5 e 5,0 gramas por
decilitro, correspondendo a cerca de 50% das proteinas plasmaticas. As outras proteinas
presentes no plasma chamam-se globulinas.

As albuminas séricas (ASs) além de ser a proteina predominante no plasma sanguineo
[Zsila et al. (2003) e Takehara et al. (2009)] e a de maior solubilidade, e tém muitas funcgdes
fisiologicas, incluindo a manutencdo da pressdo osmotica [He et al (1992), Sugio et al.
(1999), Cui et al. (2008) e Yue et al. (2008)] e controle do pH [Sugio et al. (1999) e Tang et
al. (2006)].

Talvez a funcdo bioldgica mais importante das ASs seja a sua capacidade
transportadora, distribuidora e metabolizadora de inimeros ligantes enddgenos e exdgenos
(por exemplo, compostos bioativos, metabdlitos, acidos graxos, amino &cidos (geralmente
triptofano e cisteina), hormonios, esteroides, cations e anions, metais (como célcio, cobre,
zinco, niquel, mercdrio, prata e ouro etc.) como resultado do aumento de solubilidade desses
compostos no plasma [He et al. (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 ligacéo entre compostos bioativos e ASs é um fator altamente determinante para a
farmacodindmica e farmacocinética desses compostos, que dependendo da concentracdo
administrada, pode afetar a distribuicdo e também na sua eliminagdo por parte do
organismo.[Petitpas et al. (2001), He et al. (2005), Cui et al. (2007), Yue et al. (2008) e Stan
et al. (2009)].

1.3.2 Albumina sérica humana (ASH)

A albumina sérica humana (ASH) é um polipeptidio simples e ndo-glicosilado [Falini
et al. (2006) e Li et al. (2009)] com aproximadamente 67% de hélice-a [He et al. (1992), He
et al. (2006) e Stan et al. (2009)] (Figura 13).

A estrutura da ASH apresenta trés dominios compostos de estrutura do tipo hélice-a (I,
I1 e 1) [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
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[Falini et al. (2006)], que contém seis e quatro hélices-«, respectivamente [Petitpas et al.
(2001) e He et al. (2005)]. Andlises cristalograficas da estrutura revelam que os sitios de
ligagdo com os compostos bioativos estdo localizados nos subdominios 1A e 1A [Sulkowska
(2002), Zsila et al. (2003), Tang et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Li et al. (2007), Shaw et
al (2008) e Li et al. (2009)], os quais sdo consistentes com os sitios | e Il, respectivamente
[Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)]. Uma grande cavidade hidrofébica (um residuo de
triptofano) esta presente no subdominio IlA [Cui et al. (2007) e Li et al. (2009)]. A geometria
da bolsa em I1A é completamente diferente do encontrado para I11A [Kandagal et al. (2006)].
O sitio | também é conhecido como o sitio de ligacdo da warfarina, e é formado por uma bolsa
no subdominio IIA 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 Il esta localizado no subdominio Il1A e é conhecido como o sitio de ligacdo
da benzodiazepina [Krangh-Hansen et al. (2002) e Stan et al. (2009)]. Dentre esses sitios, 0
sitio | parece ser mais versatil, porque ele pode se ligar com alta afinidade a compostos que
sdo muito diferentes do ponto de vista quimico [Peters (1996) e Stan et al. (2009)]. A ASH ¢
um polipeptidio com 585 residuos de aminoacidos [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 et al.
(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 et al.(1992), Li et al. (2007),
Shaw e Pal (2008) e Takehara et al. (2009)]. Na ASH, os dominios I, Il e Il contém os
residuos de aminoacidos 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)]. O peso
molecular da albumina humana (ASH) é de 66-66,5 kDa (66.000-66.500 g/mol) [Tang et al.
(2005) e He et al. (2006)] e sua concentracdo no plasma sanguineo é de 40 mg/mL (4-5 g/100
mL) [Sugio et al. (1999)]..

A albumina sérica humana (ASH) possui apenas um residuo de cisteina livre, Cys-34.
Os outros formam 17 pontes dissulfeto ajudando a manter a estrutura terciaria. A Figura 13
mostra a estrutura de cadeias de duas moléculas de ASH (PDB, 1BMO0), onde os residuos Cys-

34 e Trp-214 aparecem como esferas [Dose (1982)].
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Figura 13 — a) Estrutura secundaria da ASH, ilustrando a localizacdo dos subdominios,
codificados por cores: 1A-vermelho; IB-vermelho claro; IlA, verde; 11B-verde claro; IlIA,-
azul; IIB-azul claro. (GHUMAN et al., 2005) b) Estrutura quaternaria 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)]

1.4 Estudo da interagéo entre ASH e compostos bioativos.

Dentre algumas técnicas geralmente utilizadas para detectar a interacdo entre um
composto bioativo e a albumina sérica (AS) destacam-se: espectroscopia de fluorescéncia [Xu
et al. (1996), Yamasaki et al. (1999) e Wilting et al. (1980)], espectroscopia no ultravioleta
(UV) [Baroni et al. (2001)], espectroscopia de dicroismo circular (DC) [Wilting et 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
fotolise por pulso de laser [Bueno et al. (2009) e Monti et al. (2009)]. Sendo assim, a
interacdo entre compostos bioativos e a albumina sérica humana (ASH), 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 interagdes droga-albumina (ASH).

A espectroscopia de UV-Vis é muito usada para a verificagdo de um processo de
interacdo entre compostos bioativos ASs o qual pode ser evidenciado pela ocorréncia de
deslocamentos na regido de maximo no comprimento de absorcéo da ASH.

A espectroscopia de fluorescéncia € um dos métodos mais poderosos para se estudar
as interacGes moleculares envolvendo proteinas, isso porque € uma técnica altamente sensivel,
seletiva, conveniente, rapida, simples e com fundamento teérico abundante. Ela apresenta

vantagens em relacdo aos metodos convencionais empregados para se estudar a interagdo

19



compostos bioativos-proteinas, tais como, cromatografia de exclusdo por afinidade ou
tamanho, ultrafiltracdo e ultracentrifugacdo. Esses métodos convencionais apresentam pouca
sensibilidade ou tempo de operacdo muito longo, ou ambos. Alem disso, esses métodos
normalmente requerem proteinas em concentracbes muito superiores a da constante de
dissociacdo do complexo droga-proteina sob investigacdo [Oravcova et al. (1996) e Epps et
al. (1998)]. Medindo-se a variacdo de fluorescéncia intrinseca da albumina atraves da técnica
de supressdo de fluorescéncia, podemos medir a acessibilidade de supressores aos grupos
fluoroforos. Esta informacéo pode ajudar a prever o mecanismo de interagdo dos compostos
bioativos com a albumina sérica [Yue et al. (2008)].

A supressdo de fluorescéncia se refere a qualquer processo que diminua a intensidade
de fluorescéncia de uma amostra. Uma variedade de interacdes moleculares pode resultar em
supressdo, incluindo reacGes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
energia, formacdo de complexo no estado fundamental e supresséo colisional [Lakowicz
(2006) e Cheng et al. (2009)]. A supressdo tanto estatica quanto dindmica pode ser distinguida
por sua dependéncia com a temperatura e a viscosidade do meio, ou por mudancas
consideraveis no tempo de vida do estado excitado singlete [Cheng et al. (2009)].

Partindo-se dos estudos de supresséo de fluorescéncia, os valores para os parametros
termodindmicos AG°, AH° e AS° podem ser obtidos experimentalmente por estudos de
supressdo empregando-se graficos de Stern-Volmer, de Stern-Volmer modificado e de van’t
Hoff, os quais possibilitam ainda a obtencdo de outros valores como constantes de ligacdo
(Kb) e 0 nimeros de sitios de interagéo (n).

As forcas que atuam entre uma molécula pequena e uma macromolécula incluem,
principalmente, ligacdo hidrogénio, forca de van der Waals, forca eletrostatica, forca de
interacdo hidrofdbica e outras. Considerando a dependéncia da constante de ligacdo com a
temperatura, um processo termodindmico € responsavel pela formacdo do complexo [Li et al.
(2007) e Yue et al. (2008)].

Os célculos do raio de Forster obtidos através da sobreposi¢cdo dos espectros de
emissdo e absorcdo doador-aceptor fornecem a distancia média entre o residuo de triptofano
da albumina (doador) e a molécula supressora (aceptor), que pode ser calculado de acordo
com a teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de Forster [Forster (1948), Yue et al.
(2008) e Cheng et al. (2009)].

O dicroismo circular é muito usado para uma analise sobre a estrutura conformacional
de proteinas. Em especial no caso das ASs um processo de interacdo entre um composto

bioativos-AS leva a uma mudanca em sua estrutura tercidria que € caracterizado pela
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diminuicdo da quantidade de helice-a presente em sua estrutura, podendo assim ser obtidas
informacdes qualitativas a respeito deste processo de interacao.

Os experimentos de tempo de vida de fluorescéncia podem ser Uteis para a
determinacdo do tipo de mecanismo envolvido nos processos de supressdo, pois um
mecanismo estatico ndo apresentara nenhuma mudanca do tempo de vida de fluorescéncia da
albumina, sendo observada, nesse caso, apenas uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia como consequéncia do processo de supressdo com 0 aumento da concentragéo
do supressor. Por outro lado um mecanismo dindmico que tem como caracteristica
fundamental uma constante de velocidade de supressdo dependente da viscosidade do meio,
sera totalmente influenciado pela concentracdo da espécie aceptora, ou seja, um aumento da
concentracdo do supressor tem como efeito final a diminuicdo do tempo de vida de
fluorescéncia observado juntamente com a diminuicdo da intensidade do sinal de
fluorescéncia [Cheng et al. (2009)].

1.4.1 Absorcao de luz no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A absorcdo de luz ndo-polarizada € descrita pela absorbancia (A) e é definida pela
Equacdo 1 [Fasman (1996) e Woody (1995)].

A =log(lo/1)
Equacéo 1

Onde:

A - absorbancia;

lo - intensidade da luz incidente;

I - intensidade apds a luz percorrer uma distancia | no meio.

Segundo a lei de Lambert-Beer (Equacéo 2) [Pace et al. (1995)], pode-se determinar o
coeficiente de extin¢cdo molar, ou coeficiente de absor¢cdo molar, ou absortividade molar (&)

[Pace et al. (1995)].

A=c¢cl
Equacéao 2

Onde:
A - absorbancia;
C - concentragdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
| - disténcia que a luz percorre no meio (em cm) e
g - coeficiente de extingdo molar (em L/cm.mol).
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Efeitos de deslocamento na banda de absor¢do maxima da ASH proximo a regido de
Amax = 280 referente a transicdo n* que esta diretamente ligado ao residuo cromoférico do
triptofano, podem indicar a formagdo de um complexo de associagéo (interacdo ligante) entre
0S compostos bioativos-proteina. Um deslocamento para menores comprimentos de onda
quando sob complexagédo, quando comparado com o espectro de absorcdo da proteina livre,
indicam um ambiente quimico mais hidrofébico, enqunteo que o oposto, um desolacameto
batocromico esta diretamente associado a um ambiente quimico proximo ao residu o do

triptofano como sendo mais hidrofilico.

1.4.2 Absorcdo de luz circularmente polarizada Dicroismo circular - Calculo da
porcentagem de estrutura hélice a.

O dicroismo circular (DC) é uma tecnica sensivel que possibilita monitorar mudancas
conformacionais em proteinas, [Yue et al. (2008)] sendo geralmente usado para a
determinacédo da estrutura secundaria de macromoléculas [Kelly et al. (2005) e Cheng et al.
(2009)]. O dicroismo circular € particularmente Gtil para o estudo de moléculas quirais e
macromoléculas, tais como proteinas, carboidratos, dendrimeros, etc., compostos esses que
possuem unidades oticamente ativas, ou seja, podem exibir sinal na espectroscopia de
dicroismo circular. O DC é uma forma de espectroscopia que faz uso da absorcéo diferenciada
da luz polarizada no sentido horario (direita) ou no sentido anti-horario (esquerda). O DC é a
diferenga de absorcdo (A) da luz circularmente polarizada & esquerda e a direita: DC = Ag -
Ap (Equagéo 3).

DC =Ae - Apb.
Equacgéo 3
Onde:
DC - dicroino circular;
At - absorbancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda e

Ap - absorbancia para a luz circularmente polarizada para a direita.

Da mesma forma que a absorcao de luz ndo-polarizada € descrita pela absorbancia, o
mesmo pode ser feito para a luz circilarmente polarizada onde temos um coeficiente de

extincdo molar para a direita ou para a esquerda, €p € &g, respectivamente.
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O dicroismo circular molar (Ag), (Equacdo 4), é definido como a diferenca entre 0s
coeficientes de extingdo a esquerda e a direita [Fasman (1996), Hecht (1998) e Woody
(1995)].

Ae= g - ep = (Ae - Ap)/c.l
Equacéo 4

Onde:

Ag - dicroismo circular molar (em L/cm.mol);

&e - coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a esquerda
(em L/cm.mol) e

ep - coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita
(em L/cm.mol).

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 variacdo no vetor
elétrico com o tempo,para uma amostra que apresente dicroinsmo circular, percebe-se que a
ponta deste vetor segue uma heélice, rodando no sentido horéario para a luz polarizada

circularmente para a direita e anti-horario para a esquerda (Figura 14).

Figura 14 — Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular, onde (R)
e (L) representam a magnitude dos vetores elétricos da luz circularmente polarizada para a
direita e esquerda respectivamente, sendo 6 o valor medido para a elipticidade como resultado
do efeito Coton observado [www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]

Todos os instrumentos comerciais de DC (Figura 15), medem a variagdo de
absorbancia (AA) (AA = Ae - Ap = (& — ep).cl). Por razbes historicas, entretanto, os
aparelhos de DC séo calibrados para elipticidade (6) (Equacédo 5). [Fasman (1996) e Woody
(1995)] e ww.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].
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0(em deg) = 180.In10.AA/4t = 32,98AA
Equacédo 5

Onde:

0 - elipticidade (em deg (graus));

AA - variacdo de absorbancia.

Para eliminar os efeitos do caminho Otico e da concentracdo, a elipticidade (0) é
expressa na forma de elipticidade molar (6m), (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.

[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf].

Om = 10006/c.l = 3298A¢
Equacéo 6

Onde:
Om - elipticidade molar (em deg.cm?.dmol™);
0 - elipticidade (em deg (graus));
C - concentracdo da espécie que absorve a luz;
| - distancia que a luz percorre no meio (em cm) e
Ag - dicroismo circular molar (em L/cm.mol).

MONOCROMADCR
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Espelhos
Moveis M2 etector

Al de
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Suporte
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Figura 15 — Representacao esquematica de um aparelho de dicroismo circular DC, onde séo
mostrados 0s componentes  basicos para sua operacdo. [modificado de
http://www.photophysics.com/tutorials/circular-dichroism-cd-spectroscopy/5-cd-
spectrometer-performance]
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Para avaliar a estrutura secundaria de proteinas globulares que apresentam sua
conformacdo preferencial na forma de uma hélice-a, sdo feitas medidas na regido do
ultravioleta, sendo que valores negativos maximos de elipticidade (6) em 208 nm e 222 nm
indicam a presenca de uma estrutura predominantemente na conformacéo hélice-a, enquanto
que uma banda negativa 215 nm e 225 nm sugerem a presenca de estrutura em folha-p3
(Figura 16). [Johnson (1988), Venyaminov e Yang (1996) e Cordeiro (2005)].

Existem algumas vantagens na utilizacdo desta técnica, como por exemplo:
experimentos simples e rapidos; recuperacdo total da amostra (técnica ndo destrutiva); as
analises sdo feitas em solucdo. e tem-se uma reproducdo muito proxima do que é a realidade

dos sistemas bioldgicos in vivo.
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Figura 16 — Espectros de dicroismo circular representativos de estruturas secundarias de
proteinas [modificado de www.chem.uzh.ch/zerbe/CD-Spectroscopy.pdf]

1.4.2.1 Calculos da porcentagem de estrutura hélice-a.

Estimativas acerca do % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca de supressor podem ser estimadas usando as Equacdes 7 e 8 [Chen et al. (1972),
Khan et al. (2002), Gao et al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al.
(2006), Yue et al. (2008), Cheng et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. Os valores experimentais
de elipticidade molar (6m) nos comprimentos de onda de 208 nm e 222 nm sdo utilizados para

calcular a elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual (MRE),
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especificamente MRE20s € MRE222 (Equagéo 7) [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) séo
caracteristicas da estrutura hélice-a. de proteina [Stan et al. (2009)] e correspondem as
transicbes nmt* que ocorrem na sua estrutura secundaria (no caso, albumina sérica humana
(ASH)) [Yang et al. (2002) e Yue et al. (2008)]. Posteriormente, os valores de MRE20s €
MRE2., séo substituidos na Equacdo 8 [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)] e assim usados para calcular os valores de percentual de hélice-a

na estrutura secundaria da ASH (% hélice-a.).

0

E=——— ~
(10.n.1.C,)
Equagéo 7
Onde:
MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm?/dmol);

6 = elipticidade observada (mdeg);

n = nimero de amino acidos residuais ou residuos de amino acido (582 para ASH);
| = comprimento Gtico da cubeta (1 cm);

Cp = concentragdo molar de ASH (1,00x10° mol/L).

(= MRE,,, — 4000)
(33000 - 4000)

% hélice — o {

}xlOO % hélice — « {(_ MRE, _2340)}100

30300

Equacéo 8

Onde:
MRE 205 - elipticidade residual significativa em 208 nm (deg.cm?/dmol);
MRE-22, - elipticidade residual significativa em 222 nm (deg.cm?/dmol);
% hélice-a - percentual de a-hélice na estrutura da ASH

1.4.3 Estudos de fluorescéncia de proteinas

Nas aplicacbes bioquimicas de fluorescéncia sempre se utiliza a fluorescéncia
intrinseca. Em proteinas, os trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e
triptofano (Trp) sdo os responsaveis pelo processo de emissdo. O triptofano, que é o

fluor6foro com o maior rendimento quantico de fluorescéncia, esta presente em
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aproximadamente 1 mol % na proteina. As proteinas possuem normalmente um ndmero
reduzido de Trp em sua estrutura, o que facilita a interpretacoes dos dados espectrais.

Do ponto de vista espectroscopico a grande vantagem da utilizacdo do triptofano na
interpretacdo estrutural das proteinas reside no fato de que sua emissao é sensivel ao ambiente
quimico em que se encontra. Sendo assim, mudancas no espectro de emissdo de fluorescéncia
a partir do Trp estdo associadas a alteracdes conformacionais da estrutura secundaria das
proteinas.

O Trp pode ser suprimido por adicdo de supressor externo ou por grupos proximos
dentro da proteina. Um fator que complica na interpretacdo de fluorescéncia de proteinas é a
presenca de aminodcidos de fluorescéncia multipla, na maioria das proteinas. O ambiente de
cada residuo é distinto e as propriedades espectrais de cada residuo sdo geralmente diferentes.
Entretanto, o espectro de absorcdo e emissdo de residuos de Trp em proteinas recobre a
maioria dos comprimentos de onda Uteis e é dificil separar contribui¢Ges de cada Trp em uma
proteina multi-Trp. Mesmo as proteinas com um unico Trp exibem intensidade de desativacdo
multi-exponencial dificultando uma interpretacdo do processo de desativacdo via tempo de
vida.

A fluorescéncia de proteina pode ser complexa, entretanto um progresso consideravel
foi alcangado nas décadas passadas. A origem do decaimento multi- exponencial de Trp em
dgua esta agora largamente entendido com consequéncia da presenca de isGmeros
conformacionais rotacionais (rotdmeros). Estes rotameros tém diferentes orientacbes dos
grupos amino e carboxil em relagdo ao anel inddlico. A grande variacdo do rendimento
guantico de fluorescéncia do Trp em diferentes proteinas parece resultar de supressores que se
encontram nas proximidades do Trp, os quais incluem residuos de lisina e histidina. Sob
condigdes apropriadas parece que mesmo grupos amida na coluna peptidica podem atuar
COMO SUpressores.

Efeitos anisotropicos exibidos por Tyr e Trp séo sensiveis a difusfes rotacionais totais
de proteinas e ao grau de movimento segmental durante o tempo de vida do estado excitado.
Portanto, a fluorescéncia de proteinas pode propiciar informagfes consideraveis sobre a
estrutura e a dindmica proteicas e € sempre usada para estudar dobramento de proteinas (ou
proteina dobrével) e reacGes de associacao.

Sumarizando, o crescente entendimento da fotofisica do grupo indol, a habilidade de
se alocar o residuo Trp em locais almejados e a avaliacdo de numerosas estruturas de
proteinas tem resultado no crescente entendimento de fatores gerais que governam o processo

de fluorescéncia de proteinas. A alta sensibilidade da emissdo a partir de Trp quanto aos
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detalhes de seu ambiente local tem providenciado inimeras oportunidades para se estudar
funcdo, dindmica e dobramento de proteinas. [Lakowicz (2006)]

1.4.3.1 Propriedades Espectrais dos Aminoacidos Aromaticos.

Como dito anteriormente os aminoacidos responsaveis pela emissdo de fluorescéncia
nas proteinas sdo: a Tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe). e o Triptofano (Trp) Os respectivos
espectros de absorgdo e emissdo estdo mostrados na Figura 17. O processo de emissdo de
fluorescéncia das proteinas é normalmente dominado pelo residuo do triptofano Trp que
absorve em comprimento de onda deslocado para o vermelho e exibe alto coeficiente de
extincdo molar. Normalmente a energia absorvida pela fenilalanina e tirosina é transferida
para o residuo Trp na mesma proteina. Na Tabela 2 estdo representados os coeficientes de
absortividade molar e rendimento quéantico de fluorescéncia para a tirosina, fenilalanina e para

o triptofano.
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Figura 17 — Espectro de absorcdo e emissdo de fluorescéncia para os aminoacidos a)
fenilalanina, b) tirosina e c)triptofano [modificado de Lakowicz (2006)]
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Tabela 2 — Coeficientes de absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia para
Phe, Tyr e Trp em solugdo aquosa neutra a 23°C

Aminoacido Aabs (NM) Aem e(M*tem) P
Fenilalanina, Phe 257 282 200 0,03

Tirosina, Tyr 274 303 1400 0,14
Triptofano, Trp 280 340 5600 0,13

[www2.dbd.puc-rio.br/permagamum/tesesabertas/0321568 05 cap 03.pdf e  Lakowicz
(2006)]

A fenilalanina exibe seus espectros de absorcdo e emissdo deslocado para o azul
quando comparado com os demais residuos fluorescente (Aans = 257 € Aem= 282 nm). Ja para
0 residuo de Tyr os processos de absorcdo e emissdo se encontram em uma situacédo
intermediaria (Aas = 274 e Aem=303 nm) e é relativamente insensivel a polaridade do
solvente. Os espectros de absorgéo e emissdo do Trp estédo deslocados para o vermelho e em
agua apresentam os seguintes valores (Aabs = 280 nm e Aem= 340 nm).

Nos estudos de fluorescéncia de proteinas, estas sdo geralmente excitadas em seu
maximo de absorgcdo, a cerca de 280 nm ou em comprimento de onda mais longo.
Consequentemente, a fenilalanina (Figura 17) ndo € excitada na maioria dos experimentos.
Além disso, o rendimento quantico de fluorescéncia da Phe é pequeno, em torno de 0,03
(Tabela 2), assim, a emissdo deste residuo protéico é raramente observado. A absor¢do de
proteina em 280 nm se deve tanto aos residuos de Tyr quanto ao Trp. A 23°C em solugdo
aquosa neutra o rendimento quantico de fluorescéncia de Tyr e Trp é de 0,14 e 0,13
respectivamente. Em comprimentos de onda maiores que 295 nm, a absorcdo €
predominantemente a partir do Trp.

Devido as suas caracteristicas quimicas a tirosina se apresenta como um fluoréforo
bastante simples. Seu comportamento fotofisico pode apresentar uma maior complexidade em
determinados pH. A funcdo fendlica presente em sua estrutura faz com que o seu
comportamento quimico no estado excitado seja totalmente diferente do estado fundamental.
No estado excitado, a tirosina pode ser facilmente ionizada (pKa=4) enquanto que no estado
fundamental esse residuo de aminoacido apresenta menor acidez (pKa=10) Em solugédo neutra
0 grupo hidroxila do sistema aromatico pode dissociar durante o tempo de vida de estado

excitado, levando a diminuigdo do rendimento quantico de fluorescéncia. Emisséo de tirosina
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sO é observavel em algumas proteinas, porém, acredita-se que o caminho preferencial para o
processo de desativacédo a partir do estado excitado seja o0 processo de ionizacao.

Outro processo de desativacdo que pode estar contribuindo para o baixo rendimento
quantico de fluorescéncia por parte da Phe e da Tyr pode ser atribuido a processos de
transferéncia de energia que podem ocorrer por varios mecanismos, como transferéncia de
energia de Forster ou mesmo pelo mecanismo trivial. No caso especifico do Trp podemos
esperar ainda efeito de filtro interno em altas concentragdes de proteinas.

O residuo inddlico do triptofano possui duas bandas de emissdo caracteristicas. A
possibilidade de excitagdo eletrénica para dois niveis de energia quase isoenergéticos, 'L, e
'L introduz o fendmeno de anisotropia molecular e consequentemente apresentam bandas de
absorcdo (Figura 18) e emissdo distintos que sdo diferentemente sensiveis a polaridade do
solvente (Figura 19).

Um segundo efeito associado a mudancas no processo de emissdo de fluorescéncia do
Trp esta relacionado & sua habilidade de doar elétrons no estado excitado (aumento do
potencial de reducdo quando excitado) e como consequéncia a possibilidade de supressdo da

fluorescéncia por um mecanismo colisional. [Lakowicz (2006)]
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Figura 18 — Espectro de anisotropia de absorcdo do triptofano como fun¢éo da orientacéo do
residuo indélico em relagdo as bandas L. e L, [modificado de Lakowicz (2006)]
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Figura 19 — Espectro de emissdo de fluorescéncia do residuo inddlico do triptofano em
diferentes ambientes quimicos [modificado de Lakowicz (2006)]

1.5 Estudos de supresséo de fluorescéncia

Podemos chamar de supressdo de fluorescéncia qualquer processo que reduz a
intensidade da fluorescéncia intrinseca de um composto. O processo de supressdo de
fluorescéncia pode se dar através de varios caminhos inter e intramoleculares e, entre eles,
podemos citar reacfes no estado excitado, transferéncia de energia ressonante, transferéncia
de elétron, formacdo de complexos no estado fundamental, transferéncia de protons, formagéo
de eximeros e exciplexos.

Para os processos de supressdo intermoleculares podemos destacar dois mecanismos:

um estatico e outro dinamico como mostrado na Figura 20.

k % KD * kR
Produto «— (F*...0) F*+0 |&= (FQ) |[—> Produto
Q hv hy | | k=170
Ksv
(F..Q)=| F+Q |«— (FQ)
mecanismo mecanismo
estatico dinamico

Figura 20 — Processos de supressdo intermoleculares descritos pelos mecanismos: estatico e
dindmico [modificado de Lakowicz (2006)]
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No mecanismo de supressdo via modelo estatico, é formada uma associa¢do entre
fluordforo e o supressor ainda no estado fundamental, sendo este complexo néo fluorescente.
(Figura 21a).

No caso da supressdo via mecanismo dindmico, o supressor no estado fundamental
deve difundir de encontro ao fluoréforo, durante o tempo de vida do estado excitado. Apés o
contato, o fluor6foro retorna ao seu estado fundamental, sem emissdo de um foton. (Figura
21b). Em geral, a supressdao ocorre sem qualquer alteracdo permanente nas moléculas, isto ¢,

sem uma reacdo fotoquimica.
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Figura 21 — Mecanismos de supressdo de fluorescéncia: a) mecanismo estatico e b)
mecanismo dindmico

A supresséo de fluorescéncia tem sido amplamente estudada tanto como um fendmeno
fundamental, como uma fonte de informacdo em sistemas organizados onde podemos
investigar a relacdo hospede-hospedeiro, tais como proteinas, membranas, vesiculas, micelas,
dendrimeros, entre outros. Esses processos sdo conhecidos como complexos de incluséo e as
aplicacdes de supressao sao devido as interagdes moleculares que resultam em supressao.

A exigéncia de contato molecular para que ocorra 0 processo de supressao permite
estudar diversos fendémenos. Por exemplo, as medidas de supressdo podem revelar a
acessibilidade dos fluoréforos aos supressores. Considerando-se um fluoréforo ligado a uma
proteina ou a uma membrana, se a proteina ou a membrana é impermeavel ao supressor e o
fluordforo esta localizado no interior da macromolécula, nem a supressao colisional nem a
estatica podem ocorrer. Por esta razao, os estudos de supressdo podem ser usados para revelar
a localizacéo do fluor6foro em proteinas e membranas, bem como a sua permeabilidade frente
a supressores. Além disso, a taxa de supressdo colisional pode ser usada para determinar o
coeficiente de difuséo do supressor.
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1.5.1 Supressores de Fluorescéncia

Uma grande variedade de substancias atua como supressores de fluorescéncia. A
exigéncia minima para que uma espécie quimica atue como supressor esta relacionado com o
seu nivel de energia do estado excitado. Para que ocorra um processo de supressdo
relativamente eficiente o estado excitado do supressor deve ser de energia menor que a do
doador. Em alguns casos se aceita que a energia do estado excitado do aceptor (supressor)
possa ser 5 Kcal/mol maior que a do doador de energia. Nesse caso em especial o processo é
ativado termicamente, ou seja, a quantidade de energia necessaria para proporcionar a
transferéncia de energia doador-aceptor é obtida pelo choque entre as espécies[Turro (1978)].

Um dos mais conhecidos supressores colisionais € oxigénio molecular, com as suas
caracteristicas quimicas, baixa energia do estado excitado (94 kJ.mol™?), alto coeficiente de
difusdo (2,5 x 10° cm?2.s%) e pequena restricdo estérica o tornando um supressor eficiente para
estados excitados. Dependendo da amostra sob investigacdo, frequentemente é necessario

remover o oxigénio dissolvido para obter resultados confiaveis.
1.5.2 Modelos tedricos para 0s processos de supressao

1.5.2.1 Supressao Estéatica

O processo de supresséo estatica pode ser descrito pelo Esquema 7. A supressdo nesse
caso ocorre como resultado da formacdo de um complexo no estado fundamental néo
fluorescente entre o fluordéforo F e o supressor Q, com a Figura 22 mostrando as duas

hipoteses para a ocorréncia do processo de supressao.

Fr+0 (FO)
A (
hv kM"”?o h\'| E
Ks
F+Q = (FQ)
K.s
Esquema 7
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Figura 22 — Descricdo hipotética do processo de supressdo de fluorescéncia do fluoroforo F

pelo supressor Q [modificado de Valeur (2001)]

Hipotese a) — Formagdo de um complexo no estado fundamental ndo fluorescente

onde Ks ¢ a constante de equilibrio (ou constante de associacdo) (Esquema 8). A equacéo de

Stern-Volmer para o processo de supressdo estatica de um fluoréforo F por um supressor Q

pode assim ser deduzida (Equagdo 9).

KS
F+Qa:tFQ

Esquema 8

SV

Consequentemente

Equacgéo 9

Onde:

[Fo] - é a concentragdo do fluordforo livre,

[F] - é a concentracéo de fluoréforo ndo complexado,

[Q] - representa a concentragdo de supressor,

[FQ] - é a concentragdo do complexo,
Ks = Ksv - € a cte de Stern-Volmer
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Um gréfico de Fo/F contra [Q] sera linear com intercepto igual a 1 quando [Q]= zero e com
inclinacdo fornecendo o valor da constante de supresséo Ksv (Figura 23).

Como os fluoréforos complexados ndo sdo fluorescentes, nesse caso a fluorescéncia
residual é observada somente a partir dos fluoréforos ndo complexados e sendo assim o tempo
de vida de fluorescéncia é independente da concentracdo do supressor [Q] e como

consequénciato / t= 1.

dld
[=]

[O]

Figura 23 — Gréfico de Stern-Volmer para o modelo de supresséo estatica da fluorescéncia de
um fluoréforo F por um supressor Q [modificado de Lakowicz (2006)]

Hipotese b) — Esfera de supressao efetiva (Perrin): Modelo no qual a supressédo do
fluoroforo é assumida ser completa se a molécula do supressor Q estiver localizada
internamente a uma esfera de volume V4 localizada ao redor do fluoréforo F. A probabilidade
de que n moléculas de Q estejam no interior do VVq obedece a distribui¢do de Poisson.

Onde: [Valeur (2001)]

__<n>n
Pn - 1'1! exp(—<”>)

{(n) & onumero médio de supressores no volhumna Vq
Vo {ny =V N, [Q] Vg (L)
Q mol L!

N; é o numero de Avogadro

A probabilidade de ndo existir supressor no volume Vg é:
R, = exp(=(n))=exp (-V,N,[Q])
Sendo que, devido ao fato da intensidade de emissao ser proporcional a Fo, 0 modelo

de Perrin leva a:
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2 —exp VN, Q)

Como consequéncia, a altas concentra¢des de supressor, a relacdo Fo/F ndo serd linear
e mostra uma curvatura ascendente (Figura 24).

A baixas concentrag0es de supressor a expressao exp (VqNa[Q]) ~ 1 + VgNa[Q],
assim sendo a dependéncia com a concentracdo é quase linear como no caso da equacdo de
Stern-Volmer (VqNa — normalmente 1-3 L mol?, o que leva a uma esfera de raio de

aproximadamente 10 A) (Equacéo 10).

% = (L+ K [Q])exp([Q N /1000)
Equacéo 10
Fy
F
TO
1 T
[O]

Figura 24 — Gréafico de supressdo de fluorescéncia de um fluoroforo F por um supressor Q
segundo o modelo de supressao estatica de Perrin [modificado de Lakowicz (2006)]

1.5.2.2 Teoria da Supressao Colisional

Uma visdo cinética para o processo de supressdo colisional pode ser descrita pelo
diagrama de Jablonski simplificado (Esquema 9). Nesse diagrama estdo representados 0s
processos de desativacdo: intrinseca (natural), supressdo colisional e por transferéncia de

energia ressonante de Forster.
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Esquema 9

Para esse mecanismo, quando sob iluminacao constante (estado estacionario) podemos

ter os seguintes diagramas de energia: [modificado de Lakowicz (2006)]

a) Na auséncia de supressor: (Esquema 10)

S1 rd /\_r\flicwl'_—.,‘v:
=
$

fit) |k 6 K

s, !

Esquema 10

Para o processo no estado estacionario a variagdo de fluorescéncia com o tempo é dada
pela seguinte expressdo: (Equacédo 11)

dF

dt

= f(t) —k, [F*

=0
0

Equacéo 11

Nesse caso a constante de desativacdo intrinseca ¢ dada pelo somatorio de todos os

processos de desativacao:
kM = kf +kic +kisc :1/TO

b) Na presenca de supressor, 0 processo de decaimento pode ser representado como segue:

(Esquema 11)
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Esquema 11

Para o processo no estado estacionario a variagdo da intensidade de fluorescéncia com
o tempo é dada pela seguinte expressao: (Equacdo 12)
diF”

T £(t)- (ky + kq[QuF*

=0

Equacéo 12

Onde:
Km - cte de desativagdo intrinseca,
f(t) - é uma funcéo da cte de excitagéo,
Ks - cte de velocidade radiativa,
Kic - cte de velocidade de conversdo interna,

Kisc - cte de velocidade de cruzamento entre sistemas e
kq - cte de velocidade de supressdo devido a supressao dindmica

Dividindo a equacdo 11 pela equacdol2, obtemos a equacao de Stern-Volmer para o
processo dindmico de supressdo de fluorescéncia de um fluoréforo F por um supressor Q.

(Equacéo 13)

F, ky +kK
_OZM—“[Q]=1+quo[Q]=1+ Ko [Q]
F Ky

Equacgédo 13

A mesma equacdo pode ser obtida através dos tempos de vida na auséncia e na
presenca de supressor: (Equacédo 14)

)
7, =Ky

r=(ky +k,[Q)*
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10 = 14k,7,[Q]
T
Equacéo 14
Consequentemente:
Fo_7o
F T
Onde:

Fo e F - intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor,
respectivamente;

kq - constante de velocidade de supressdo bimolecular;

7o - tempo de vida do fluoréforo na auséncia de supressor ;

7 - tempo de vida do fluor6foro na presenca de supressor;

Q - concentracdo de supressor;

Ksv = kqto - constante de supressdo de Stern-Volmer

Obs: Se a supressdo é conhecida por ser dinamica, a constante de Stern-VVolmer pode ser

representado por Kp. Caso contrario, esta constante pode ser descrito como Ksy.

Nesse caso um grafico de Fo/F contra [Q] sera linear e com intercepto igual a 1
quando a concentracdo do supressor for zero e Kp™ é a concentracdo do supressor na qual
Fo/F = 2 ou 50% da intensidade é extinta. (Figura 25)

Fo T

- ‘o

F T

—

(O]

Figura 25 — Gréfico de Stern-Volmer para o processo de supressdo dindmica da fluorescéncia
do fluoréforo F por um supressor Q. [modificado de Lakowicz (2006)]

Esta equacdo ilustra uma caracteristica importante da supressao colisional, o que é
equivalente a uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia e tempo de vida na medida que
se adiciona concentragcdes crescentes de supressor. A diminuicdo no tempo de vida ocorre
porque a presenca do supressor proporciona um caminho adicional que leva a desativacdo de

uma fracdo do estado excitado por um mecanismo outro que néo a fluorescéncia.
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A constante de velocidade de supressédo bimolecular (kq), que reflete a eficiéncia de
supressdo ou a acessibilidade dos fluoréforos ao supressor quando controlada por difusédo
tipicamente resulta em valores de kq muito proximos a constante de velocidade de difusdo
(kgif). Por exemplo, em solugdo aquosa kgt = 5 x 10° M5t [Murov et al. (1993)]. Os valores
de kq menores do que o valor da constante de velocidade de difusdo pode ser consequéncia de
uma blindagem estérica do fluoréforo ou uma baixa eficiéncia de supressdo. Os valores
aparentes de kq maiores do que aqueles controlados por difuséo indicam geralmente algum

tipo de interacdo ja no estado fundamental.

1.5.3 Equacéo de Stern-Volmer modificada para o processo de supressdo combinado:
estatico e dinamico

Para um processo combinado, onde podemos ter parte da supressdo via um caminho

estatico e parte via um caminho dindmico, o seguinte esquema pode ser escrito. (Esquema 12)

ke
F*+ 0 «<* (FO)
A C
hl' y=1f'.-g hv E
v
Ks
F+Q0 = (FOQ)
K.s
Esquema 12

Nesse caso, podemos dividir o processo de supressdo em uma fragdo dindmica e outra
estatica, sedo que a fluorescéncia fracionada remanescente (F/Fo) é dada pelo produto da

fragdo ndo complexada (f), e a fracdo ndo suprimida por encontros colisionais: (Equacao 15)

7 (7]

I |[F
Fylgin  [Fol est

Io

/ \ fracdo de moléculas fluorescente ndo complexada

fracdo de moléculas fluorescente nao suprimidas

Equacéao 15
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Para o processo de supressao estatico:
F 1

R (1+K[Q)

Equacéao 16

Para o processo de supresséo dinamico:
F 1

F % (1+KD[Q])

Equacéao 17

Substituindo as Equacdes 16 e17 na Equacéo 15 e reagrupando as variaveis temos:

Kopp = [%—1}& = (K, + K )+ K K, [Q]

Equacéo 18

Onde:

Fo _14 Koo [Q]

=
Equacéo 19

A principal caracteristica dos graficos de Stern-Volmer (Equacdo 19) em tais
circunstancias é uma curvatura para cima, concavo em direcdo ao eixo y. (Figura 26a) Um
grafico da equacdo de Stern-Volmer modificada para esse caso leva a um intercepto igual a

Kb + Ks e inclinagdo KpKs.
(Fo/F-1)/[Q]

Fo/F
Kp Kg

To/T “— Kp+Ks

(@] (@]
a) b)

Figura 26 — Grafico de Stern-Volmer e Stern-Volmer modificado para o processo de
supressdo combinado (estatica e dinamica) da fluorescéncia de um fluoréforo F por um
supressor Q [modificado de Lakowicz (2006)]

41



Obs: A porcdo dindmica da supressdo observada pode ser calculada a partir de experimentos
de tempo de vida

1.5.4 Equacdo de Stern-Volmer modificada para um sistema contendo mais de um
fluordforo

Quando um sistema contém mais de um fluoroforo, a fluorescéncia total sera a soma

das fluorescéncias parciais provenientes de todas as espécies emissivas:

Para um modelo com duas espécies emissivas sendo apenas uma acessivel, teremos

que a intensidade observada sera dada pela seguinte equacdo de Stern-VVolmer modificada:

F

Oa

F=— 0 _4F
1+K,[Q] ®
Equacéo 20
Ka - cte de Stern-Volmer para a fracdo de fluor6foros acessiveis.

Reagrupando as variaveis temos:

AF:H—F:&{ﬁ%E%]

Definindo o termo fa como sendo a fracéo de fluoroforos acessiveis.

_ FOa
: I:Ob + FOa

Temos:

Equacédo 21

Nesse caso um grafico de Fo/F contra [Q] serd uma curva concava em dire¢do ao eixo
X. O grafico de Fo/AF contra 1/[Q] seréd linear e com intercepto igual a 1/fa quando a
concentracéo do supressor for zero e Kp™ é a concentragdo do supressor na qual Fo/F = 2 ou
50% da intensidade é extinta (Figura 27).
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Fo'F Fo/AF

0 (2] 0 1/ 1Q]

Figura 27 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de um
sistema contendo mais de um fluoréforo sendo apenas um deles acessivel. [modificado de
Lakowicz (2006)]

1.5.5 Equacédo de Stern-Volmer modificada para um sistema contendo mais de um sitio
de interagéo (n)

No caso de um processo de supressdo onde exite a possibilidade de ocorréncia de mais

de um sitio de ligacdo a equacdo cinética (Equacdo 22) para esse caso Serd escrita como

(Esquema 13):
kg
F + nQ —= FQn
-k,
Esquema 13
Consequentemente:
K, = [Q,FJ/[QI'[F]
Onde:
[QnF]: I:0 -F
Logo:

log(F, — F)/F =logk, +nlog[Q]

Equacéo 22
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Nesse caso, na equagéo de Stern-Volmer modificada, n representa o nimero de sitios
de ligagdo e ky € a constante de associacdo que esté correlacionada ao processo de interagéo.
(Equacéo 22)

Um gréfico de log(Fo-F)/F contra log[Q] sera linear com coeficiente angular igual a n
e ordenada igual a log kp. (Figura 28)

=
= v
& /
|
S o
=11] :/'
=) g
yd
/
.//
log fp d

log[ O]

Figura 28 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a possibilidade de mais de um sitio de
ligacdo. [modificado de Lakowicz (2006)]

1.6 Transferéncia de energia a longa distancia

Os processos de transferéncia de energia podem ser divididos em dois grupos. O
primeiro é baseado em um modelo puramente espectroscopico, onde a energia do estado
excitado é transferido a partir do fluor6foro F para o supressor Q, através da emissdo de um
féton que € gerado a partir do doador e subsequentemente absorvido pelo aceptor. Esse

mecanismo é conhecido como mecanismo trivial [Turro (1978)].

1.6.1 Processo de transferéncia de energia ressonante de Forster

Um segundo processo é aquele onde o mecanismo de transferéncia ocorre sem a
emissdo de um féton. Nesse caso, a transferéncia de energia se processa por um mecanismo
oriundo de perturbacbes fracas que podem ser formuladas pela “regra de ouro” onde a
transferéncia de energia e dada pela probabilidade de transicdo que é governada pela seguinte
equacéo: (Equacéo 23)
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Probabilidade (Q"A—> QA") —>ZT7T(p)<t//i H |y, )

Equacéo 23

Onde:

wi - € a funcdo de onda do estado inicial

wr - € a funcdo de onda do estado final

p - € a medida do nimero ou da densidade dos estados iniciais e finais capazes de
interagirem e

H - é a interagdo especifica capaz de acoplar yi e yr 0 qual pode ser representado
esquematicamente na Figura 29.

Absorcéo Emissao

QO —p O* EF —p F

: J = Integral de

% % ':/ Js [1ed¥ sobreposicio
| I

-

Figura 29 — Representacdo esquematica da integral de sobreposi¢do para o processo de
Transferéncia de energia ressonante (ndo-radiativa) de Forster [modificado de Turro (1978)]

Esse processo é baseado em uma interacdo couldmbica, onde a transferéncia de
energia ocorre atraves do espaco sem a necessidade do contato fisico entre as duas especies.
(Figura 30)

—2_ - °

+
| ™ J::tfracﬁu T 'E‘-: ‘ Iuter;;:{n |
! Coulémbica ) \ - R > i (;uﬁlf:mbica ‘
o @ o 0 o
F* Qo F o*

Figura 30 — Representacdo esquematica do processo de Transferéncia de energia ressonante
(ndo-radiativa) de Forster [modificado de Turro (1978)]

45



A eficiéncia de transferéncia de energia (E) entre doador e aceptor esta relacionada
com as distancias (Ro) e (r) que representam a distancia critica entre o doador/aceptor, quando
a eficiéncia de transferéncia for 50% e a distancia efetiva doador/aceptor respectivamente.

O mecanismo couldémbico pode ser interpretado como uma interacdo classica entre
duas particulas carregadas. O campo elétrico proximo a espécie eletronicamente excitada
comporta-se como um dipolo oscilante com frequéncia (v) e com momento de dipolo

instantaneo () que pode ser dado pela expressao:

H=11aCOS2TT
Equacéo 24

Com a eficiéncia de transferéncia de energia desta interacdo podendo ser escrita como

(Equacéo 25):

E (dipolo-dipolo) O Lo pA/R®
Equacéao 25

Nesse modelo a eficiéncia de transferéncia de energia (E) esta diretamente relacionada
com as disténcias (Ro) e (r) entre doador e aceptor e pode ser obtida experimentalmente a
partir da sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia da espécie doadora com o
espectro de absorcdo da espécie aceptora. Matematicamente o valor da integral de
sobreposicao (J) entre os espectros de emisséo (doador) com o espectro de absorcao (aceptor)
pode ser calculado a partir da Equacdo 26 [Lakowicz (2006), Xie et al. (2005), [Shi et al.
(2007)].

L@@ 1S an

[[F(a)dz > F(2)az

Equacéo 26

Onde:

J - integral de sobreposicédo do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASH)
com o espectro de absor¢do do aceptor (naftoquinona);

F(4) - intensidade de fluorescéncia do doador (ASH) em um comprimento de onda A;

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

A - comprimento de onda (L em cm; 1 nm = 1x107 cm; 1 cm = 1x107 nm);

AA - variacdo de comprimento de onda.
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Os valores de (Ro) que representa a distancia critica entre o doador e o aceptor, quando
sua eficiéncia de transferéncia é 50% podem ser obtidos pela Equacéo 27 [Epps et al. (1998),
Yue et al. (2008) e Karreman et al. (1967)].

K2 =2/3
R? =8,8x10°K’N®J
N=1,336 [ ASH

$=0,15

Equacéao 27

Onde:

K2 - fator de orientacdo espacial do dipolo ou fator de orientacdo entre a emissdo do
dipolo do doador e a absor¢do do dipolo do aceptor (assumindo que doador e aceptor séo
livres para assumir qualquer orientacgéo, K2 = 2/3);

N - indice de refracdo do meio;

¢ - rendimento quantico de fluorescéncia do doador;

J - integral de sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador com o
espectro de absorcéo do aceptor;

Ro - distancia critica entre o doador e o aceptor, quando sua eficiéncia de transferéncia
é 50%.

Para esses céalculos, o fator de orientacdo espacial do dipolo ou fator de orientacéo
entre a emissdo do dipolo do doador e a absorgdo do dipolo do aceptor K? é o parametro mais
incerto. Teoricamente, o pardmetro K? pode ser na faixa de 0 a 4, mas os valores extremos
requerem orientacGes muito rigidas. Se ambos, doador e aceptor sdo fracamente ligados e s&o
livres para assumir qualquer orientagdo, entdo K2 ¢ 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)].

Os valores de eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster) entre doador e
aceptor E podem ser obtidos atraves da Equacdo 28 [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)].

6
E:l—iz eRO 6
F, Ry +r
Equacéao 28
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Consequentemente os valores da distancia entre o doador e o aceptor, ou distancia de
interacdo r podem ser obtidos pela seguinte equacdo (Equacao 29) [Sklar et al. (1977) e Yue
et al. (2008)]:

ré — Rg -(1_ E)
E
Equacéao 29

Onde:
E = eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster) entre doador e aceptor,
Fo = intensidade de emissdo de fluorescéncia na auséncia do supressor,
F = intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca do supressor,
Ro = distancia critica entre o doador e o aceptor, quando sua eficiéncia de transferéncia
€50% e
r = distancia de ligagdo entre doador e aceptor.

1.7 Fluorescéncia resolvida no tempo

Fluorimetria pulsada, técnica de fluorescéncia resolvida no tempo utilizada neste
trabalho, trabalha no dominio de tempo. A amostra é excitada por um pulso de luz curto (um
LED pulsado com comprimento de onda no maximo de absorcdo do fluordforo) e a resposta

da fluorescéncia é apresentada em funcéo do tempo. (Figura 31)

EXCITAGAD RESPOSTA
At N resposta pulac- 5 I
s
aqualquer excitacio
Eit) Rif)

’,lllll\ f\ uorimetria
de éulso |

Figura 31 — Principios de fluorimetria resolvida no tempo pulsada [modificado de Valeur
(2001)]

Supondo, em um exemplo, que uma amostra contendo um fluoréforo seja excitada
com um pulso de luz infinitamente curto, resultando na excitacdo de uma populacao inicial No
de fluoroforos para o primeiro estado excitado singlete, o decaimento para o estado

fundamental ocorre com uma constante de velocidade kr + knr. (Equagédo 30)
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dN (t)
—2=—(k, +k_)-N(t
o (K, +Kq ) - N (1)
Equacéo 30
Onde:
N(t) - nUmero de moléculas excitadas no tempo t,
k: - constante de velocidade radiativa (fluorescéncia ou fosforescéncia) e
Knr - constante de velocidade de decaimento ndo radiativo.

A emissdo é um evento aleatorio, onde cada fluoréforo possui igual probabilidade de
emissdo num dado intervalo de tempo. Ao integrar a equacdo 30, tem-se um decaimento

exponencial da populacéo excitada. (Equacao 4)
N =N, -exp(-t/7)

Equacédo 31
Como a intensidade radiativa (1) € proporcional a N(t) pode ser expresso como: (Equacgéo 5)

| =a-exp(-t/7)
Equacéo 32
Onde T é o tempo de vida e a a intensidade no tempo zero, com 1 sendo mostrado na Equacao
33
7= (K +k,)"

Equacéo 33

O tempo de vida de fluorescéncia, em geral, € relacionado com o tempo requerido para
a intensidade decair 63.21% (1/e) de seu valor inicial. O tempo de vida é determinado através

do coeficiente angular do gréafico log I(t) versus t. (Figura 32)
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Figura 32 — Curva de decaimento de fluorescéncia [modificado de Lakowicz (2006)]
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2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar a interagdo de compostos bioativos anélogos
a 1,2-naftoquinona com albumina sérica humana através des técnicas espectroscopicas de
absorcdo no UV/Vis, fluorescéncia, dicroismo circular e fluorometria de resolugdo temporal, e
obter os parametros fisico-quimicos AG®, AH® e AS° envolvidos nos processos de interacao
composto bioativo/proteina. Também serdo determinados os valores de integral de
sobreposicdo, a distancia critica quando da transferéncia de 50% da energia Ro e r, assim
como, as mudancas conformacionais que ocorrem nas ASH quando da interacdo com
compostos bioativos.

As substancias furanicas e piranicas derivadas da 1,2-naftoquinona estudadas neste

trabalho estdo mostrados na Figura 33.

TLEYG

Br

LF4Me LF24Me L F4CI LF4Br
O o} o)
904 ° O
P 99 4@
o) o o
F
LP4Me LP24Me LP4F

Figura 33 — Estruturas quimicas e a simbologia usada na representacdo dos compostos
estudados neste trabalho
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Aparelhos

Os espectros na regido do ultravioleta (UV) e os espectros de fluorescéncia foram
realizados em um espectrofluorimetro Jasco modelo J-815 com cela de quartzo de 1 cm de
passo Otico equipada com sistema termostatizado Jasco PFD-425S15F com precisao de 0,1°C.

Os espectros de dicroismo circular foram feitos no espectropolarimetro Jasco modelo
J-815 com cela de quartzo de 1 cm de passo Otico equipada com sistema termostatizado Jasco
PFD-425S15F com precisao de 0,1°C.

Os experimentos de fluorescéncia com resolucdo temporal foram realizados
utilizando-se um espectrofluorimetro Edinburgh FLS-920, onde foi empregado, para
excitacdo, um laser de diodo pulsado da Edinburgh Instruments (Aexc = 280 £ 10 nm; pulso de

850 ps; 1,8 uW/pulso), com monitoramento da emissao a 340 nm.

3.1.2 Vidraria

Todo o material de vidro utilizado nos processos de preparagdo e na manipulagédo das
amostras foi limpo de acordo com o roteiro abaixo:
- A vidraria foi colocada em imersdo em uma solucdo de etanol/agua, com 10% de NaOH,
durante 24 horas;
- Enxaguada com &gua corrente;
- Enxaguada com &gua destilada;
- Enxaguada com etanol P.A.;
- Enxaguada com acetona P.A.;
- Enxaguada com acetona grau espectroscopico;
- Seca em estufa a 150°C.

3.1.3 Reagentes

As 1,2-naftoquinonas utilizadas nesse estudo foram sintetizadas no Laboratério de
Sintese de Carboidratos e Nucleosideos, do Instituto de Quimica da Universidade Federal
Fluminense, e gentilmente cedidos pelo Dr. Vitor F. Ferreira e pela Dr? Sabrina Baptista Ferreira.

Metanol, grau espectrofotométrico, foi adquiridos a Vetec.
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A albumina utilizada neste trabalho foi a albumina sérica humana (ASH), produto
comercial comprado da Aldrich.

Sachés de PBS, utilizados neste trabalho, foram produtos comerciais comprados da
Aldrich, com os quais foram preparadas solucfes tampéo fosfato (PBS) de pH = 7,4.

Agua, grau milli-Q, foi obtida através do aparelho DIRECT-Q, modelo MILLIPORE,
gue se encontra na sala 22 do departamento de quimica da Universidade Federal Rural do Rio
de janeiro (UFRRJ) no LBBMA (Laboratorio de bioquimica e biologia molecular de

artropodes).

3.2 Métodos

As 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e
LF4Br) foram analisados por técnicas de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis), e
em albumina sérica humana (ASH) por técnicas de espectroscopia no ultravioleta/visivel
(UV-Vis), espectroscopia de emissdo de fluorescéncia com variacdo de temperatura (Aexc =
280 nm; T =305 K, 310 K, 315 K) e dicroismo circular com variagdo de temperatura (T = 305
K, 310 K e 315 K).

3.2.1 Solugdes

e Solugdes de concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mo/L dos derivados das
1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e
LF4Br)) em etanol (solucéo 1);

e Solucdo buffer de fosfato (PBS), uma solugdo tampéo fosfato de pH = 7,4 (1 saché
solubilizado em 1 L de agua milli-Q);

e Solugdes 1,00 x 10° mol/L de albumina sérica humana (ASH) em solugéo buffer
de fosfato (PBS) (tampéo fosfato de pH = 7,4) (solugéo 2);

e Solugdes 1,00 x 10°® mo/L de albumina sérica humana (ASH) em solugéo buffer de
fosfato (PBS) (tampéo fosfato de pH = 7,4) (solugéo 3).

3.2.2 Estudos espectroscopicos na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis)

Foram registrados espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para a ASH e o0s
derivados das naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4AMe, LF24Me, LFACI e
LF4Br) em solucdo tampéo de PBS (pH = 7,4) com varreduras na faixa de 200 nm a 450 nm,

com concentragdo de aproximadamente 1,00 x 10~ mol/L.
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Estudos do processo de interagdo dos compostos bioativo/ASH foram realizados por
titulagdo de uma aliquota contendo 3 mL da solucdo de albumina sérica humana (ASH)
tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentra¢do de aproximadamente 1,00 x 10° mol/L.
Inicialmente foi registrado os espectros de na regido do UV-Vis da solugdo de albumina pura
(branco). Aos 3 mL de solucdo de albumina (ASH), foi adicionada sucessivamente aliquotas
de 10 uL de uma solucdo dos derivados de naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF,
LF4Me, LF24Me, LF4Cl e LF4Br) com concentragio de aproximadamente 1,00 x 10~ mol/L,
e 0s espectros de absor¢cdo UV-Vis eram registrados na faixa entre 200 a 450nm. (Figuras 34,
35, 65, 79, 93, 107, 121 e 135).

3.2.3 Estudos espectroscopicos de emissao de fluorescéncia

Foram registrados espectros de emissédo de fluorescéncia da ASH (Lex=280, emissédo
290 - 450 nm) em solucédo tampé&o de PBS (pH = 7,4), com concentracdo de aproximadamente
1,00 x 10° mol/L nas temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K (Figura 37).

Os estudos da interagédo dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F,
LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br) com a albumina sérica humana (ASH), por
espectroscopia de fluorescéncia foi realizada inicialmente pelo registro da emissdo de
fluorescéncia de uma aliquota de 3 mL de uma solucdo de albumina sérica humana (ASH)
tamponada com PBS (pH = 7,4) concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10° mol/L de
modo a obter a intensidade de fluorescéncia inicial (Fo), sendo em seguida, realizada uma
titulacdo através da adicdo de aliquotas sucessivas dos derivados de 1,2-naftoquinonas
(LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4Cl e LF4Br) com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10 mol/L de modo a obter um valor de supressio inicial (Fo-F)
com aproximadamente 10% do valor inicial da fluorescéncia da ASH (Fo) (Figuras 37, 53, 67,
81, 95, 109, 123 e 137).

As condicg0es utilizadas para estas analises foram as seguintes: espectro de emisséo de
fluorescéncia (varredura de 337 nm a 343 nm), ¢ comprimento de onda de excitacdo (Aexc =
280 nm), com fendas de emissdo a 5,0 nm e de excitagdo a 10 nm e velocidade de 100
nm/min. Todos os estudos espectroscopicos de emisséo de fluorescéncia foram realizados nas
temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K.
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3.2.4 Estudos espectroscopicos de dicroismo circular

As condi¢Oes utilizadas para esta analise foram: varredura (faixa) de 200 nm a 250 nm,

com velocidade de 100 nm/min no espectropolarimetro e controle de temperatura (T = 305 K,

310 K e 315 K). A linha de base foi realizada com uma solucdo aquosa de PBS (pH = 7,4).

Para a realizacdo das andlises de dicroismo circular, foram colocados em uma cela de quartzo

de 1 cm de caminho éptico, uma aliquota de 3 mL de uma solugdo de albumina (ASH) com

uma concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L tamponada com PBS (pH = 7,4), a

partir da qual foi registrado a sua elipticidade inicial de modo a se obter o espectro inicial

(Figura 45). A essa solucdo foram adicionadas aliquotas com volumes: 12 pL, 24 uL, 48 ulL e
96 uL dos derivados da 1,2-naftoquinona (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me,
LF4Cl e LF4Br) com concentracdo de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L, de tal forma a se

obter uma relagdo composto bioativo/ASH nas propor¢des de 1:0; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32. Ap0s

cada uma dessas adigbes, foram feitas leituras das solucBes contidas na célula de
quartzo.(Figuras 46, 47 48, 61, 62, 63, 75, 76, 77, 89, 90, 91, 103, 104, 105, 117, 118, 119,

131, 132, 133, 145, 146 e 147)

3.2.5 Condicdes de analises

3.2.5.1 Ultravioleta/Visivel

Tabela 3 — Temperatura utilizada na absor¢ao de UV-VIS de ASH na presenca dos derivados

de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br).

pH

T (K)

7,4

310
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Tabela 4 — Concentracéo final dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F,
LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br), ap06s a adicdo de aliquotas de uma solucdo estoque
1,0 x 10 mol/L, em 3 mL da solugio de ASH 1,00 x 10° mol/L, para T = 310 K.

Adicio de LFs (de 10 pL em 10 pL) Concentragdo de LFs

(10 mol/L)

0pL 0

10 uL 3,32
20 pL 6,62
30 uL 9,90
40 uL 13,20
50 pl 16,40
60 pL 19,60
70 uL 22,80
80 uL 26,00

3.2.5.2 Fluorescéncia

Tabela 5 — Temperaturas utilizadas na espectroscopia de emisséo de fluorescéncia de ASH na
presenca dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me,
LF4Cl e LF4Br).

pH T (K)
305

74 310
315

Tabela 6 — Concentracéo final dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F,
LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br), ap6s a adicdo de aliquotas de uma solucéo estoque
1,0 x 10 mol/L, em 3 mL da solugdo de ASH 1,00 x 10®° mol/L, para T = 305 K, 310 K e
315 K.

Adico de LFs (de 10 pL em 10 pL) Concentragao de LFs

(10 mol/L)

OpL 0

10 puL 3,32
20 uL 6,62
30 uL 9,90
40 puL 13,20
50 uL 16,40
60 uL 19,60
70 uL 22,80
80 puL 26,00
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Tabela 7 — Concentracéo final dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me), apds a adicdo de
aliquotas de uma solugéo estoque 1,0 x 10 mol/L diluida na proporgdo (1:1), em 3 mL da
solugdo de ASH 1,00 x 10° mol/L, para T = 305 K, 310 K e 315 K.

Adicio de LFs (de 15 pL em 15 pL) Concentragdo de LFs

(10 mol/L)
0pL 0
15 uL 2,49
30 puL 4,95
45 plL 7,39
60 uL 9,80
75 uL 12,20
90 pL 14,60
105 pL 16,90
120 uL 19,20

3.2.5.3 Dicroismo

Tabela 8 — Temperaturas utilizadas na espectroscopia de dicroismo circular de ASH na
presenca dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me,
LF4Cl e LF4Br).

pH T (K)
305

74 310
315

Tabela 9 — Concentracdo dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF,
LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br) apds a adicao de aliquotas de uma solucédo das LFs (1,0 x
10~ mol/L), em 3 mL da solugdo de ASH (1,00 x 10°® mol/L), para T=305 K, 310 K e 315 K.

Concentracao final de 1,2-

(ASH:1,2-naftoquinona) naftoquinona (10 mol/L)

(2:0) 0

(1:4) 3,90
(1:8) 7,90
(1:16) 15,70
(1:32) 31,00
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3.2.5.4 Fluorescéncia resolvida no tempo

Para o experimento de fluorescéncia com resolucédo temporal, utilizou-se uma solucéo
1,0 x 10°mol/L de ASH em PBS, em pH 7,4 e temperatura ambiente.

Tabela 10 — Concentracao final dal,2-naftoquinonas LF apds a adi¢do de aliquotas de uma
solucéo estoque 1,48 x 10 mol/L, em 3 mL da solugio de ASH 1,00 x 10 mol/L

Adicao de 1,2-naftoquinonas Concentracdo (10° mol/L)
OpL 0
10 pL 4,92
20 puL 9,80
30 puL 14,70
40 uL 19,50
50 uL 24,30
60 uL 29,00
70 uL 33,70
80 uL 38,40

160 pL 74,90
320 pL 143,00
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao acerca dos estudos fotofisicos da interacdo dos derivados de
1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) com

albumina sérica humana (ASH) estdo apresentados a seguir.
4.1 Espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A albumina serica humana (ASH) apresenta uma banda em comprimento de onda em
torno de 280 nm, a qual é atribuida principalmente a absor¢do por parte do triptofano e em
menor grau pela tirosina e pela fenilalanina. (Figura 34)

N

Absorbancia (u.a.)
N
|

I T I T I T I T I T
200 240 280 320 360 400 440
Comprimento de onda (nm)

Figura 34 — Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) na concentracéo de 1,0 x 10" mol/L

O processo de interagdo no estado fundamental entre os derivados de 1,2-
naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4AF, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e LF4Br) com a ASH
foi investigado empregando-se espectros de absor¢do na regido do UV-Vis (200 nm a 450
nm). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 35 para LF e no anexo para 0S
demais compostos (Figuras 65, 79, 93, 107, 121 e 135).
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Figura 35 — Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragfes da 1,2-naftoquinona(LF), Cast = 1,00 x
10° mol/L e C¢ = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1;32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10~°) mol/L

Os resultados destes estudos (Figura 35) mostram um aumento das bandas de absorg¢éo
com o aumento da concentracdo de 1,2-naftoquinona a0 mesmo tempo em que pode ser
observado um leve deslocamento hipsocrémico (para o azul) da banda de absorcdo proxima a
280 nm, caracteristica do triptofano, indicando uma possivel formacéo de um complexo entre
LF e ASH no estado fundamental. Os mesmos efeitos podem ser observados para os demais
compostos estudados. (Figuras 51, 65, 79, 93, 107, 121 e 135)

No entanto, um indicativo da formagdo de um complexo no estado fundamental por
estudos de absorcdo na regido do UV-Vis pode ser descartado quando se analisa diretamente
0s espectros normalizados na regido do UV-Vis, para o sistema 1,2-naftoquinona/ASH
(Figura 36 e, 52, 66, 80, 94, 108, 122 e 136 para as demais 1,2-naftoquinonas estudadas), o0s
guais mostraram a auséncia de efeitos caracteristicos que podem ser correlacionado com a

formacéo de um complexo no estado fundamental.
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Figura 36 — Espectros de absorcao no UV-Vis normalizados para solugédo de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinona (LF)
Cvr = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF em PBS, C.r = 0,99 x 10° mol/L

Para a formacdo desses complexos entre as 1,2-naftoquinonas/ASH seria esperado que
as regides principais para a ligacdo dos compostos bioativos nos sitios de ligacdo da albumina
que estdo localizadas em uma cavidade hidrofébica no subdominio 11A, o qual é consistente
com o sitio 1l e o residuo de triptofano (Trp-214) de ASH esta nesse subdominio. Existe uma
grande cavidade hidrofdbica presente no subdominio 1A, onde muitos compostos bioativos,
como por exemplo, as 1,2-naftoquinonas, podem se ligar formandos os complexos 1,2-
naftoquinona-ASH.

4.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH pelos compostos
derivados da 1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LF4CI, LF4AMe, LF24Me, LP4Me, LP24Me e
LP4F) em solugédo de tampédo de fosfato (pH= 7,4) na temperatura de 310 K estdo
apresentados na Figura 37 para LF e no anexo para os demais compostos (Figuras 53, 67, 81,
95, 109, 123 e 137).
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Figura 37 — Espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes da 1,2-naftoquinonas
LF, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Ci¢ = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1;32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 107)
mol/L,aT=310K

Nesses estudos, observou-se que a emissao de fluorescéncia da ASH foi suprimida
pela adi¢do de aliquotas sucessivas das 1,2-naftoquinonas. Tomando como exemplo a LF, a
sucessiva adigdo desse composto levou a uma gradativa diminuicdo na intensidade de emisséo
de fluorescéncia de ASH (Figura 37), fato este que sugere uma possivel interacdo entre LF e a
ASH, e que a 1,2-naftoquinona esta localizada proxima ao residuo de triptofano contido na
estrutura da albumina [Wei et al. (2006) e Cheng et al. (2009)]. Com o aumento da
concentracdo de LF na solucdo de ASH, também foi observado um leve deslocamento para o
azul na banda de emissdo de fluorescéncia da ASH, sugerindo que o cromdéforo presente na
proteina (ASH), apds a adicdo da 1,2-naftoquinona encontra-se em um ambiente diferente
daquele anterior a sua adi¢do, ou seja, na ASH pura (livre) [He et al. (2006) Cui et al. (2007),
Zhang et al. (2008), Yue et al. (2008). Li et al. (2008), (2009), e Ribeiro (2010)]. Como
consequéncia, pode-se admitir que o cromdforo da ASH passa a estar localizado em um
ambiente mais hidrofobico apds a adicdo das 1,2-naftoquinonas, o que pode ser um indicativo
de possiveis mudancas conformacionais da proteina (ASH). [Yuan et al. (1998), Zhang et al.
(2008) e Cui et al. (2007), Yue et al. (2008)] Os mesmos efeitos foram observados para 0s
demais compostos estudados (Figuras: 53, 67, 81, 95, 109, 123 e 137).
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Existem casos na literatura onde o aumento da concentracdo dos compostos bioativos
leva a um leve deslocamento para o vermelho (maiores comprimentos de onda) na emisséo de
fluorescéncia, sugerindo que o composto se liga a cavidade hidrofébica da albumina, levando
a um aumento de polaridade ao redor do residuo de triptofano [Shi et al. (2007) e Tang et al.
(2006)].

Os mecanismos possiveis para 0 processo de supressdo podem ser estatico ou
dinamico, e sua interpretacdo pode ser investigada através de experimentos de supressédo de
fluorescéncia da proteina. Graficos de Stern-Volmer a diferentes temperaturas [Yue et al.
(2008) e Li et al. (2009)], permitem que se obtenha as constantes de supresséo de Stern-
Volmer (Ksv) e as constantes de velocidade de supressdao de fluorescéncia (kq) para a
interacdo 1,2-naftoquinonas/ASH (Equacdo 9) [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)]).

Nesse caso, para a determinagdo das constantes de velocidade de supressdo kg, foi
utilizado o valor de to = 10 ns para o tempo de vida de ASH na auséncia de supressor, [Xie et
al. (2005), Tang et al. (2005), Kandagal et al. (2006), Lakowicz (2006), Cui et al. (2007), Cui
et al. (2008), Zhang et al. (2008) e Cheng et al. (2009)].

Os gréaficos de Stern-Volmer correspondentes a supressdo de fluorescéncia do residuo
de triptofano da ASH pelas 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me,
LF24Me, LFACI e LF4Br), a diferentes temperaturas (305 K, 310 K e 315 K), estdo mostrados
na Figura 38 para LF e no anexo para os demais compostos (Figuras: 54, 68, 82, 96, 110, 124
e 138).

Os valores de Ksy e kq para os estudos da interacdo dos derivados da 1,2-naftoquinona
(LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e LF4Br) com ASH véo apresentados
na tabela 11. Os valores para kq obtidos demonstram que o mecanismo mais provavel para o
processo de supressdo da fluorescéncia de ASH pela interacdo com as 1,2-naftoquinonas é
estatico, em fungdo dos altos valores encontrados para as constantes de velocidade de
supressdo pelas 1,2-naftoquinonas (kq = 10*2 a 103 L/mol.s), e sua pouca dependéncia com a
temperatura. (Tabela 11) Os valores para kq encontrados nesse estudo séo muito mais altos do
que a constante de velocidade de difusdo (kq = 5 x 10° L/mol.s, em agua), indicando a
formacéo inicial de uma pré-associacao 1,2-naftoquinonas/ASH. Os valores obtidos para Ksy

(10% a 10° L/mol) e para kq (10! a 101 L/mol.s) foram semelhantes aos descritos na literatura
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para outras moléculas [He et 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)].

F
FO=1+ ky7o[Q]=1+ K¢, [Q] ky =—2
To

Equacao 9

2,2+

2,0+
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1,61
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0,000000 0,000005 0000010 0000015 0,000020 0,000025  0,000030
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Figura 38 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela 1,2-naftoquinona (LF)

Tabela 11 — Valores de Ksv e kq obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas 1,2-naftoquinonas (LP4Me,
LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br) em diferentes temperaturas (305 K,
310 K e 315 K)

T (K) 305 310 315
Ksv Kq Ksv Kq Ksv Kq
10°L/mol 102 L/mol.s 10°L/mol 10%2L/mol.s 10°L/mol 10%L/mol.s

LP4Me 6,25 6,25 5,75 5,75 531 5,31
LP24Me 13,74 13,74 13,53 13,53 12,63 12,63
LP4F 4,40 4,40 4,23 4,23 4,02 4,02
LF 4,08 4,08 3,91 3,91 3,97 3,97
LFAMe 2,57 2,57 2,38 2,38 2,34 2,34
LF24Me 7,06 7,06 7,29 7,29 7,46 7,46
LF4CI 5,27 5,27 5,32 5,32 5,27 5,27
LF4Br 4,30 4,30 4,10 4,10 3,85 3,85
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As constantes de supressdo efetivas para as 1,2-naftoquinonas, ou constantes de
ligacdo de Stern-VVolmer modificadas (Ka) (Equacéo 21), foram obtidas a partir da construcdo
de graficos de Stern-Volmer modificados [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 na
Figura 39 para a 1,2-naftoquinona LF e no anexo para os demais compostos (Figuras 55, 69,
83,97, 111, 125 e 139).
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Figura 39 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressédo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela 1,2-naftoquinona (LF)

Os valores de Ka encontrados para a interacdo 1,2-naftoquinona/ASH estéo todos na
faixa entre (Ka = 10* a 10° L/mol) (Tabela 12 e correspondente tratamento estatistico, Tabela
13) o que deixa claro que as 1,2-naftoquinonas se ligam fortemente a ASH, pois os valores de
Ka foram semelhantes ao da literatura para outras moléculas que apresentam fortes interagdes
entre as moléculas bioativas e albumina (Ka = 10* a 10° L/mol) [He et al. (2005), Tang et al.
(2006), Li et al. (2007), Zhang et al. (2008) e Li et al. (2009)].
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Tabela 12 — Valores de Ka obtidos a partir dos graficos de Stern-VVolmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas 1,2-naftoquinonas (LP4Me,
LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br) em diferentes temperaturas (305 K,
310 K e 315 K)

Temperatura (K)

Composto 305 310 315
Ka (10° L/mol) Ka (10° L/mol) Ka (10° L/mol)

LP4Me 4,87 4,37 3,86

LP24Me 8,78 7,50 7,20

LP4F 3,24 2,98 2,99

LF 2,78 2,55 2,30

LF4Me 2,02 1,70 1,54

LF24Me 4,46 4,17 3,77

LF4CI 3,93 3,73 3,45

LF4Br 1,37 1,12 1,10

Tabela 13 — Valores estatisticos obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados
pela supressdo de fluorescéncia de ASH (Lhexc = 280 nm) para as 1,2-naftoquinonas (LP4Me,
LP24Me, LP4F, LF, LF4AMe, LF24Me, LFACI e LF4Br)

Valores estatisticos

R (Coeficiente SD (Desvio

Composto de correlacéo) Pad réoNda N (I\Fl)%r:te;g(;s de (Probagili dade)
regressao)

LP4Me 0,99995 0,02331 8 <0.0001
LP24Me 0,99991 0,02458 8 <0.0001
LP4F 1 0,00775 8 <0.0001
LF 0,99992 0,03502 8 <0.0001
LF4Me 0,99989 0,04574 8 <0.0001
LF24Me 0,99998 0,01161 8 <0.0001
LF4CI 0,99999 0,01175 8 <0.0001
LF4Br 0,99987 0,04536 8 <0.0001
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Através dos valores de Ka encontrados para a supressdao de ASH foram construidos
gréaficos de van’t Hoff empregando-se a Equacdo 34, os quais estdo apresentados na Figura 40
para a 1,2-naftoquinona LF, como exemplo, e no anexo para os demais derivados (Figuras 56,
70, 84, 98, 112, 126 e 140), [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)]. A partir destes graficos foram obtidos os parametros
termodinamicos de variacdo de entalpia (AH®) e de entropia (AS°) envolvidos no processo de
supressdo da fluorescéncia da ASH , os quais permitiram o calculo do valor da variacdo de
energia livre de Gibbs (AG®) (Tabela 14). Foram escolhidas as temperaturas de 305 K, 310 K
e 315 K, pois a albumina sérica humana (ASH) néo apresenta qualquer degradacéo estrutural

nestas temperaturas.

0 0
Ik, =20, 45 AG® = AH® ~TAS®
RT R
Equacéo 34

10,25 LF

10,20

10,15 ]
N
5

10,10

10,05-

T T T T T T T T T T T T 1
0,00316 000318 000320 0,00322 0,00324 0,00326  0,00328
VUT(K)

Figura 40 - Gréafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela 1,2-naftoquinona (LF).
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Tabela 14 — Valores dos parametros termodindmicos AH®, AS° e AG® obtidos a partir dos
gréficos de van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas 1,2-
naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br).

T AHO AS° AG?

(K) (kd/mol) (3/mol.K) (kJ/mol)

305 -27,38

LP4Me 310 -18,58 28,85 -27,52

315 -27,67

305 -28,82

LP24Me 310 -15,82 42,61 -29,03

315 -29,24

305 -26,30

LP4F 310 -6,60 64,61 -26,63

315 -26,95

305 -25,96

LF 310 -15,15 35,43 -26,14

315 -26,31

305 -25,11

LF4Me 310 -21,82 10,79 -25,16

315 -25,22

305 -27,17

LF24Me 310 -13,46 44,94 -27,39

315 -27,61

305 -26,84

LFACI 310 -10,39 53,93 -27,11

315 -27,38

305 -24,09

LF4Br 310 -17,83 20,50 -24,19

315 -24,29

Em uma interacdo composto bioativo/proteina, valores positivos de
AS° frequentemente levam a evidéncia de que a interagdo € hidrofébica [Ross e Subramanian

(1981), Yue et al. (2008) e Li et al. (2009)], devido as moléculas de agua que estdo arranjadas
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ordenadamente ao redor do ligante, conferindo assim a proteina uma melhor conformagéo
randomica. Por outro lado, valores negativos de AS° indicam uma interacdo desfavoravel do
ponto de vista entropico como conseqiiéncia de uma maior organizacdo formada pelo sistema
composto bioativo/proteina, o que deve ser consequéncia de processos que apresentam fortes
interacdes intermoleculares, como a formacdo de ligacdo de hidrogénio e ou forcas
eletrostaticas.

No caso do parametro entalpico (4H°), valores negativos indicam que o processo de
interacdo € governado pela formacao de ligacGes fortes entre o composto bioativo/proteina. O
que é compativel com interac@es do tipo ligacdo de hidrogénio em um ambiente com caréater
predominantemente hidrofilico. Por outro lado, valores de entalpia positivos sugerem
interacdes fracas e um ambiente predominantemente hidrofobico.

A combinacdo dos parametros termodinamicos (AH® e AS°) serd o responsavel pelo
resultado global final envolvido nos processos de interacdo compostos bioativos/proteina, cuja
resultante ird governar a espontaneidade ou ndo do processo que é descrita pela energia livre
de Gibbs (4G°®).

A combinacdo de valores de AS° positivos e de AH° negativos indicam que 0s
processos de ligacdo serdo favorecidos tanto pela entropia quanto pela entalpia. Por outro
lado, para interacdes tipicamente hidrofobicas, os valores de AS° e de AH° sdo positivos,
sendo a espontaneidade da interacdo governada exclusivamente pela entropia. Ja valores de
AS° e de AH° negativos, indicam que a interagdo composto bioativo/proteina é principalmente
comandada pela entalpia e a entropia é desfavoravel para a ligagdo, apontando para interaces
por forcas de van der Waals e formacéo de ligacdo hidrogénio em um meio dielétrico baixo
[Ross e Subramanian (1981), Yue et al. (2008) e Cheng et al. (2009)]. Além disso, interacfes
eletrostaticas especificas entre espécies idnicas e solucbes 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° negativos encontrados em todos os casos estudados para as 1,2-
naftoquinonas, mostraram que o processo de interacdo 1,2-naftoquinonas/ASH foi exotérmico
(Tabela 14). Os valores de AS° positivos evidenciaram que o tipo de interacdo entre as 1,2-
naftoquinonas/ASH possui um certo carater hidrofdbico, e os valores de AG° negativos (4G°
~ -29 a -24 kJ/mol) demonstraram a espontaneidade da interacdo 1,2-naftoquinonas/ASH
(Tabela 14). Para o processo de interacdo 1,2-naftoquinona/ASH baseado simplesmente em

um modelo de forca intermolecular, podemos inferir que ela pode envolver uma razoavel
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interacdo hidrofdbica, evidenciada pelos valores positivos de AS°, o0 que pode ser explicado
pela baixa solubilidade em agua das 1,2-naftoquinonas estudadas. J& os valores de AH°
indicam que o sistema quinbnico deve estabelecer uma interacdo razoavel tipo ligacdo de
hidrogénio, pela presenca de um sistema o-dicarbonila nos compostos estudados. Os menores
valores em modulo encontrados para os derivados contendo substituintes retiradores de
elétrons, como no caso dos compostos LF4Cl e LP4F, poderiam ser justificados pela
diminuicdo da possibilidade de formacéo de interacéo tipo ligacdo de hidrogénio.

O papel exercido pelos fatores entélpico (4H°®) e entropico (AS°) para a interacao entre
a ASH e a série de 1,2-naftoquinonas estudadas (Tabela 14), deve estar correlacionado aos
efeitos eletronicos gerados pelos &tomos ou grupos de atomos presentes como substituintes no
anel aromatico sobre os elétrons r dos sistemas insaturados das 1,2-naftoquinonas, bem como
0s possiveis efeitos estéricos gerados pelos grupos substituintes ou mesmo pela diferenca
estrutural entre as duas classes de compostos (piranosidica e furanosidica).

Para uma supressdo estatica, os sitios de ligacdo s@o independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula. Valores de constantes de ligacdo (Kp) e de numeros de sitios
de ligacdo (n) foram obtidos a partir da construcdo de graficos de log(Fo-F)/F versus log[Q]
(Equacéo 22) [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 mostrados na Figura 41 para LF e
no anexo para os demais derivados fluorados (Figuras 57, 71, 85, 99, 113, 127 e 141). De
acordo com os resultados mostrados na tabela 15, o numero de sitios de ligacdo entre a ASH e
as 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e LFA4Br) é
aproximadamente igual a 1. Isso indica que existe somente uma interagdo molecular entre as

1,2-naftoquinonas estudadas e uma molécula de ASH.

Iog[ FOF_ F j =logK, +nlog[Q]

Equacéao 22
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Figura 41 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela 1,2-naftoquinonas (LF)

Os resultados encontrados para os valores de Ky e n (Tabela 15) mostraram, mais uma
vez, pouquissima dependéncia com a temperatura. De uma maneira geral, os valores de Ky e n
indicam que o provavel mecanismo de supressdao de fluorescéncia de ASH pelas 1,2-

naftoquinonas é estatico, pois ndo houve uma relagdo com o aumento da temperatura.

Tabela 15 — Valores de numero e ordem de ligacdo (n e Ky) obtidos a partir dos graficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas
1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e LF4Br)

T (K) n Ko
305 1,05 109342,80
LP4Me 310 1,05 100563,40
315 1,06 95119,60
305 1,10 413085,50
LP24Me 310 1,13 540380,90
315 1,12 453513,30
305 1,06 81401,05
LP4F 310 1,06 79746,20
315 1,05 69424,06
305 1,08 86564,50
LF 310 1,08 83548,70
315 1,10 10268,97
305 0,93 12101,24
LF4Me 310 0,94 13065,62
315 0,96 16262,60
305 1,11 204018,70
LF24Me 310 1,13 263566,40
315 1,16 358121,20

71



Tabela 15 — Continuacgdo

305 1,07 100700,10
LF4CI 310 1,08 113224,40
315 1,09 129476,20
305 1,09 106981,80
LF4Br 310 1,11 125979,50
315 1,10 100359,80

4.3 Calculo do raio de Forster

A distancia entre o residuo de triptofano (doador) e a molécula supressora (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)], com a eficiéncia de transferéncia de
energia (E) estando relacionada com as distancias Ro e r entre doador e aceptor [Yue et al.
(2008) e Cheng et al. (2009)].

O processo de transferéncia de energia envolvido na interacdo entre ASH e as 1,2-
naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4Cl e LF4Br) foi
verificado a partir da sobreposicao entre o espectro de emissédo de fluorescéncia da ASH (Aexc
=280 nm) e os espectros de absorcdo UV/visivel a diferentes temperaturas (T = 305 K, 310 K
e 315 K) quando [ASH] = [1,2-naftoquinona] = 1,00 x 10° mol/L, estdo mostrados nas figuras
42, 43 e 44 para a 1,2-naftoquinona LF, enquanto que para as demais 1,2-naftoquinonas
estudadas encontram-se no anexo. (Figuras 58, 59, 60; 72, 73, 74, 86, 87, 88, 100, 101, 102,
114, 115, 116, 128, 129, 130, 142, 143 e 144).

Os valores da integral de sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia do
doador (ASH) com o espectro de absorcdo do aceptor (1,2-naftoquinonas) (J) foram
calculados de acordo com a Equacdo 26 [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)].

J: F(2)(2)1" dA Y F(2)e(2)2* Az
[Fwd  XF@) A

Equacéo 26
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A Equagéo 27 [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
distdncia critica (Ro) entre o doador (ASH) e o aceptor (1,2-naftoquinona), quando sua
eficiéncia de transferéncia é 50%, sendo que os valores adotados para os pardmetros K2, N e
® vao mostrados a seguir [Liu et al. (2003), Kandagal et al. (2006), Shi et al. (2007), Yue et
al. (2008) e Qing et al. (2009)].

K?=2/3
R; =88x10*K*N™*®J N=1,336 ~ASH

$=0,15
Equacéao 27

Para calcular os valores de eficiéncia de transferéncia de energia (E) entre doador
(ASH) e aceptor (1,2-naftoquinonas) foi usada a Equacéo 28 [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)]. Os valores de J, Ro, E e r calculados estdo apresentados na
Tabela 16.

F_ Ry o _Ro.(1-E)

E-1_-_— —
F, RS+r° E

Equacéao 28
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Figura 42 - Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da 1,2-naftoquinona (LF). Cast = Cr = 1,00 X

107 mol/L.
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Figura 43 - Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da 1,2-naftoquinona (LF). Cast = Cr = 1,00 X
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Figura 44 - Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da 1,2-naftoquinona (LF). Cast = Cr = 1,00 X

10°° mol/L.

Tabela 16 - Valores de J, Ro, E e r calculados a partir da sobreposicdo entre o espectro de
emisséo de fluorescéncia da ASH (Aexc =280 nm e T = 305 K, 310 K e 315 K) e o espectro de
absorcdo UV-Vis das 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me,
LF4Cl e LF4Br) Casn = Cir = 1,00 x 10° mol/L.

J

Ro

r

T(K) 1015 cm3.Limol (nm) E (hm)
305 4,68 2,86 0,45 2,97
LP4Me 310 3,73 2,76 0,43 2,89
315 5,99 2,98 0,43 3,12
305 13,50 3,42 0,61 3,17
LP24Me 319 12,20 3,36 0,60 3,13
315 11,20 3,31 0,59 3,11
305 2,43 2,57 0,34 2,87
LP4F 310 3,34 2,71 0,32 3,08
315 3,55 273 0,30 3,15
305 3,52 2,73 0,33 3,08
LF 310 3,87 2,77 0,29 3,22
315 2,75 2,62 0,29 3,04
305 4,51 2,84 0,36 3,13
LFAMe 310 4,48 2,84 0,35 3,16
315 4,22 2,81 0,34 3,15
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Tabela 16 — Continuacédo

305

LF24Me 310
315

305

LF4CI 310
315

305

LF4Br 310

315

2,34
7,30
7,09
7,98
5,28
4,41
4,28
7,14
7,30

2,55
3,08

3,07
3,13

2,92
2,83
2,82
3,07
3,08

0,46
0,45

0,43
0,37

0,32
0,34
0,47
0,44
0,45

2,62
3,20

3,22
3,43

3,31
3,17
2,87
3,20
3,20

De acordo com a Equacéo 28, e para as condi¢des de ASH (K2 =2/3,N=1,336¢ ¢=
0,15) [Miller (1979) e Cheng et al. (2009)], o valor da disténcia entre as 1,2-naftoquinonas e o

residuo de triptofano obtido com r = 2 a 3 nm (Tabelas 16) foi menor que 7 nm (r <7 nm) [He

et al. (2006) e Yue et al. (2008)] para todos os casos de interacdo entre 1,2-

naftoquinonas/ASH. Isto é um forte indicio da possibilidade de ocorrer o fenémeno de

transferéncia de energia entre ASH e as 1,2-naftoquinonas. Isso esta 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 estatica na interacdo entre as 1,2-

naftoquinonas e ASH. [Lakowicz (2006) e Cheng et al. (2009)].
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4.4 Dicroismo circular (DC)

Espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanca estrutural
de ASH induzida pela adig¢do das 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me,
LF24Me, LFACI e LF4Br). Os espectros de dicroismo circular obtidos para ASH na auséncia
de 1,2-naftoquinonas (Figura 45) e na presenca de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me,
LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LF4CI e LF4Br) em diferentes temperaturas (T = 305 K, 310 K
e 315 K), estdo apresentados nas Figuras 46, 47 e 48 para a 1,2-naftoquinona (LF) e para as
demais 1,2-naftoquinonas estdo mostrados no anexo (Figuras 61, 62, 63, 75, 76, 77, 89, 90,
91, 103, 104, 105, 117, 118, 119, 131, 132, 133, 145, 146 e 147). Os espectros de DC de ASH
e de 1,2-naftoquinonas/ASH (Figuras 45, 46 e 47) foram semelhantes quanto ao formato,
somente apresentando variagdes de intensidade das bandas, o que significa que a estrutura de
ASH foi mantida [Yue et al. (2008)]. Nestes estudos foi observado que a adicdo de aliquotas
das 1,2-naftoquinonas a albumina sérica humana influenciou na sua elipticidade, sendo que a
interacdo das 1,2-naftoquinonas com a ASH resultou na diminuigdo de ambas as bandas (208
e 222 nm), sugerindo a ocorréncia de pequenas mudangas na estrutura secundéria da proteina,

0 que pode ser indicativo de complexos entre ASH e as 1,2-naftoquinonas.

40
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Figura 45 - Espectros de dicroismo circular de ASH (pH = 7,4), Casn = 1,00 x 10° mol/L, a
T=305K,310Ke 315 K.
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Figura 46 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LF, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cr = 0;

3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 47 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH : LF, Casn = 1,00 x 10°® mol/L e Cf = 0;

3,98; 7,94; 15,75 ¢ 31,01 (x 10°) mol/L,a T = 310 K.
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Figura 48 - Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona (LF),
nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LF, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cr = 0;
3,98 ;7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®%) mol/L,a T = 315 K.

Estimativas acerca da % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca das 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e
LF4Br) foram feitas usando as Equacdes 7 e 8 [Chen et al. (1972), Khan et al. (2002), Gao et
al. (2004), He et al. (2005), He et al. (2006), Kandagal et al. (2006), Yue et al. (2008), Cheng
et al. (2009) e Stan et al. (2009)]. Os valores experimentais de elipticidade (¢) 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 MRE2ps €
MRE22, (Equacdo 7) [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)]). Posteriormente, os valores de MRE20s € MRE 222
foram substituidos na Equacéo 8 [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 hélice-a na estrutura secundéaria da ASH

(%heélice-a), (Tabelas 17).

E._ ¢
10.n.1.C,)

Equagéo 7
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% hélice -« ={

(-~ MRE,,, —4000)

(33000 - 4000)

}X 100

% hélice -« :{

Equacéo 8

(- MRE,,, — 2340)

30300

}x 100

Tabela 17 - % hélice-a calculado em 208 nm e em 222 nm para ASH (pH = 7,4) em 1,2-
naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br), T = 305 K,
310 K e 315 K. Nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LFs, Casy = 1,00 x 10
mol/L e Cr =0; 3,98 ; 7,94; 15,75 ¢ 31,01 (x 10°) mol/L.

% hélice-a

T (K) 305 310 315
ASH:Q 208 222 208 222 208 222
1:0 60,95 58,21 60,34 57,61 61,09 57,52
1:4 59,27 56,66 60,08 55,86 57,48 55,75
LP4Me 1:8 58,65 56,03 56,32 55,65 57,51 54,75
1:16 52,57 54,90 52,90 54,74 56,39 53,65
1:32 23,93 45,87 29,39 49,71 38,49 50,45
1:0 60,99 57,97 62,62 60,15 60,16 56,86
1:4 59,11 56,99 60,80 57,91 60,29 55,93
LP24Me 1:8 58,84 56,57 60,54 57,50 58,37 55,55
1:16 58,24 55,73 59,15 56,30 57,64 54,91
1:32 57,86 54,32 57,82 55,19 55,54 53,70
1:0 60,30 58,00 60,38 57,75 61,27 57,48
1:4 57,97 56,83 59,26 56,12 58,72 55,55
LP4F 1:8 59,47 56,43 56,57 55,38 56,81 55,35
1:16 55,46 55,94 59,15 54,51 48,15 53,11
1:32 53,03 53,12 44,46 51,21 19,42 46,19
1:0 62,71 58,77 60,83 58,59 61,72 58,22
1:4 60,07 57,97 59,74 57,64 59,16 56,00
LF 1:8 59,87 57,41 58,20 57,07 58,37 55,62
1:16 59,86 56,92 59,69 56,34 58,37 55,16
1:32 59,88 55,59 57,90 55,17 57,18 53,95
1:0 60,03 57,59 60,36 56,81 61,00 57,44
1:4 59,44 57,14 58,99 56,15 60,72 56,98
LF4Me 1:8 58,42 56,49 58,97 55,76 60,43 56,44
1:16 58,10 56,04 57,87 54,86 59,61 55,74
1:32 57,87 54,37 53,47 53,00 58,52 54,32
1:0 61,05 57,92 60,68 58,06 60,23 57,93
1:4 59,11 57,11 60,15 56,57 57,97 55,64
LF24Me 1:8 59,03 56,94 58,91 56,19 58,61 55,33
1:16 59,46 56,24 57,70 55,72 57,28 54,33
1:32 57,69 55,12 57,42 53,94 56,54 53,62
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Tabela 17 — Continuacéo

1:0 58,73 58,43 54,84 53,55 56,86 54,96
1:4 59,64 58,42 53,74 52,81 55,40 53,36
LF4CI 1:8 57,41 57,77 53,25 52,34 57,00 52,88

1:16 57,68 56,98 53,77 52,01 55,70 52,27
1:32 62,35 55,97 54,25 50,81 52,39 50,98

1:0 58,44 56,98 58,17 56,00 59,50 56,24
1:4 58,47 56,32 57,09 55,39 58,04 55,29
LF4Br 1:8 57,46 55,75 56,66 54,71 57,30 54,86

1:16 57,93 55,55 56,32 54,27 56,62 54,12
1:32 57,23 54,72 55,01 53,29 56,92 53,38

Os resultados obtidos para a variagdo do % hélice « da estrutura secundaria da proteina
(ASH), mostrados na Tabela 17, apresentam uma diminuicdo com a presenca das 1,2-
naftoquinonas (nas razdes molares de ASH/1,2-naftoquinonas de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32),
quando comparados com os resultados na auséncia de 1,2-naftoquinonas (ASH/1,2-
naftoquinonas na proporc¢édo 1:0), indicando que houve interacdo das 1,2-naftoquinonas com
os residuos de aminoacidos da cadeia principal polipeptidica de ASH e que houve uma
diminuicdo da rede de ligagOes hidrogénio [Kang et al. (2004), Shaikh et al. (2007), Yue et al.
(2008) e Cheng et al. (2009)]. Esta justificativa é compativel com as possiveis mudancas
conformacionais obtidas pela observacdo dos espectros de UV-Vis e de emissdo de
fluorescéncia. A interagdo entre a albumina sérica humana (ASH) e as 1,2-naftoquinonas,
avaliada por dicroismo circular mostrou-se dependente da concentracdo de 1,2-naftoquinona
ministrada e muito pouco da temperatura, ocorrendo, de uma maneira geral, diminuigédo da %

de hélice-a na estrutura da ASH, devido ao aumento de concentracdo das 1,2-naftoquinonas.

4.5 Estudos da supressédo de fluorescéncia resolvida no tempo

O espectro de emisséo de fluorescéncia resolvida no tempo para ASH esta mostrado na
figura 49. Os dois tempos de vida encontrado 11 = 2,62 ns e 12 = 6,74 ns, estdo condizentes
com os valores apresentados na literatura (2 a 4 ns e 6,3 ns). O tempo 11 esta correlacionado
com o tempo de vida do triptofano livre enquanto que 12 diz respeito ao processo de
decaimento de fluorescéncia que esta relacionado com o tempo de vida da interacdo do
triptofano e seu meio ambiente com as transicdes ‘L. e 'Lp, 0s aminoacidos da parte

hidrofébica da ligacdo peptidica. (Figura 18)
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Figura 49 — a) Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) (Casn = 1,00 x 10 mol/L. O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). b) Residuos.

Os resultados dos estudos de decaimento de emissdo de fluorescéncia com resolucao
temporal para o sistema 1,2-naftoquinona LF/ASH estdo mostrados na figura 50 e no anexo
para as demais 1,2-naftoquinonas ( Figuras 64, 78, 92, 106, 120, 134 e 148). Os valores de 11
e 12 (Tabela 18) encontrados para o composto LF e tabelas 19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25, para as
demais 1,2-naftoquinonas (LF4Br, LFACI, LF4AMe, LF24Me, LP4F, LP4Me e LP24Me)
apresentaram uma variacao dentro do erro experimental, o que leva a considerar um processo
estatico para a supressao de fluorescéncia da proteina pelas espécies supressoras (1,2-

nafoquinonas).
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Figura 50 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragBes de 1,2-naftoquinona (LF) (Casi = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 1,44; 2,86;
4,28:; 5,68; 7,08; 8,47; 9,85 (x10° mol/L), 1,12, 2,24 e 4,48 (x10-5mol/L) a T = 298 K.O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento)

Tabela 18 — Valores de tempo de vida 1 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10° mol/L),
com a adicéo de aliquotas da 1,2-naftoquinona LF (Cr = 1,48 x 107)

[LF] 10°M T1 (ns) 12 (NS) X

0 2,62 6,74 0,835
4,92 2,47 6,75 0,787
9,80 2,40 6,60 0,766
14,70 2,38 6,59 0,757
19,50 2,43 6,62 0,773
24,30 2,42 6,48 0,828
29,00 2,51 6,81 0,735
33,70 2,45 6,65 0,730
38,40 2,35 6,36 0,769
74,90 2,34 6,54 0,943
143,00 2,31 6,61 0,990
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5 CONCLUSOES

Os resultados dos estudos realizados nesse trabalho possibilitaram chegar as seguintes
conclusdes:

Os estudos espectroscdpicos na regido do UV-Vis, correlacionados com a banda de
absorcdo em 280nm, ndo forneceram informacdes relativa ao processo de interacdo entre as
1,2-naftoquinonas estudadas com a ASH.

Os resultados positivos para a supressdo de fluorescéncia indicaram a formacdo de
interacdo entre os derivados da 1,2-naftoquinona estudados com a ASH. Os Valores negativos
para a energia livre de Gibbs encontrados em todos os casos revelam a espontaneidade do
processo. Os valores negativos para 0s parametros entalpicos, encontrados em todos 0s casos
estudados, sugerem uma possivel interacdo via ligacdo de hidrogénio entre as 1,2-
naftoquinonas e a ASH. Ja os valores positivos encontrados para a entropia, em todos 0s casos,
levam a uma situacdo de maior hidrofobicidade das 1,2-naftoquinonas quando sob
complexacdo, quando comparado ao ambiente na sua auséncia. Essa evidencia também pode
ser observada pelo leve deslocamento para o azul na banda de emisséo da proteina (ASH), com
0 aumento da concentracdo das 1,2-naftoquinonas. Os efeitos na polaridade do microambiente
ao redor do residuo de triptofano indicam uma provavel formacdo do complexo 1,2-
naftoquinona/ASH.

Os resultados de supressdo de fluorescéncia obtidos através das equacfes de Stern-
Volmer e Stern-Volmer modificadas indicaram um possivel mecanismo estatico, o que pode
ser verificado pelos elevados valores de kq (= 102 L/mol.s) encontrados em todos 0s casos
estudados. Os elevados valores de Ka e Ky sugerem a formacdo de complexos relativamente
estaveis. J& os valores de n proximos a um (1) indicam apenas um sitio de interacdo entre as
1,2-naftoquinonas estudadas com a ASH. A leve curvatura ascendente observada nos gréaficos
de Stern-Volmer, sugerem a participacdo de um mecanismo baseado na esfera efetiva de
supressao.

Os estudos de supressdo de fluorescéncia temporal que apresentaram resultados de 12
invariante proximos a 6ns para a emissdo a partir do triptofano, confirmam a possibilidade de
um mecanismo estatico para o processo de supressdo por parte das 1,2-naftoquinonas

estudadas.
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Os resultados obtidos para o processo de transferéncia de energia de Forster, com
valores de r = 2 a 3 nm (r < 7 nm), sugerem uma alta probabilidade de ocorrer o fendmeno de
transferéncia de energia entre ASH e as 1,2-naftoquinonas.

Os valores obtidos nos estudos por espectroscopia de dicroismo circular para a
interacdo entre 1,2-naftoquinonas com ASH nas temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K,
mostraram que ocorreu uma diminuicdo da % de hélice-o. da estrutura secundaria da proteina
(ASH), como consequéncia apenas do aumento da concentragéo e independente da variagdo da
temperatura.

Segundo as evidéncias apresentadas anteriormente, podemos concluir que o processo de
interacdo 1,2-naftoquinona/ASH ocorra por um mecanismo de supressao estatico com fortes
evidéncias da participacdo de um processo de transferéncia de energia por ressonancia de
Forster.

Os valores negativos para a energia livre de Gibbs e 0 seu modulo proximo a 27 kJ/mol
indicam que o processo de interacdo seja fisico e consequentemente reversivel. Sendo assim a

ASH pode ser um bom carreador enddgeno para as 1,2-naftoquinonas estudadas.
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7 ANEXO

Os espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com PBS (pH =
7,4) e com derivados de 1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me,
LP4Me, LP24Me e LP4F) em estdo mostrados nas Figuras: 34, 35, 51, 65, 79, 93, 107,
121 e 135.

Os espectros de absor¢do no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH tamponada
com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-naftoquinonas
(LF, LF4Br, LF4CI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) Cirs = 0,99 x 107
mol/L e das 1,2-naftoquinonas em PBS, Cirs = 0,99 x 10° mol/L estdo mostrados nas
Figuras: 36, 52, 66, 80, 94, 108, 122 e 136.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) a T=298 K, derivados de 1,2-naftoquinonas (LF,
LF4Br, LFACI, LF4AMe, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) estdo mostrados nas
Figuras: 37,53, 67, 81, 95, 109, 123 e 137.

Os graficos de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pelos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me,
LP24Me e LP4F) estdo mostrados nas Figuras: 38, 54, 68, 82, 96, 110, 124 e 138.

Os graficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LF4CI, LF4Me,
LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) estdo mostrados nas Figuras: 39, 55, 69, 83, 97,
111, 125 e 139.

Os graficos de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASB (Aexc = 280 nm)
pelos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me,
LP24Me e LP4F) estdo mostrados nas Figuras: 40, 56, 70, 84, 98, 112, 126 e 140.

Os graficos de Log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelos derivados de 1,2-naftoquinonas (L LF, LF4Br, LF4ACI, LF4Me,
LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F), estdo mostrados nas Figuras: 41, 57, 71, 85, 99,
113,127 e 141.

A sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T = 305
K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF,
LF4Br, LF4CI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LPA4F), estdo mostrados nas
Figuras: 42, 58, 72, 86, 100, 114, 128 e 142.

A sobreposicado entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T = 310
K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF,
LF4Br, LF4CIl, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F), estdo mostrados nas
Figuras: 43, 59, 73, 87, 101, 115, 129 e 143.
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A sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T = 315
K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV dos derivados de 1,2-naftoquinonas (LF,
LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) estdo mostrados nas
Figuras: 44, 60, 74, 88, 102, 116, 130 e 144.

Os espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em derivados de 1,2-
naftoquinonas (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, a T = 305 K estdo mostrados nas Figuras: 45, 46,
61, 75, 89, 103, 117, 131 e 145.

Os espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em derivados de 1,2-
naftoquinonas (LF, LF4Br, LF4CI, LF4Me, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, a T = 310 K, estdo mostrados nas Figuras: 45, 47,
62, 76, 90, 104, 118, 132 e 146.

Os espectros de dicroismo circular ASH (pH = 7,4) em derivados de 1,2-naftoquinonas
(LF, LF4Br, LFACI, LF4AMe, LF24Me, LP4Me, LP24Me e LP4F) nas proporgdes 1:0,
1:4,1:8, 1:16 e 1:32, a T = 315 K, estdo mostrados nas Figuras: 45, 48, 63, 77, 91, 105,
119,133 e 147.

Os decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm),
para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) e em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF, LF4Br, LFACI, LF4Me, LF24Me, LP4Me,
LP24Me e LP4F), com o IRF (fator de resposta do instrumento) estdo mostrados nas
Figuras: 49, 50, 64, 78, 92, 106, 120, 134 e 148.

Tabela 26 — MRE calculado em 208nm e em 222 nm para ASH (pH = 7,4) em
derivados de 1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI
e LF4Br), T = 305 K, 310 K e 315 K. Nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LFs, Cast = 1,00 x 10° mol/L e Cirs = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10°)
mol/L.

94



LFA4Br

—— ASH

—— ASH + 10uL
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Figura 51 — Espectros de absorcdo no UV-Vis para solu¢do de ASH tamponada com

PBS (pH = 7,4) em LF4Br, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrsr = 0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L.

1,0+
0,81
- —— ASH
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&
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Figura 52 - Espectros de absor¢cdo no UV-Vis normalizados para solugdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona (LF4Br) Crser = 0,99 x 10™ mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Br em PBS,
CLr = 0,99 x 10° mol/L.
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Figura 53 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF4Br, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrssr =
0;0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 € 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 54 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Lexc =

280 nm) pela LF4Br.
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Figura 55 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de
ASH (Aexc = 280 nm) pela LF4Br.
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Figura 56 — Gréafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc =
280 nm) pela LF4Br.
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Figura 57 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LF4Br.
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Figura 58 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T = 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Br. Casnt = Crrssr = 1,00
x 10°° mol/L.
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Figura 59 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da LF4Br. Casnt = Crrasr = 1,00

X 107 mol/L.
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Figura 60 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T = 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Br. Casnt = Crrssr = 1,00

x 10° moll/L.
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Figura 61 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crser
=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 62 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crser
=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 63 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Br, nas

proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Br, Casn = 1,00 x 10°® mol/L e Crser
=0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01 (x 10®% mol/L,a T = 315 K.
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Figura 64 — Decaimento para a emissao de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF4Br) Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cirsr = O;
2,62; 5,22; 7,80; 10,40; 12,90; 15,50; 18,00; 20,50; 39,90; 76,00 (x 10® mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).
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Tabela 19 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10
mol/L), com a adic&o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LF4Br (Crrser = 7,88 x 10%).

2

[LF4Br] 10 (M) 71 (NS) 12 (ns) Y
0 2,56 6,40 0,588
2,62 3,72 7,72 0,582
5,22 1,54 5,67 0,504
7,80 - - -
10,40 2,01 5,09 0,544
12,90 2,17 5,62 0,451
15,50 1,50 4,47 0,536
18,00 1,54 4,49 0,488
20,50 2,40 5,56 0,595
39,90 1,55 4,12 0,558
76,00 1,98 4,70 0,603
54
LF4Cl
44
—— ASH
—— ASH + 10uL
3 3- ASH + 20uL
3 —— ASH + 30uL
< ASH + 40uL
% 5] —— ASH + 50uL
S ASH + 60uL
2 ——— ASH + 70uL
3 . —— ASH + 80uL
04
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura 65 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solugédo de ASH tamponada com
PBS (pH = 7,4) em LF4Cl , Casn = 1,00 X 10° mol/L e Crrsci = 0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L.
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Figura 66 - Espectros de absorcdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LF4Br) Crser = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Br em PBS,
Cir = 0,99 x 10° mol/L.
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Figura 67 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LFACI, Casn = 1,00 x 10™° mol/L e Crraci = 0;

0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 ¢ 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 68 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (hexc =

280 nm) pela LFACI.
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Figura 69 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de
ASH (kexc =280 nm) pela LFACI.
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Figura 70 — Gréfico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc =
280 nm) pela LFACI.
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Figura 71 — Gréfico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela 1,2-naftoquinona LFA4CI.
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Figura 72 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4ACI, Casnt = Crraci = 1,00

x 10° moll/L.
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Figura 73 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da LF4CI, Casny = Crraci = 1,00

X 107 mol/L.
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Figura 74 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4CI, CasH = Crraci = 1,00

x 10 mol/L.
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Figura 75 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4CI, nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LFACI, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Craci
=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01(x 10® mol/L, a T = 305 K.
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Figura 76 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4CI, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4CI, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cirsc
=0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 77 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em 1,2-naftoquinona
(CH35F), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4CI, Casn = 1,00 x 10°®

mol/L e CLraci = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 78 — Decaimento para a emissao de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LF4CI) (Cask = 1,00 x 10 mol/L e Ciraci = 0;
1,07; 2,13; 3,19; 4,24; 5,28; 6,31; 7,34; 8,36; 16,30; 31,00 (x 10 mol/L). O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).

Tabela 20 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10

mol/L), com a adic&o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LF4ACI (Craci = 3,22 x 10).

[LF4CI] 10 (M) 11 (NS) 12 (nS) N
0 - - -

1,07 2,56 6,79 0,799

2,13 2,94 7,10 0,833

3,19 2,77 1,27 0,795

4,24 2,33 6,52 0,757

5,28 2,64 6,80 0,708

6,31 2,53 6,69 0,798

7,34 2,26 6,27 0,843

8,36 2,56 6,74 0,772
16,30 - - -

31,00 2,53 6,69 0,740
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Figura 79 — Espectros de absorcdo no UV-Vis para solu¢do de ASH tamponada com
PBS (pH = 7,4) em LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crrame = 0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60(x 10°) mol/L.
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Figura 80 - Espectros de absorcdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LF4Me) Cirame = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF4Me em
PBS, Cir = 0,99 x 10° mol/L.
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Figura 81 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugéo de

ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e CLrame =
0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 ¢ 2,60 e (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 82 — Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Lexc =
280 nm) pela LF4Me.
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Figura 83 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de
ASH (Lexc =280 nm) pela LF4Me.
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Figura 84 — Grafico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc =
280 nm) pela LF4Me.
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Figura 85 — Gréfico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASH (Lexc =280 nm) pela LF4Me.
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Figura 86 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Me, Casn = CLrame =
1,00 x 10° mol/L.
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Figura 87 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Me, Casn = CLrame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 88 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LF4Me, Casn = CLrame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 89 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e
CLrame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10 mol/L, a T = 305 K.
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Figura 90 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casu = 1,00 x 10® mol/L e
Crrame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 91 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF4Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e
CLrame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10 mol/L, a T = 315 K.
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Figura 92 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragBes de 1,2-naftoquinona (LF4Me) Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cirame = 0;
4,58; 9,14; 13,70; 18,20; 22,60; 27,10; 31,50; 35,80, 69,90; e 133,00 (x 10° mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).
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Tabela 21 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10
mol/L), com a adic3o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LF4Me (CLrame = 1,38 x 107%).

[LF4Me] 10 (M) 11 (NS) 72 (ns) r
0 2,61 6,38 0,564
4,58 2,22 5,96 0,608
9,14 2,07 5,75 0,644
13,70 2,28 5,82 0,607
18,20 2,44 6,17 0,557
22,60 1,93 5,42 0,570
27,10 1,99 5,56 0,596
31,50 1,77 4,82 0,641
35,80 2,04 5,43 0,618
69,90 1,78 4,51 0,667
133,00 2,29 6,61 0,808
5
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4 4
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= ——— ASH + 30uL
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Figura 93 — Espectros de absorcdo no UV-Vis para solu¢do de ASH tamponada com
PBS (pH = 7,4) em LF24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crr2ame = 0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10"°) mol/L.
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Figura 94 - Espectros de absor¢cdo no UV-Vis normalizados para solugdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LF24Me) Cir2ame = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LF24Me em
PBS, Ciraame = 0,99 x 10 mol/L.
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Figura 95 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (hexc = 280 nm) para solugdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LF24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cir2ame

=0;0,12; 0,24; 1,47; 1,96; 2,43; 2,91; 3,38 £ 3,84 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 96 — Grafico de Stern-Volmer para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Aexc =
280 nm) pela LF24Me.
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Figura 97 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LF24Me.
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Figura 98 — Gréfico de van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc =

280 nm) pela LF24Me.
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Figura 99 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de

ASH (Lexc = 280 nm) LF24Me.
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Figura 100 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da LF24Me, Cast = CiLr2ame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 101 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da LF24Me , CasH = CrLr2ame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 102 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280

nme T =315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da LF24Me ,Cast = CrLr2ame =
1,00 x 10° mol/L.
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Figura 103 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Crr2ame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L, a T =305 K.
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Figura 104 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Cur2ame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L,a T = 310 K.
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Figura 105 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LF24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LF24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Crr2ame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L,a T = 315 K.
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Figura 106 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragBes de 1,2-naftoquinona (LF24Me) (Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cir2ame = 0;
3,92; 7,81; 11,70; 15,50; 19,30; 23,10; 26,90; 30,60; 59,70 e 114,00 (x 10 mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).

Tabela 22 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10
mol/L), com a adic&o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LF24Me (Cir2ame = 1,18 x 10°3).

2

[LF24Me] 10 (M) 71 (NS) 72 (ns) X
0 2,79 7,16 0,717
3,92 2,47 6,75 0,787
7,81 2,40 6,60 0,766
11,70 2,38 6,59 0,757
15,50 2,43 6,62 0,773
19,30 2,42 6,48 0,828
23,10 2,51 6,81 0,735
26,90 2,45 6,65 0,730

30,60 - - -
59,70 2,34 6,54 0,943
114,00 2,31 6,61 0,990
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Figura 107 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com

PBS (pH = 7,4) em LP4Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Crpame =0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L.
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Figura 108 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LP4Me) Cipame = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LP4Me em
PBS, CLpame = 0,99 x 107 mol/L.
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Figura 109 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LP4Me, Casn = 1,00 X 10° mol/L e Cipame =

0; 0,25; 0,50; 0,74; 0,98; 1,22; 1,46; 1,69 e 1,92(x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 110 — Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc

=280 nm) pela LP4Me.
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Figura 111 — Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de
ASH (Aexc = 280 nm) pela LP4Me.
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Figura 112 — Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (hexc =
280 nm) pela LP4Me.
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Figura 113 — Gréfico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de
ASH (Lexc =280 nm) pela LP4Me.
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Figura 114 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Cirpame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 115 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280

nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Crpame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 116 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da LP4Me, Casn = Crpame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 117 — Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Casu = 1,00 x 10® mol/L e
Cupame= 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L, a T = 305 K.
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Figura 118 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Casu = 1,00 x 10® mol/L e
Crpame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10®) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 119 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4Me, Cast = 1,00 x 10 mol/L e
Crpame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10 mol/L, a T = 315 K.
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Figura 120 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LP4Me) (Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cipame = O;
3,72; 7,42; 11,10; 14,70; 18,40; 22,00; 25,50; 29,10; 56,70 e 108,00 (x 10 mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).
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Tabela 23 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10
mol/L), com a adic&o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LP4Me(Cpame = 1,12 x 1073).

2

[LP4Me] 106 (M) T1 (ns) 12 (ns) Y

0 2,83 6,65 0,596
3,72 2,21 6,15 0,607
7,42 2,27 5,95 0,657
11,10 2,36 6,34 0,542
14,70 2,58 6,67 0,607
18,40 2,08 577 0,559
22,00 2,09 5,56 0,619
25,50 1,88 519 0,549
29,10 1,73 5,01 0,640
56,70 2,46 6,22 0,593
108,00 2,21 5,88 0,611

Absorbancia (u.a.)
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Figura 121 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com
PBS (pH = 7,4) em LP24Me, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crpzame =0; 0,33; 0,66; 0,99;
1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 (x 10°) mol/L.
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Figura 122 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10®° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LP24Me) Cip2ame = 0,99 x 10° mol/L e da 1,2-naftoquinona LP24Me em
PBS, CLp2ame = 0,99 x 10° mol/L.
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Figura 123 — Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de

ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cipzame
=0; 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 ¢ 2,60 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 124 — Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc
=280 nm) pela LP24Me.
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Figura 125 — Grafico de Stern-VVolmer modificado para a supressédo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LP24Me.
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Figura 126 — Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (hexc =
280 nm) pela LP24Me.
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Figura 127 — Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LP24Me.
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Figura 128 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da LP24Me, Cast = Crr2ame =
1,00 x 10 mol/L.

2'0 T T T T T
J 0,5

1,8

1,64
/g i ~ 0,4
3 144 —— ASH (310K)
o 7 — LP24Me (310
g 1 (310K) =
a -03 &
% 1,04 §
% ] Q.
o 084 02 =
gl ‘Iz
8 el ®
2 06 =
% 4
€ 04+ 10,1

0,24

0,0 , . , . , . 0,0

300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura 129 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢édo UV da LP24Me, CasH = Crr2ame =
1,00 x 10° mol/L.
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Figura 130 — Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T = 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢édo UV da LP24Me, CasH = Crr2ame =
1,00 x 10 mol/L.
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Figura 131 — Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Crpr2ame= 0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L, a T = 305 K.
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Figura 132 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Crp2ame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01 (x 10 mol/L,a T = 310 K.
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Figura 133 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP24Me, nas
proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP24Me, Casn = 1,00 x 10° mol/L e
Crp2ame = 0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01 (x 10 mol/L, a T = 315 K.
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Figura 134 — Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentragdes de 1,2-naftoquinona (LP24Me) (Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cipzame = O;
0,56; 1,11; 1,65; 2,20; 2,74; 3,27; 3,81; 4,34; 8,46 € 16,10 (x 10 mol/L). O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).

Tabela 24 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10
mol/L), com a adic&o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LP24Me (Cp2ame = 1,67 X 104).

2

[LP24Me] 10 (M) 71 (NS) 72 (NS) X

0 2,62 6,70 0,525
0,56 2,45 6,24 0,585
1,11 2,46 6,17 0,600
1,65 2,22 6,10 0,564
2,20 1,90 5,68 0,547
2,74 2,18 5,88 0,534
3,27 1,97 5,62 0,593
3,81 2,33 5,66 0,613
4,34 2,04 5,99 0,588
8,46 2,27 5,42 0,569
16,10 1,81 4,98 0,607
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Figura 135 — Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugdo de ASH tamponada com

PBS (pH = 7,4) em LP4F, Casx = 1,00 X 10°° mol/L e Cpsr =0; 0,33: 0,66; 0,99; 1,32;
1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 (x 10°%) mol/L.
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Figura 136 — Espectros de absor¢do no UV-Vis normalizados para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) Casn = 1,00 x 10° mol/L, ASH na presenca da 1,2-
naftoquinona(LP4F) Cipsr = 0,99 x 10 mol/L e da 1,2-naftoquinona LP4F em PBS,
Crpar = 0,99 x 107 mol/L.
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Figura 137 — Espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucéo de

ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em LP4F, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cypsr = 0;
0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.

m  FoF32
1 ® FoF37
22 FoF42
2,0-
1,84
LL
3 1,64
LL
1,44
1,2
10 T T T T T T T T T T T 1
0,000000 0,000005 0,000010 0,000015 0,000020 0,000025  0,000030

[LP4F]

Figura 138 — Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc
=280 nm) pela LP4F.
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Figura 139 — Grafico de Stern-VVolmer modificado para a supressédo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LPAF.
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Figura 140 — Grafico de van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (hexc =
280 nm) pela LP4F.
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Figura 141 — Gréafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de
ASH (Lexc = 280 nm) pela LPAF.
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Figura 142 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da LP4F, Cast = Crprar = 1,00 X
107 mol/L.
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Figura 143 — Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da LP4F, Cast = Crpsar = 1,00 X

10°° mol/L.
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Figura 144 — Sobreposicéo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280
nme T =315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da LP4F, Cast = Crear = 1,00 X

107 mol/L.
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Figura 145 — Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em LP4F, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4F, Casn = 1,00 x 10 mol/L e Cypsr =
0; 3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 (x 10-6) mol/L, mol/L,a T = 305 K.

Elipticidade (mdeg)

120+
100}
80
60
40
20
0
20
40 ]
604
80
-100
-120

ASH:LPAF a 310K

——— ASH:LP4F 1:0
—— ASHLP4F 1:4
\ ASH:LP4F 1:8
\ — ASHLP4F 1:16
ASH:LP4F 1:32

-140

T
200

T T T T T T T T
210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 146 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4F, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4F, Casn = 1,00 X 10° mol/L e Cypar =
0; 3,98; 7,94; 15,75 31,01 (x 10%) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 147 — Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em LP4F, nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LP4F, Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cypsr =
0; 3,98; 7,94; 15,75 31,01 (x 10%) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 148 — Decaimento para a emissdao de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentraces de 1,2-naftoquinona (LP4F) (Cast = 1,00 x 10 mol/L e Cypar = 0; 3,24;
6,45; 9,64; 12,80; 16,00; 19,10; 22,20; 25,30; 49,30; 93,90 (x 10° mol/L). O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).
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Tabela 25 — Valores de tempo de vida 11 € T2 (em ns) para ASH (Casn = 1,00 x 10

mol/L), com a adic3o de aliquotas da 1,2-naftoquinona LP4F (Cpsr = 9,74 X 104).

2

[LP4F] 106 (M) 71 (NS) 72 (NS) X
0 2,52 6,14 0,637
3,24 - - i}
6,45 2,57 6,20 0,600
9,64 - - -
12,80 2,95 6,68 0,658
16,00 2,46 6,31 0,668
19,10 - - -
22,20 - - -
25,30 2,19 5,93 0,616
49,30 2,32 6,03 0,608
93,90 2,32 6,15 0,603
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Tabela 26 — MRE calculado em nm e em nm para ASH (pH = 7,4) em derivados de
1,2-naftoquinonas (LP4Me, LP24Me, LP4F, LF, LF4Me, LF24Me, LFACI e LF4Br), T
=305 K, 310 K e 315 K. Nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH: LPs, CasH
=1,00 x 10° mol/L e Crrs = 0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01 (x 10°) mol/L.

T (K) 0208 MRE20s 10* 0222 MRE22 10*
(mdeg) (deg.cm?dmol) (mdeg) (deg.cm?/dmol)
1:0 -129,79 -2,22 -117,85 -2,01
1:4 -125,31 -2,14 -116,44 -1,99
305 1:8 -124,96 -2,14 -115,46 -1,97
1:16 -124,94 -2,14 -114,58 -1,96
1:32 -124,99 -2,14 -112,22 -1,92
1:0 -126,61 -2,16 -117,54 -2,01
1:4 -124,74 -2,13 -115,86 -1,98
LF 310 1:8 -122,14 -2,09 -114,85 -1,96
1:16 -124,67 -2,13 -113,56 -1,94
1:32 -121,62 -2,08 -111,48 -191
1:0 -127,45 -2,19 -116,28 -2,00
1:4 -123,12 -2,12 -112,38 -1,93
315 1:8 -121,80 -2,09 -111,70 -1,92
1:16 -121,79 -2,09 -110,89 -191
1:32 -119,79 -2,06 -108,76 -1,87
1:0 -123,04 -2,10 -117,25 -2,00
1:4 -124,58 -2,13 -117,25 -2,00
305 1:8 -120,80 -2,06 -116,10 -1,98
1:16 -121,25 -2,07 -114,70 -1,96
1:32 -129,18 -2,21 -112,91 -1,93
1:0 -116,44 -1,99 -108,61 -1,86
1:4 -114,57 -1,96 -107,29 -1,83
LF4CI 310 1:8 -113,74 -1,94 -106,46 -1,82
1:16 -114,62 -1,96 -105,88 -1,81
1:32 -115,44 -1,97 -103,75 -1,77
1:0 -119,86 -2,05 -111,11 -1,90
1:4 -117,38 -2,01 -108,27 -1,85
315 1:8 -120,10 -2,05 -107,43 -1,84
1:16 -117,89 -2,02 -106,33 -1,82
1:32 -112,29 -1,92 -104,05 -1,78

Continua
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Tabela 26 — Continuagao

1:0 -122,54

1:4 -122,59

305 1:8 -120,87
1:16 -121,68

1:32 -120,50

1:0 -122,09

1:4 -120,25

LF4Br 310 1:8 -119,53
1:16 -118,95

1:32 -116,72

1:0 -124,34

1:4 -121,86

315 1:8 -120,61
1:16 -119,45

1:32 -119,96

1:0 -125,24

1:4 -124,23

305 1:8 -122,51
1:16 -121,97

1:32 -121,58

1:0 -125,80

1:4 -123,47

LF4Me 310 1:8 -123,44
1:16 -121,57

1:32 -114,12

1:0 -126,88

1:4 -126,41

315 1:8 -125,91
1:16 -124,54

1:32 -122,68

-2,09
-2,10
-2,07
-2,08
-2,06
-2,09
-2,06
-2,04
-2,03
-2,00
-2,13
-2,08
-2,06
-2,04
-2,05
-2,14
-2,12
-2,09
-2,08
-2,08
-2,15
-2,11
-2,11
-2,08
-1,95
-2,17
-2,16
-2,15
-2,13
-2,10

-114,70
-113,52
-112,51
-112,15
-110,69
-112,95
-111,88
-110,67
-109,88
-108,16
-113,38
-111,69
-110,93
-109,63
-108,31
-115,77
-114,97
-113,82
-113,02
-110,06
-114,39
-113,22
-112,53
-110,94
-107,64
-115,51
-114,69
-113,73
-112,49
-109,98

-1,96
-1,94
-1,92
-1,92
-1,89
-1,93
-1,91
-1,89
-1,88
-1,85
-1,94
-1,91
-1,90
-1,87
-1,85
-1,98
-1,97
-1,95
-1,93
-1,88
-1,96
-1,94
-1,92
-1,90
-1,84
-1,97
-1,96
-1,94
-1,92
-1,88

Continua

149



Tabela 26 — Continuacéo

1:0 -126,98

1:4 -123,68

305 1:8 -123,54
1:16 -124,27

1:32 -121,27

1:0 -126,34

1:4 -125,44

LF24Me 310 1:8 -123,33
1:16 -121,30

1:32 -120,82

1:0 -125,58

1:4 -121,74

315 1:8 -122,84
1:16 -120,58

1:32 -119,32

1:0 -127,00

1:4 -124,00

305 1:8 -123,00
1:16 -113,00

1:32 -64,00

1:0 -125,77

1:4 -125,33

LP4Me 310 1:8 -118,95
1:16 -113,15

1:32 -73,27

1:0 -127,04

1:4 -120,92

315 1:8 -120,96
1:16 -119,07

1:32 -88,70

-2,17
-2,11
-2,11
-2,12
-2,07
-2,16
-2,14
-2,11
-2,07
-2,07
-2,15
-2,08
-2,10
-2,06
-2,04
-2,17
-2,12
-2,10
-1,92
-1,09
-2,15
-2,14
-2,03
-1,93
-1,25
-2,17
-2,07
-2,07
-2,04
-1,52

-116,36
-114,92
-114,62
-113,37
-111,39
-116,60
-113,96
-113,28
-112,46
-109,30
-116,38
-112,31
-111,76
-109,99
-108,74
-117,00
-114,00
-113,00
-111,00
-95,00
-115,81
-112,70
-112,33
-110,73
-101,81
-115,64
-112,51
-110,73
-108,79
-103,11

-1,99
-1,96
-1,96
-1,94
-1,90
-1,99
-1,95
-1,94
-1,92
-1,87
-1,99
-1,92
-1,91
-1,88
-1,86
-2,00
-1,95
-1,93
-1,90
-1,62
-1,98
-1,93
-1,92
-1,89
-1,74
-1,98
-1,92
-1,89
-1,86
-1,76
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Tabela 26 — Continuacéo

LP24Me

LP4F

305

310

315

305

310

315

1:0
1:4
1:8
1:16
1:32
1:0
1:4
1:8
1:16
1:32
1:0
1:4
1:8
1:16
1:32
1:0
1:4
1:8
1:16
1:32
1:0
1:4
1:8
1:16
1:32
1:0
1:4
1:8
1:16
1:32

-127,00
-124,00
-123,00
-122,00
-121,56
-129,64
-126,54
-126,11
-123,74
-121,49
-125,47
-125,68
-122,42
-121,18
-117,62
-126,00
-122,00
-124,00
-117,00
-113,36
-125,84
-123,94
-119,37
-123,75
-98,82

-127,35
-123,02
-119,79
-105,08
-56,35

-2,17
-2,11
-2,11
-2,09
-2,08
-2,22
-2,16
-2,16
-2,12
-2,08
-2,14
-2,15
-2,09
-2,07
-2,01
-2,15
-2,08
-2,12
-2,01
-1,94
-2,15
-2,12
-2,04
-2,12
-1,69
-2,18
-2,10
-2,05
-1,80
-0,963

-116,00
-115,00
-113,97
-112,47
-109,97
-120,32
-116,33
-115,61
-113,49
-111,52
-114,48
-112,84
-112,16
-111,01
-108,88
-116,00
-114,00
-113,72
-112,85
-107,84
-116,05
-113,16
-111,86
-110,32
-104,46
-115,58
-112,16
-111,80
-107,83
-95,56

-1,99
-1,96
-1,95
-1,92
-1,88
-2,06
-1,99
-1,98
-1,94
-1,91
-1,96
-1,93
-1,92
-1,90
-1,86
-1,99
-1,96
-1,94
-1,93
-1,84
-1,98
-1,93
-1,91
-1,89
-1,79
-1,98
-1,92
-1,91
-1,84
-1,63
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