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RESUMO

FERREIRA, Romulo Correla. Estudo espectroscopico da interacdo entre analogos da a-
lapachona e albumina sérica humana. 2014. 127p Dissertacdo (Mestrado em Quimica,
Quimica Organica). Ingtituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A interacdo entre albumina sérica humana (ASH) e derivados da 1,4-naftoquinona
(LP, LPACI, LPAMe, LPAF, LF, LFAMe, LF4Br, LFACI), em solucéo tamponada (PBS, pH =
7,4), foi estudada por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), dicroismo circular
(DC), espectroscopia de emissdo de fluorescéncia no estado estaciondrio e resolvida no
tempo. Os resultados obtidos para as constantes de vel ocidade supresséo de fluorescéncia de
ASH (kq = 10" L/mol.s) sugerem um mecanismo estético para o0 processo de supressio. Os
valores de r, a disténcia entre doador e aceptor, calculados pela teoria de transferéncia de
energia ndo radiativa de Forster (r=2 a4 nm), s8o menores do que 7 nm, o que indica a
ocorréncia de umaforte interagcdo A SH/naftoquinonas que independe da temperatura.

Através do uso da espectroscopia de emisséo de fluorescéncia foi possivel verificar
que na interagdo ASH/naftoquinonas, o residuo de triptofano da ASH estd em um ambiente
mais hidrofébico, quando comparado com ASH livre. Os valores obtidos para AH® e AS® s30
dependentes do substituinte contido na 1,4-naftoquinona, demonstrando assim que existe uma
influéncia da estrutura das naftoquinonas na sua interagd com ASH. Para valores de AH°
positivos (processos endotérmicos), 0s processos de interacdo ocorreram primordial mente por
interacdes de Van der Waals, demonstrando ligacdo com carédter hidrofébico. Os valores de
AG’® negativos (AG® = -24 a -30 kJJmol) demonstraram a espontaneidade de ligagdo das
naftoguinonas com ASH. A principa interacdo € o contato hidrofébico, mas a interacéo
el etrostética também ndo pode ser excluida.

Por dicroismo circular foi verificada diminuicéo da % de a-hélice da ASH a208 nm e
222 nm como uma funcdo do aumento da concentragdo das naftoquinonas. Esses efeitos
podem ser atribuidos a formagdo de um complexo ASH/naftoquinona que deve estar
induzindo variagdes conformacionais na ASH.

Palavr as-chave: Espectroscopia. Quinonas. Albumina sérica humana (ASH).
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ABSTRACT

FERREIRA, Romulo Correia. Spectrospic Study of the Interaction between a-lapachone
analogues and Human Serum Albumin. 2014. 127p Dissertacdo (Mestrado em Quimica,
Quimica Organica). Ingtituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The interaction between human serum albumin (HSA) and 1,4-naphthoquinone derivatives (
LP LPACI , LP4AMe, LP4F , LF, LF4AMe, LF4Br , LFACI ), in buffered solution (PBS, pH =
7.4), was studied by spectroscopic methods such as ultraviolet-visible (UV -Vis), circular
dichroism (CD) and steady-state and time resolved fluorescence emission. The values
obtained for the quenching rate constant of the fluorescence emission of HSA (kq = 10"
L/mol.s) suggest a static mechanism for the quenching process. The values of r, the distance
between donor and acceptor, calculated by the theory of radiative energy transfer of Forster (r
=~ 2 to 4 nm) are smaller than 7 nm, which indicate the occurrence of a HSA/naphthoquinone
strong interaction, which is independent of temperature. Through the use of fluorescence
emission spectroscopy it was possible to verify that in the interaction HSA/naphthoquinones,
the Tryptophan residue of HSA is located in a more hydrophobic environment when
compared to free HSA. The values obtained for AH® and AS® are dependent on the substituent
contained in the naphthoquinone, thus demonstrating that there is an influence of the
naphthoquinone structure on its interaction with HSA. For positive values of AH°
(endothermic process), the interaction occurred primarily by Van der Waals forces, in
connection with the hydrophobic character. The negative values of AG°® (-24 to -30 kJ/mol)
demonstrated the spontaneity of the interaction between naphthoquinones and HSA. The main
interaction is resulting from a hydrophobic contact, but an electrostatic interaction cannot be
excluded. Studies by circular dichroism spectroscopy revealed a decrease on the % of o -helix
of HSA at 208 nm and 222 nm, as a function of increasing concentration of naphthoquinones.
These effects can be attributed to the association of HSA/naphthoquinone which may induce
conformational changesin HSA.

Keywords : Spectroscopy; Quinones; Human serum albumin (HSA) .
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naftogquinona (LP4Me) como resultado de deconvolugao (subtragdo entre os espectros de ASH
livie @ ASH + LPACI. Para todos os trés espectros. Cagi = 1,00 x 10° mol/L e Cppave =
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Figura 61. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
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(LP4Me), Cagq = 1,00 x 10° mol/L e Crpave = O; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4;
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como resultado de deconvolugéo (subtracéo entre os espectros de ASH livre e ASH + LPACI.
Para todos 0s trés espectros; Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cpsr = 1,94x10°mol/L. T=310K. 88
Figura 75. Espectro de absor¢éo UV-Vis da a-pirano naftoquinona (LP4F) em solugcdo de
PBS. CLpsr = 1,00 x 10° mol/L. 88
Figura 76. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solugdo de ASH
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(LP4F), Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cppar = O; 2,48; 4,94; 7,39; 9,82 (x10°mol/L); 1,22; 1,46;
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Figura 91. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 Nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em a.-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), Cagq = 1,00 x 10°
mol/L e C.¢ = 0; 6,61x10°mol/L; 1,32; 1,97; 2,82; 3,26; 3,9; 4,54; 5,17 (x10° mol/L), aT =
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(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucéo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracfes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF), Cass = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 6,61x10°mol/L; 1,32; 1,97; 2,82;

3,26; 3,9; 4,54; 5,17 (x10° mol/L) aT = 298 K. 98
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Figura 97. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 Nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casy =
Cir=1,00x 10° mol/L. 99
Figura 98. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexe =280 Nme T =
310K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casy =
Cir=1,00x 10° mol/L. 100
Figura 99. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 Nme T =
315K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢éo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casy =
Cir=1,00x 10° mol/L. 100

Figura 100. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentractes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoguinona (LF), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:.32 de
ASH:LF, Casy = 1,00 x 10° mol/L e C_r = 0; 4; 8; 16 32,00 (x 10°) mol/L, aT = 305 K.101
Figura 101. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentractes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoguinona (LF), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1.32 de
ASH:LF, Cagi = 1,00x 10° mol/L e Cr = 0; 4; 8; 16 32,00 (x 10°) mol/L, aT = 310 K.101
Figura 102. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentractes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:.32 de
ASH:LF, Cagi = 1,00x 10° mol/L e C ¢ = 0; 4; 8; 16 32,00 (x 10°) mol/L, aT = 315 K.102
Figura 103. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucéo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) contendo concentracOes variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me),
Casn = 1,00 x 10° mol/L e Cipave = O; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4; 4,65 e
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Figura 104. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solugdo de ASH livre tamponada com
PBS (pH = 7,4); ASH + 80uL de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me) e a-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Me) como resultado de deconvolugdo (subtracdo entre os
espectros de ASH livre e ASH + LPACI. Para todos os trés espectros. Cas = 1,00 x 10°

mol/L e C_psr = 5,3x10°mol/L. T=310 K. 103
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Figura 106. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucéo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentrages variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4Me), C_pave = O; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4; 4,65 e 5,3(x10™

mol/L),aT =310K. 104
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Figura 111. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentragdes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LP4Me), Cagq = 1,00 x 10 mol/L e Cpave = O; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02;
2,68; 3,34; 4; 4,65 e5,3(x10° mol/L)aT = 298 K. 106
Figura 112. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 nme T
=305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢éo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me)
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Casx = Cirame = 1,00 x 0™ mol/L. 107
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Casx = Cirame = 1,00 x 10° mol/L. 108
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variadas de o-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Me, Cas = 1,00 x 10° mol/L e CLrame = 0; 4; 8; 16 e 32 (x 10°®) mol/L, (x
10°%) mol/L, aT = 305K. 108
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variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Me, Cas = 1,00 x 10° mol/L e CLrame = 0; 4; 8; 16 e 32 (x 10°®) mol/L, (x
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Figura 117. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentragOes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
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Figura 118. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solugéo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) contendo concentragdes variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br),
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PBS (pH = 7,4); ASH + 80uL de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br) e o-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Br) como resultado de deconvolucdo (subtragdo entre os
espectros de ASH livre e ASH + LPACI. Para todos os trés espectros. Cagq = 1,00 x 10°
mol/L e Cpsg; = 3,06x10°mol/L. T=310 K. 110
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Figura 126. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentragdes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4Br), Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cirgr = 0; 3,92; 7,81(x10°mol/L); 1,17;
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Figura 127. Sobreposicéo entre os espectros de emisséo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
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= 315K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da contendo concentragdes variadas de a-2,3-
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Figura 130. Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em contendo concentractes
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1. Introducgéo

As quinonas formam um grupo extenso e diversificado de metabdlitos especiais de
ampla distribuicdo natural, estando presentes em diversas familias de vegetais superiores,
fungos, liquens, bactérias, artropodes e equinodermos [LEMOS, T. G.; et al. 2007]. Séo
estruturas do tipo dienodionas ciclicas que sdo divididas em diferentes grupos, sustentadas
pelo esqueleto basico formado por um hidrocarboneto aromético que constitui o sistema
quinonoidico, como: benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, entre outras [SILVA, A.
M. da].

O o o
o
banzaguinona nafioguinona antraguinona

Figura 1. Estruturas das quinonas e seus derivados: Benzoquinona, naftoquinona e

antraquinona.

As posicOes das carbonilas sdo variaveis e dependentes das possibilidades isoméricas
do anel que as sustenta e estas formas diferem muito em suas propriedades (fisicas, quimicas
e atividades bioldgicas). Quinonas com as carbonilas adjacentes sdo conhecidas como orto-
quinonas e com as carbonilas opostas, separadas por dois atomos de carbono, como para-
quinonas. Compostos meta-quinondides sdo instaveis e conhecidos apenas sob as formas
radicalares. A quimica destes isomeros do lapachol esta amplamente descrita na literatura
[PATAL S. et al. 1988].

Benzoquinonas apresentam cor amarela e sdo encontradas em artopodes, fungos e
vegetais superiores. Alguns exemplos de benzoquinonas naturais tém suas estruturas
ilustradas na figura 1: metil-1,4-benzoquinona, etil-1,4,-benzoquinona, 2,3-dimetil-1,4-
benzoquinona, 2-metoxi-1,4-benzoquinona e 2-metoxi-3-metil-1,4-benzoquinona, que sao
metabolitos irritantes produzidos por artrépodes; espinolusina, com propriedade complexante,
e fumigatina, complexante e bacteriostatica, que sdo obtidas dos fungos Penicillium

spinulosum e Aspergillus fumigatus; e 6,7-desidroroleanona, que € encontrada nas raizes de



Salvia officinalis (as preparacdes com esta planta tém acbes estimulante, cicatrizante e
diurética, entre outras) [GIBAJA, O. S. 1998].

HyC OH
Q
N . o _CH,
o
Ag R=0H espinolusina

R=H fumagatina
o

R,=CH, R=H Metil-1.4-benzaquinona

R,=C.,H. R,=H  Elil-1.4-benzoguinana

R,=R,=CH,. 2, 3-dimatil-1 4-benzoguinona
R,=0CH, R;=H. Metoxi-1, 4-benzoguinona
R,=0CH, R=CH, 2-metod-3-metil-1.4-banzequinona

&, F-dasidroroileanona

Figura 2. Exemplos de benzoquinonas com atividade biologica.

Naftoquinonas sdo substancias com coloragfes que variam de amarelo a vermelho
intenso. Sdo encontradas em maior quantidade nos vegetais superiores do que em fungos e
equinodermos. Na figura 3, a lawsona € uma naftoquinona simples, extraida dos talos e folhas
de Lawsonia inermis (hena) e L.spinosa (litraceas), que é capaz de formar complexos
coloridos com sais de aluminio, bismuto, cobalto, cobre e ferro e é amplamente utilizada na
industria de cosméticos, como um dos ingredientes da pasta de hena; enquanto que a
plumbagina é encontrada em espécies do género Plumbago (plumbaginédceas), Drosera
(droserdéaceas) e Dyospiros [LEMOS, T. G, et. al.] (ebenaceas), e é usada no tratamento da
leishmaniose. A alcanina é encontrada nas raizes de Alkanna Tinctoria, e € usada como
corante vermelho em alimentos, cosméticos e medicamentos e, finalmente, o lapachol e seus
isbmeros, as beta- e alfa-lapachonas, sdo naftoquinonas de grande importancia farmacoldgica
e sdo encontradas em espécies vegetais de varias familias e, devido a esta importancia, serdo

abordados com um pouco mais de detalhes mais adiante no texto.
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] CH,

R,=OH, R=R,=H, lawsona alcanina lapachol
R,;=CH,, R,=0H, R;=H, plumbagina

Figura 3. Estruturas da Lawsona, alcanina e lapachol, respectivamente.

As antraquinonas constituem o grupo mais extenso das quinonas naturais, podendo ser
encontradas em vegetais de diversos géneros e espécies das familias rubidceas, ramnéceas,
poligonaceas, leguminosas, escrofulariaceas, lilidceas e verbenaceas, em liquens e fungos e
em insetos tintérios da familia dos coccideos. A alizarina (figura 4) € um representante
historico por sua propriedade corante, presente nos extratos de Rubia tinctorum (rubiéceas),
utilizados como corante por persas, egipicios, gregos e romanos. Sua sintese, em 1868,
estabeleceu os principios quimicos da industria dos corantes antraquindnicos, que se
desenvolveu rapidamente e ocupou o lugar dos produtos das rubiaceas. A emodina € uma das
poliidroxiantraguinonas mais importantes, presente em plantas do género Rhamnus

(ramnaceas) e com propriedades laxantes [GIBAJA, O. S. 1998].

o OH OH o OH
g OH
l l HO l I l CHy
o 0
alizarina amadina

Figura 4. Estruturas da alizarina e emodina, respectivamente. A alizarina € utilizada como

corante enquanto que a emodina tem propriedades laxantes.

1.1. Lapachol

O uso do lapachol (figura 5) no Brasil conta com uma longa histéria, culminando em seu
estudo como anticancerigeno. Trata-se de uma naftoquinona isolada de uma fonte natural, o
cerne do lenho de arvores da familia do ipé (Tabebuia spp., bignoniaceas), com um

rendimento variado entre 1 e 7% em massa, dependendo da espécie e de outros fatores como a
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regido e a sazonalidade. O lapachol (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) que tem suas propriedades
biologicas bem conhecidas, extraido de plantas da Familia Bignoniaceae da Asia e da
América do Sul, ainda vem sendo investigado por novas atividades bioldgicas. Seus analogos
sdo conhecidos por possuirem atividades antitumorais, antibioticas, antimalaricas e
antiulcerosas [TORSELL, K. B. G. 1983; BRIELMANN, H. L.; et al. 2006.; VIEGAS JR., C.
et al. 2006 e PINTO, A. C. 2002.].

Figura 5. Estrutura do Lapachol.

O lapachol e quinonas relacionadas a este composto séo representantes importantes da
contribuicdo dos conhecimentos populares da populacdo latinoamericana aos tratos a saude
humana. S8o constituintes quimicos de espécies vegetais, varias espécies de Tabebuia, que
tém sido utilizados culturalmente em diversas regibes do continente no combate a uma
extensa gama de enfermidades (Disponivel em: <http://www.rain-tree.com/paudarco.htm>.
Acesso em: 19 setembro 2013).

Dentre as quinonas obtidas o lapachol é o mais abundante e de extracdo mais facil. A
ocorréncia do lapachol ndo se restringe as espécies deste género nem apenas a familia das
bignoniaceas, tendo sido identificado como constituinte de diversas espécies vegetais em
familias variadas [Fonseca et al. (2003), Hussain et al. (2007) ].

Foi B. Gilbert um dos pioneiros no Pais na difusdo da idéia da necessidade de
investigacGes quimicas e biologicas de compostos naturais de ocorréncia abundante na flora
brasileira, inclusive lapachol e lapachonas. Parte destes esforcos pode ser observada na
exploracdo da reatividade destas quinonas, sob diferentes condicGes, buscando a
transformacdo do grupo quinonoidico em novos sistemas, incluindo a formacao de ciclos e
heterociclos. Um dos objetivos destas modificacGes estruturais, além da melhor compreensao
do comportamento quimico destes sistemas, € a obtencdo de novos agentes contra doencas

parasitarias endémicas das regides tropicais. [DE MOURA (2001)].



1.2. a-lapachonas

O potencial farmacéutico das quinonas naturais tem sido reconhecido ja ha bastante
tempo. Sua atividade antimalarica [TORSELL, K. B. G.1983; BRIELMANN, H. L.; et al.
2006. e VIEGAS JR., C. et al. 2006.] , antitumoral [BRIELMANN, H. L.; et al. 2006.;
VIEGAS JR., C. et al. 2006 e PHILLIPSON, J. D.2001] , antiviral [PHILLIPSON, J. D.2001],
anti-inflamatéria] BRIELMANN, H. L.; et al. 2006], e antibacterianaf MONTANARI, C.A. et
al., 2001.; LEMOS, T. G. et al, 2007; PATAI, S, 1974., PATAI, S.; et al.1988 e GIBAJA, O.
S., 1998] é uma consequéncia da sua capacidade de agir como inibidores potentes do
transporte de elétrons, como desacopladores de fosforilagdo oxidativa, como agentes de
intercalacdo do DNA, como agentes alquilantes e como biorredutores.

A a-lapachona (2,2-dimetil-3,4-diidro-5,10-dioxo-2H-benzo-[g]-cromanona) pode ser
extraida de plantas medicinais brasileiras como a Tabebuia Bignoniaceae [FUJII, N.; et al.
1997 e KRISHNAM, P.; et al. 2000.] e tem sido utilizada em pesquisas no estudo do
tratamento de doencas infecciosas, com potencial atividade antimicrobiana contra bactérias
multirresistentes [MACHADO, T.B. et al. 2003].

O

o)

Figura 6. Estrutura da a—lapachona.

a—Lapachona também pode ser sintetizada a partir do lapachol, como mostrado na

figura 7:
0 O
OH 0
HCI
Refluxo
AN
O

Figura 7. Formacéo da o—lapachona a partir do lapachol.



Esta naftoquinona mostra menor citotoxicidade e atividade redox quando comparada a
outras quinonas bioativas [LI, C. J.; et. al. 1993; KRISHNAN, P.; et. al. 2001]. Entretanto,
pode induzir a clivagem de DNA mediada por topoisomerase Il, uma enzima essencial que faz
a interconversdo de diferentes formas topoldgicas de DNA e é o alvo para algumas drogas
anticancer [Disponivel em: http://www.rain-tree.com/paudarco.htm acesso em: 13/02/2014. e
disponivel em: http://lwww.rain-tree.com/pau-d-arco-traditional-uses.pdf acesso
em:13/02/2014 e PATERNO,E., 1882]

Assim, a a-lapachona ndo pode ser classificada como um agente toxico, tampouco um
inibidor catalitico. Isto faz com que a o-lapachona seja uma forte candidata para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento de linhas de células resistentes a maltiplas
drogas com tumores resistentes a hiperatividade com menor expressdo de topoisomerase 11
[BURNETT, A. R, et al. 1967 e FONSECA, S. G. C.; et al. 2003.]

1.3 Proteinas

Os compostos organicos mais abundantes em animais superiores sdo as proteinas,
representadas por cerca de 50 % do peso seco dos tecidos. Trata-se de moléculas poliméricas
de cadeia longa, constituidas por um grande nimero de unidades monomeéricas estruturais (0S
aminodcidos), podendo ser consideradas como copolimeros (mais de um tipo de monémero).
Por conta do grande tamanho, formam solugdes coloidais quando sdo dispersas em um
solvente adequado, possuindo todas as caracteristicas deste tipo de mistura. Por meio de
hidrolise, pode-se quebra-las em sequéncias menores de aminoacidos (peptideos). As
proteinas sdo formadas através de ligacdes peptidicas entre os diversos tipos de aminoacidos e
podemos classifica-las em duas grandes categorias: proteinas fibrosas e globulares.
[LEHNINGER et al. 1993, STRYER 1995 e DOSE 1982].

Proteinas globulares sdo proteinas em que as cadeias de aminoacidos se voltam sobre
elas mesmas, formando um conjunto compacto que tem forma esferdide ou elipsdide, em que
0s 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 horménios, a
hemoglobina; sdo sollveis em meio aquoso [LEHNINGER et al. 1993, STRYER 1995 e
DOSE 1982].

Proteinas fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de amino &acidos se ordenam de
maneira paralela, formando fibras ou laminas estendidas, nas quais o eixo longitudinal

predomina sobre os transversais. Em geral, sdo pouco sollveis em agua e participam na
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formacdo de estruturas de sustentacdo, como as fibras do tecido conjuntivo e outras formagdes
de tecidos de grande resisténcia mecanica.

A estrutura molecular das proteinas é muito complexa, por essa razdo é conveniente
dividi-la em niveis distintos de organizacdo: estruturas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria [LEHNINGER et al. 1993, STRYER 1995 e DOSE 1982].

Estrutura primaria (Figura 8): refere-se ao nimero e identidade dos amino &cidos
que compdem a molécula e ao ordenamento ou seqiiéncia dessas unidades na cadeia
polipeptidica. A unido peptidica somente permite a formacdo de estruturas lineares e, por isso,
as cadeias ndo apresentam ramificacbes [LEHNINGER et al. (1993), STRYER (1995) e
DOSE (1982)].
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Figura 8. Exemplo de estrutura primaria de uma proteina.

Estrutura secundaria (Figura 9): a medida que o comprimento das cadeias vai
aumentando, e em funcdo das condigdes fisico-quimicas do meio, a estrutura secundaria é
criada, compondo uma disposicdo espacial regular, repetitiva, geralmente mantida por

ligacGes de hidrogénio. Sendo assim, pode-se ter:

a-hélice: as cadeias de amino &cidos tém varios centros polares e, devido a isto, a fibra
enrola-se dando lugar a uma hélice que se estabiliza formando liga¢Ges intramoleculares com

pontes de hidrogénio, (Figura 9);
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Figura 9. Estrutura do tipo a-hélice.

folha-p: as cadeias de peptideos se unem formando filas paralelas que se estabilizam de
maneira intermolecular mediante pontes de hidrogénio, (Figura 10) [LEHNINGER et al.
(1993), STRYER (1995) e DOSE (1982)].
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Figura 10. Estrutura do tipo folha-£.

Estrutura terciaria (Figura 10): € a estrutura da maioria das proteinas globulares e
aparece a partir das hélices, que voltam a se enrolar (pode ser dito também que ha
enovelamento). E uma estrutura tridimensional completa que se forma a partir das forcas de
atracdo ou repulsdo eletrostatica, das pontes de hidrogénio, das forcas de van der Waals e das
pontes dissulfeto existentes entre os residuos de amino acidos que formam as cadeias, (Figura
11) [LEHNINGER et al. (1993), STRYER (1995) e DOSE (1982)].
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Figura 11. Exemplo de estrutura terciaria de uma proteina.

Estrutura quaternaria (Figura 12): sdo estruturas compostas por varias moléculas
separadas, mas entrelacadas em estrutura terciaria. Aplica-se somente a proteinas constituidas
por duas ou mais cadeias polipeptidicas e refere-se a disposicao espacial dessas cadeias e as
ligacGes que se estabelecem entre elas - ligac6es hidrogénio, atracdes eletrostaticas, interacoes
hidrofobicas, pontes dissulfeto entre cisteinas de cadeias diferentes. Um exemplo deste tipo de
estrutura € a hemoglobina, que é composta por quatro subunidades semelhantes a mioglobina
[LEHNINGER et al. (1993), STRYER (1995) e DOSE (1982)].
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Figura 12. Niveis de organizagdo da estrutura molecular de uma proteina.



1.4 Albuminas

A albumina (Figura 13) é uma proteina globular de alto valor biol6gico, presente na
clara do ovo, no leite e no sangue. No sangue é a principal proteina, que se encontra em
grande abundancia no plasma, e € sintetizada no figado. A concentracdo normal de albumina
no sangue animal fica entre 3,5 e 5,0 gramas por decilitro, e é cerca de 50% das proteinas
plasmaticas. O resto de proteinas presentes no plasma chamam-se globulinas. A albumina é
fundamental para a manutencdo da pressdo osmotica, necessaria para a distribuicdo correta
dos liquidos corporais entre 0 compartimento intravascular e o extravascular, localizado entre

os tecidos.

Figura 13. Estrutura secundaria de ASH, ilustrando a localizacdo dos subdominios,
codificados por cores: 1A-vermelho; IB—vermelho claro; 1A, verde; 1IB-verde claro; IlA,-
azul; 111B—azul claro. (GHUMAN et al., 2005)

As albuminas, dependendo de sua origem, podem ser classificadas em: soro-albumina
ou albumina sérica (é a albumina do soro sanguineo), ovoalbumina (é a albumina da clara do
0Vo0, a sua proteina majoritaria, que possui propriedades antigénicas resistentes a desnaturacédo

térmica e é termo-estavel) e lactoalbumina (albumina do leite).
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1.4.1 Albumina sérica humana (ASH)

A albumina sérica é a proteina predominante no plasma sanguineo e, por isso, é uma
das proteinas mais estudadas [ZSILA et al. (2003) e TAKEHARA et al. (2009)]. Muitos
pesquisadores tém estudado a estrutura e as propriedades da albumina sérica e suas interacdes
com outras proteinas com o intuito de compreender todas as suas fungdes no organismo.

Albuminas séricas (ASs em portugués) ou SAs (em inglés, serum albumins) sdo
proteinas contituintes do sistema circulatorio de maior solubilidade e tém muitas fungdes
fisioldgicas, incluindo a manutencdo da pressdo osmética [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)]. Além da sua a¢do como transportadora, distribuidora e metabolizadora
de inimeros ligantes endogenos e exdgenos, como por exemplo, farmacos, metabolitos,
acidos graxos, amino acidos (geralmente triptofano e cisteina), hormonios, esteroides, cations
e anions, metais (como calcio, cobre, zinco, niquel, mercurio, prata e ouro etc.), a interagdo
destes ligantes com albuminas resulta no aumento da solubilidade de compostos bioativos no
plasma, diminuindo a sua toxicidade (composto bioativo) [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), L1 et al. (2007), CUI et al. (2008), LI
et al. (2008), SHAW e PAL (2008), YUE et al. (2008) e LI et al. (2009)]. A ligacdo entre
ligantes (compostos bioativos) e ASs &€ um fator determinante e importante para a
farmacodinamica e farmacocinética de um farmaco, dependendo da concentracdo
administrada, podendo afetar a sua distribuicdo e eliminacdo [PETITPAS et al. (2001), HE et
al. (2005), CUlI et al. (2007), YUE et al. (2008) e STAN et al. (2009)].

A albumina sérica humana (ASH) (Figura 13) € um polipeptideo simples e ndo-
glicosilado com a geometria da proteina sendo em forma de coracdo [FALINI et al. (2006) e
LI et al. (2009)] com a sua estrutura contendo aproximadamente 67% de a-hélice [HE et al.
(1992), HE et al. (2006) e STAN et al. (2009)] e podendo se ligar e transportar compostos
bioativos pouco soliveis em agua (hidrofobicos) [LI et al. (2008) e TAKEHARA et al.
(2009)]. A concentracdo de ASH no plasma sanguineo € de 40 mg/mL (4-5 g/100mL)
[SUGIO et al. (1999)] e seu peso molecular € de 66-66,5 kDa (66.000-66.500 g/mol) [TANG
et al. (2005) e HE et al. (2006)]. A ASH contém 585 residuos de amino acidos [CUI et al.
(2008), LI et al. (2008), SHAW et al. (2008) e LI et al. (2009)], incluindo 17 ligacBes 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
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triptofano (Trp-214) [HE et al.(1992), L1 et al. (2007), SHAW et al. (2008) e TAKEHARA et
al. (2009)].

A capacidade da ASH (e de outras proteinas de uma forma geral) se ligar a compostos
aromaticos e heterociclicos depende da existéncia de duas regiGes de ligagdo majoritarias,
conhecidas como sitios | e 1l de Sudlow [SUDLOW et al. (1975), PETITPAS et al. (2001) e
STAN et al. (2009)]. Em sua estrutura estéo presentes trés dominios a-hélice semelhantes, 0s
dominios I, Il e Ill, que contém os residuos de amino &acidos 1-195, 196-383 e 384-585,
respectivamente [TANG et al. (2006), LI et al. (2007), CUI et al. (2008), LI et al. (2008),
YUE et al. (2008), LI et al. (2009), SUGIO et al. (1999), PETITPAS et al. (2001), FALINI et
al. (2006), SHAW et al. (2008) e YUE et al. (2008)]. Cada dominio subdivide-se em dois
subdominios, A e B [FALINI et al. (2006)], que contém seis e quatro a-hélices,
respectivamente [PETITPAS et al. (2001) e HE et al. (2005)].

Anaélises cristalogréaficas da estrutura da ASH revelam que os sitios de ligagdo com o0s
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 séo consistentes com os sitios | e II, respectivamente
[CUI et al. (2007) e LI et al. (2009)]. Uma grande cavidade hidrofébica, na qual esta contido
um residuo de triptofano (Trp-214), esta presente no subdominio I1A [CUI et al. (2007) e LI
et al. (2009)]. [KRANGH-HANSEN et al. (2002), KANDAGAL et al. (2006), STAN et al.
(2009) e TAKEHARA et al. (2009)]. O sitio 1l esta localizado no subdominio 1A e é
conhecido como o sitio de ligacdo da benzodiazepina [KRANGH-HANSEN et al. (2002) e
STAN et al. (2009)]. Dentre esses sitios, o sitio | parece ser mais versatil, porque ele pode se
ligar com alta afinidade, a ligantes que sdo muito diferentes do ponto de vista quimico
[PETERS (1996) e STAN et al. (2009)].

A principal regido para ocorréncia de ligacdo dos compostos bioativos esta situada no
sitio I, formado por uma grande cavidade hidrofébica presente no subdominio IIA, onde
muitos compostos bioativos, como por exemplo, 1,4-naftoquinonas, como as a- lapachonas,
podem se ligar [KRANGH-HANSEN et al. (2002), KANDAGAL et al. (2006), STAN et al.
(2009) e TAKEHARA et al. (2009)].

1.4.2 Interacdo entre compostos bioativos e albuminas séricas
As albuminas séricas sdo proteinas abundantes no plasma sanguineo, sendo as mais

comuns as albuminas séricas humana e bovina. Elas apresentam grande solubilidade no
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sistema circulatorio, aumentando a solubilidade de compostos bioativos hidrofébicos no
plasma, além de apresentarem inimeras funcGes fisioldgicas e sdo utilizadas para modelar a
atuacdo de farmacos na célula in vivo e in vitro [LI et al. (2008)], e por isso, sdo
extremamente utilizadas para transpontar compostos bioativos endddenos e exdgenos. A
interacdo do composto bioativo com a albumina influencia a sua distribuigdo, excrecéo,
metabolismo tendo relacdo de dependéncia com a concentragdo de composto bioativo
administrado [PETITPAS et al. (2001), HE et al. (2005), KANDAGAL et al. (2006), TANG
et al. (2006), SHI et al. (2007) e STAN et al. (2009)].

Entre as principais técnicas utilizadas para monitoramento da interacdo entre um
composto bioativo e albumina sérica, pode-se destacar: espectroscopia de emissdo 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 magneética nuclear (RMN) [SULKOWSKA et al. (2005)], 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)].

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, umas das técnicas utilizadas no
presente trabalho, € um dos métodos mais Uteis para se estudar as interagdes moleculares
envolvendo proteinas, por conta da elevada sensibilidade, seletividade, conveniéncia, rapidez,
simplicidade e fundamento teérico abundante. Apresenta vantagens em relagdo aos métodos
convencionais (cromatografia de exclusdo por afinidade ou tamanho, ultrafiltracdo e
ultracentrifugacdo) empregados para se estudar este tipo de interacdo, uma vez que estes
métodos apresentam pouca sensibilidade ou tempo de operacdo muito longo. Além disso,
estes métodos normalmente requerem solucbes de proteina em concentracbes muito
superiores a da constante de dissociacdo do complexo ligante-proteina sob investigacdo
[ORAVCOVA et al. (1996) e EPPS et al. (1998)]. Medindo-se a supressao da fluorescéncia
intrinseca da albumina é possivel fazer uma estimativa sobre a acessibilidade de supressores
aos grupos fluoréforos da albumina. Esta informacdo pode ajudar a prever o0 mecanismo de
interacdo do ligante 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 interacfes moleculares pode resultar em

supressdo, incluindo reacGes no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
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energia, formagdo de complexo no estado fundamental e supressdo colisional [LAKOWICZ
(2006) e CHENG et al. (2009)].

O processo de supressdo pode ser classificado como sendo estatico ou dinamico.
Supressdo de fluorescéncia dindmica (ou colisional) é a desativacdo de um fluoréforo em seu
estado excitado por contato ou colisdo com outra molécula (supressor) em solucdo. O
fluoréforo retorna ao estado fundamental devido a difusdo, ap6s o encontro com o supressor
(agente de extincdo). Entretanto, as moléculas ndo passam por alteracbes quimicas no
processo. A diminuicdo de intensidade de fluorescéncia causada por supresséo colisional pode
ser descrita pela equacédo de Stern-Volmer (equacgéo 1), onde a relagdo entre a diminuicdo da
intensidade de emissdo de fluorescéncia e da a concentracdo de supressor € linear. Por outro
lado, a supresséo estatica pode ocorrer quando um fluoréforo e um supressor ndo fluorescente
formam um complexo ou uma pré-associacdo ndo fluorescente ou quando estdo a uma
distancia onde a extingdo ocorre durante a excitacdo. A supressdao dindmica pode ser
distinguida da supressdo estatica por sua dependéncia com a temperatura e a viscosidade do
meio, ou por mudancas consideraveis no tempo de vida de emissao de fluorescéncia por parte

do seu estado excitado singlete quando na presenca do supressor [CHENG et al. (2009)].

lo/l=1+ st[Q] e Ksy= quo

Equacéo 1. Equacdo de Stern-Volmer.

Onde: Ksy é a constante de Stern-Volmer, ky € a constante de velocidade de supresséo
bimolecular, T é 0 tempo de vida de fluorescéncia para o fluor6foro na auséncia do supressor;

[Q] € a concentracao do supressor.

Através dos estudos de supressdo de fluorescéncia, os parametros termodinamicos
AG®, AH® e AS® podem ser obtidos experimentalmente a partir das constantes de velocidade
de supressdo empregando-se as equacdes de Stern-Volmer, Stern-VVolmer modificada e Van’t
Hoff, quais possibilitam ainda a obtencdo de outros valores como constantes de ligacdo (Kp) e
0 namero de sitios de ligacdo (n). As forcas que atuam entre uma pequena molécula e uma
macromolécula incluem ligacdo hidrogénio, forca de van der Waals, forca eletrostética, forca

de interacdo hidrofébica e outras. Considerando a dependéncia da constante de ligacdo com a

14



temperatura, um processo termodinamico é responsavel pela formagdo do complexo [LI et al.
(2007) e YUE et al. (2008)].

Os célculos do raio de Forster obtidos através da sobreposicdo dos espectros de
emissdo e absor¢do doador-aceptor fornecem a distancia média entre o residuo de triptofano
(Trp-214, doador) da albumina e a molécula supressora (aceptor), que pode ser calculada de
acordo com a teoria de transferéncia de energia ndo-radiativa de Forster [FORSTER (1948),
YUE et al. (2008) e CHENG et al. (2009)]. A eficiéncia da transferéncia energética (E) esta
relacionada com as distancias Ry (distancia critica entre o doador e o aceptor quando a
eficiéncia de transferéncia de energia é 50%) e r (distancia de ligacdo entre doador e aceptor)
entre o0 doador (ASH) e o0 aceptor (composto bioativo), quando sua eficiéncia de transferéncia
for 50%.

As interacOes da albumina sérica humana (ASH) com diferentes classes de moléculas
tém sido amplamente estudadas; com a finalidade de avaliar a interacdo de diversos farmacos
com sangue humano através de ensaios in vitro com uso da espectroscopia de emisséo de
fluorescéncia. Estudos com ansamicinas, antineoplasicos, esteroides e flavonoides s&o
frequentes na literatura. Estes estudos tém a finalidade de avaliar as interacGes entre diversas
drogas com albumina [CUI, et. al. 2004; CHI, et. al. 2011; BI, et. al. 2005; GUO, et. al. 2008;
KANDAGAL et. al., NAIK et. al., 2010, e SINGH, & MITRA].

Através da técnica espectroscopica de emissdo de fluorescéncia, considerada de grande
importancia na area de farmacologia e clinica médica, é possivel avaliar a dependéncia da
interacdo entre diferentes moléculas com albumina, verificando diferentes efeitos, como por
exemplo: grupos substituintes, mudancas estruturais, temperatura e impedimento estérico.
Este estudo fornece dados importantes para a producédo de novos medicamentos para diversas
finalidades e tratamentos. Sendo também importante para a avaliagdo de processos
farmacocinéticos, como a distribuicdo de medicamentos e seu transporte.

Semicarbazidas sdo usadas como agentes antivirais e antifungicos, (caso da 1-benzoil-
4-p—clorofenil-tiossemicarbazida) (BCPT) [CUI, et. al. 2004], a tetraciclina como agente
antibacteriano [CHI, et. al. 2011; e BI, et. al. 2005] e o cetoconazol também como agente
antifangico [GUO, et. al. 2008]. Ambos suprimem a fluorescéncia de ASH com deslocamento
para 0 azul no maximo de emissdo, sugerindo aumento de hidrofobicidade na regido de
interacdo farmaco-triptofano. Através dos parametros termodindmicos foi possivel verificar
que a forca atuante na interacdo que forma o complexo ASH/farmaco é predominantemente

hidrofébicas para BCPT [CUI, et. al. 2004]. No caso das tetraciclinas, a interagcdo
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predominante é eletrostatica. As forcas atuantes na ligagdo cetoconazol-ASH sdo provenientes
de interacBes hidrofébicas e eletrostaticas [GUO, et. al. 2008].

Estudos sobre as interagfes entre derivados de &cido cindmico, como o agente
antineoplasico cloridrato de gencitabina (GEM), e agentes antitumorais como o &cido-4-
(dimetilamino) cindmico (DMACA) e o trans-p-(dimetilamino) cinamato de etila (EDAC)
[KANDAGAL et. al., e SINGH, & MITRA] e albuminas séricas, por espectroscopia de
fluorescéncia, mostraram que o agente antineoplasico GEM reduz a fluorescéncia intrinseca
da albumina, sem que haja alteragdo no comprimento de onda maximo de emissdo. Ja a
interacdo entre albumina e os derivados do &cido cinamico, revelou que para EDAC ha um
leve deslocamento para o azul no maximo de emissdo, enquanto para DMACA este
deslocamento ocorre para o vermelho. O efeito de temperatura nas constantes de Stern-
Volmer confirma que o mecanismo do processo de supressdo de fluorescéncia da albumina é
estatico para interagdes com GEM, EDAC e DMACA. Os valores da constante de ligacao
sugerem que DMACA interage mais fortemente. LigacOes de hidrogénio e interacOes
hidrofébicas governam a interagéo entre GEM e albumina. Para o caso de EDAC e DMACA
as interacOes predominantes sdo hidrofobicas e eletrostaticas.

Membro da classe de hormdnios esteroidais, o glicocorticdide dexametasona (DEX)
(Figura 14) foi objeto de estudo da interacdo com albuminas séricas [NAIK et. al., 2010].
DEX é um composto que atua como um agente anti-inflamatério e imunossupressor e € capaz
de diminuir a intensidade de fluorescéncia de albuminas séricas com um desvio para o azul de
no maximo de emissdo através de um processo de supressdo estatico. O namero de sitios de
ligacdo, n, para DEX-ASH indica que ha um sitio de ligacao especifico na ASH para DEX. Os
parametros termodinamicos sugerem que as principais interacbes entre DEX e ASH sao
ligacGes de hidrogénio e van der Waals [NAIK et. al., 2010].

OH

LnWOH

Figura 14. Estrutura da dexametasona (DEX) [NAIK et. al., 2010].
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Existem também estudos de interacdo entre flavonoides e ASH. A supressdo de
fluorescéncia intrinseca de ASH causada por quercetina, rutina e hiperina (Figura 15) ocorre
através de um mecanismo estatico. A influéncia do efeito de impedimento estérico pode ter
relagdo com a ordem das constantes de ligacdo observadas, sugerindo que a capacidade de
ligagdo destes trés flavondides com ASH segue a seguinte ordem: rutina < hiperina <
quercetina. Os pardmetros termodindmicos indicam que a interacdo entre estes flavonoides e

ASH é predominantemente eletrostatica [BI, et. al., 2004].

Figura 15. Estrutura basica dos flavonoides rutina (X=H), hiperina (X=B-D-rutinosideo) e
quercetina (X= pB-D-galactosideo) [BI, et. al., 2004].

Neste trabalho, decidiu-se estudar a interagdo de diferentes analogos da a—lapachona,
derivados da 1,4-naftoquinona contendo anel pirano ou 2,3-diidrofurano com albumina sérica
humana (ASH) através das técnicas espectroscopicas de emissdo de fluorescéncia
estacionaria, emissdo de fluorescéncia por resolucdo temporal, ultra-violeta visivel e
dicroismo circular. As estruturas sdo ilustradas juntamente com a simbologia utilizada neste

trabalho na figura 16.
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Figura 16. Estruturas quimicas e simbologia utilizada para representar 0s compostos

estudados neste trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Equipamentos

Os experimentos de espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, espectroscopia de
absorcdo no ultravioleta e espectroscopia de dicroismo circular foram realizados utilizando
um espectrofluorimetro Jasco modelo J-815 possuindo sistema de temperatura termostatizado
Jasco PFD-425S15F com precisdo de 0,1 °C.

Nos espectros de ultravioleta e dicroismo circular foi utilizada uma cubeta de duas
faces polidas (quartzo) de caminho ¢ptico de 1 cm, enquanto que nos espectros de
fluorescéncia foi utilizada cubeta de 4 faces polidas (quartzo) de caminho 6ptico de 1 cm.

Experimentos de fluorescéncia com resolucdo temporal foram realizados utilizando
um espectrofluorimetro Edinburgh FLS-920, empregando para excitagdo 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 preparacdo e na manipulacdo das
amostras foi limpo de acordo com o roteiro abaixo:
- A vidraria foi colocada em imersdo em uma solucéo de etanol/agua 1:1, com acréscimo de
10% de NaOH, durante 24 horas;
- Enxaguada com agua corrente;
- Enxaguada com agua destilada;
- Enxaguada com metanol grau espectroscopico.
- Enxaguada com acetona grau espectroscopico.

- Seca a temperatura ambiente.

3.1.3 Reagentes

As a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas empregadas na presente dissertagdo
foram sintetizados no Laboratorio de Sintese de Carboidratos e Nucleosideos, do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense, e gentilmente fornecidos pelos Profs. Drs.
Vitor F. Ferreira e Sabrina Ferreira. [FERREIRA, et. al., 2010, FREIRE, et. al. 2010 e SILVA
et. al., 2009].
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Metanol grau espectrofotométrico e hidréxido de sddio P.A. foram adquiridos da
Vetec.

Albumina sérica humana (ASH) foi adquirido da Aldrich.

Os sachés de PBS, utilizados neste trabalho, foram produtos comerciais adquiridos da
Aldrich, com os quais foram preparadas solugdes tampéo fosfato (PBS) de pH = 7,4.

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

artrépodes).

3.2 Métodos

As a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF,
LF4Me, LFABr, LFACI) foram analisados em solugdes de PBS com albumina sérica humana
(ASH) por técnicas de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia com variacdo de temperatura (Aexe = 280 nm; T =305K, 310K,

315K) e espectroscopia de dicroismo circular na temperatura constante de 310K.

3.2.1. Espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A absorcdo de um foton pode ser relacionada, em muitos casos, a transicdo eletrdnica
de um cromoforo de uma molécula. Na espectroscopia na regido do UV-Vis a transicdo
eletrbnica consiste na promoc¢do de um elétron (por absor¢cdo de um foton) contido em um
orbital molecular ligante ou ndo-ligante do estado fundamental (menor energia) para um
orbital vazio, que no caso da espectroscopia de absorcdo, seria de mais alta energia, chamados
de LUMO, ou LUMO+1, cujo nome varia dependendo do nivel energético.

Para moléculas orgéanicas, os elétrons podem ser excitados a partir dos orbitais
moleculares ligantes 6 e m, que sdo chamados de HOMO (Highest Occupied Molecular
Orbital). Pode haver excitacdo de elétrons de orbital molecular ndo ligante (NBMO-
Nonbonding Molecular Orbital) (figura 17).

A espectrometria no ultravioleta é limitada, na maior parte, aos sistemas conjugados
pois para muitas estruturas eletrénicas esta absor¢do ocorre em uma porcao pouco acessivel
do ultravioleta [Silverstein et al. 1994]. Os grupos que tém absorcdes caracteristicas sao
chamados de cromdforos e sua presenca € responsavel, com frequéncia, pela coloracdo das
substancias [Atkins e De Paula 2004].
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No exemplo mostrado na figura 17, a transicdo eletrénica responsavel pela absorcao de
compostos que possuem grupo carbonila pode ser atribuida aos pares de elétrons isolados do
atomo de oxigénio, gerando a transi¢do n—m*. As energias tipicas de absor¢do sdo da ordem
de 4 eV (290 nm). Como as transigdes n—n* sdo proibidas, isto €, possuem baixa
probabilidade de ocorrer, por simetria, as absorcdes séo fracas [Atkins e De Paula 2004],. 1sso
pode ser verificado experimentalmente através da leitura de espectros de UV-Vis em varias
concentragdes, para obtencdo do € (através da Lei de Beer: A= €.b.c), com a sua magnitude

indicando o grau de probabilidade da transicéo eletronica observada.

Classificando em ordem crescente, as transigdes eletronicas geralmente estdo na

seguinte ordem:

n—-o>n*<goa*<n—o6*<06c—-o>n*<06— 6*

Para ilustracdo desses niveis de energia, na Figura 7 estda o formaldeido como

exemplo, com todas as possibilidades de transicéo eletronica.
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1 1
T ; Iy ¥ v )
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Figura 17. Niveis de energia para os orbitais moleculares do formaldeido (HOMO: orbital
molecular ocupado de mais alta energia; LUMO: orbital molecular desocupado de mais baixa
energia) VALEUR, 2001].

Quando um dos dois elétrons de spins opostos (pertencentes ao HOMO) € transferido

para um orbital molecular de maior energia, seu spin, em principio, ndo é alterado, sendo que

ambos estados sdo chamados de singlete (normalmente denominado So para o estado
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fundamental, e S3, Sy, ...S, para os estados excitados) (Figura 18) e a transi¢do correspondente

é chamada de uma transicéo singlete-singlete..

H .H-. .
C=—0
H™
E &
S,
T~ T:
5, n-n"
r'l-.'l."I T
E n-r*
*
| i
3
ol L3 e, -
I ¥ | |
estado estado astado — —
fundamental excitado excitado estados clsladﬂs
singleto tripleto singletos tripletos

Figura 18. Distincao entre os estados singlete e tripleto, usando o formaldeido como exemplo
[VALEUR, 2001].

Uma molécula no estado excitado singlete pode sofrer conversdo para um estado em
que o elétron excitado tenha seu spin modificado, e por existirem dois elétrons com spins
paralelos, o nimero quantico total de spin é 1 e a multiplicidade é 3. Tal estado é chamado de
estado triplete porque corresponde a trés estados de mesma energia. De acordo com a regra de
Hund, o estado triplete tem uma energia menor que a do estado singlete de mesma

configuracéo.

M=25+1

S=2ZXg, coms; =+ % ou-="%

Equacao 2. Equacdo para calculo da multiplicidade.

Onde: S é o nimero quantico de spin total; M é a multiplicidade; S; € o nimero

quantico de spin.
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A sobreposicédo e coplanaridade dos orbitais © em sistemas conjugados permite que os
elétrons estejam deslocalizados sobre todo o sistema (efeito de ressonancia). Por ndo haver
sobreposi¢cdo entre os orbitais 6 € m, o sistema de elétrons m pode ser considerado como
independente das ligagdes o. Pode-se dizer que a extensdo do sistema m € inversamente
proporcional a energia para a transicdo T—m* e, por isso, o comprimento de onda da banda de
absorcdo correspondente € maior. Esta regra aplica-se a sistemas conjugados lineares
(polienos) e sistemas conjugados ciclicos (moléculas aromaticas).

A espectroscopia de absorcdo € uma técnica que consiste em obter dados a partir da
absorcdo de radiacdo de energia eletromagnética, em funcdo do comprimento de onda, na
faixa entre ~200 nm e ~750 nm, para amostras de substancias geralmente diluidas em um
solvente transparente. A Figura 19 mostra o esquema de um espectrofotdometro para a

obtencdo de espectros na regido do UV-vis.

intensidade miensidade
de luz incidenie de luz transmitida
P ] Iﬂ |
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amosira

Figura 19. Esquema dos componentes da espectroscopia no ultravioleta/visivel

[www2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf] acessado em 07/02/2014.

3.2.2. Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

Como consequéncia do processo de excitacdo de uma molécula, que absorve energia
em um dado comprimento de onda, o resultado pode ser a emissdo de energia na forma de luz,
fendmeno conhecido por luminescéncia. Existem dois casos especificos de luminescéncia
resultantes do processo de absor¢do de radiacdo luminosa, a fluorescéncia e a fosforecéncia.

Empregando-se o diagrama de Jablonski (Figura 20) pode-se visualizar de forma
simples 0s processos resultantes da absor¢do de um foton por uma determinada espécie, tais

como conversdo interna, fluorescéncia, cruzamento entre sistemas, fosforescéncia. Os estados
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eletronicos singletes séo representados por Sp (estado eletronico fundamental), Si, Sy, ... Sy
para 0s estados eletrdnicos excitados e estados tripletes, T1, To,...Tn. Niveis vibracionais séo
associados com cada estado eletronico. E importante perceber que a absorgdo de um foton é
muito rapida (= 10™ s) quando comparada com todos os outros processos, ndo havendo
deslocamento concomitante dos nucleos dos atomos formadores de uma ligagdo, de acordo
com o principio de Franck-Condon (uma transicdo eletrénica ocorre preferencialmente sem

mudancas nas posi¢6es dos nucleos atdbmicos nas moléculas e em seu ambiente).

Sz , W)
' | Conversao
S Iy W entre sistemas
1 Y v
. Ty
Absorg¢ao e T T
Fluorescéncia
\ Fosforescéncia,

& — + X ':'

So é I { v

Figura 20. Diagrama de Jablonski [modificado de Lakowicz, 2006].

As setas verticais indicam o inicio da absor¢édo a partir do nivel mais baixo de energia
vibracional de Sy, pois a temperatura ambiente a maioria das moléculas esta neste nivel. A
absorcdo de um foton pode levar a molécula para um dos niveis vibracionais de Si, Sy, ....Sh.
A transicdo 0-0 trata-se de uma transicao eletronica do nivel vibracional de mais baixa energia
do Sy para o nivel vibracional de mais baixa energia de S;. Ela é aproximadamente a mesma
para absorcdo e fluorescéncia. No entanto, o espectro de fluorescéncia é localizado em
comprimentos de onda maiores (energia mais baixa) que o espectro de absor¢do, devido a
perda de energia no estado excitado decorrente da relaxagdo vibracional. Moléculas excitadas
encontram-se no estado S; por certo tempo (de poucas dezenas de picosegundos a poucas
centenas de nanosegundos, tempo que depende do tipo da molécula e do meio) antes de emitir
um foton ou percorrer outros processos de desexcitacdo. Depois da excitacdo de uma
populacdo de moléculas por um pulso de luz muito curto, a intensidade da fluorescéncia
decresce exponencialmente com um tempo caracteristico, refletindo o tempo de vida médio

das moléculas no estado excitado S;.

Como visto no Diagrama de Jablonski, entre os processos de desexcitacdo podemos

citar:
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e Conversao interna — Transi¢cdo ndo-radiativa entre dois estados eletronicos de mesma
multiplicidade de spin. Este processo é seguido por uma relaxacdo vibracional (em
solucdo) para o nivel vibracional mais baixo do estado eletrdnico, S; por exemplo,
com transferéncia do excesso de energia vibracional para moléculas vizinhas. Este

fendmeno possui tempo caracteristico de 10! a 10?s.

e Fluorescéncia: E chamada de fluorescéncia a emissdo de fotons acompanhada da
relaxacdo radiativa S; — So. A emissdo de fluorescéncia, geralmente, ocorre a partir
de S; e suas caracteristicas ndo sdo dependentes do comprimento de onda de

excitagéo.

e Cruzamento entre sistemas: Transicdo ndo-radiativa entre dois niveis vibracionais
isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos de multiplicidades diferentes.
Exemplificando, uma molécula excitada no nivel vibracional 0 do estado S; pode
mover-se para um nivel vibracional isoenergetico do estado tripleto T, assim a
conversao interna seguida da relaxacdo vibracional vai leva-la ao nivel vibracional
mais baixo de T;. O cruzamento entre sistemas pode ser rapido o suficiente (entre 107
e 10™ s) para competir com outros caminhos de desexcitacio a partir de Sy

(fluorescéncia e converséo interna S;—Sp).

e Fosforescéncia versus desexcitacdo ndo-radiativa: A desativacdo unimolecular ndo-
radiativa a partir do estado triplete T; em uma solugdo (considerando temperatura
ambiente) é predominante sobre a desexcitacdo radiativa, que para este caso €
chamada fosforescéncia. A transicdo T;—Sp tem baixissima probabilidade de
ocorréncia por conta da diferenca entre as respectivas multiplicidades, por isso dita
proibida, (pode ser observada devido ao acoplamento spin-érbita), e a constante de
decaimento radiativo é muito pequena. O espectro de fosforescéncia é localizado em
comprimentos de onda maiores que no espectro de fluorescéncia, porque a energia do
nivel vibracional mais baixo do estado triplete T; é menor que o do estado singlete S;.
O fendmeno de fosforecéncia é melhor observado a baixas temperaturas, por conta da
diminuicdo de processos de desativacdo competitivos, como transferéncia de energia

eletronica e vibracional.

As transicOes correspondentes ao processo de absorcdo e de emissdo de fluorescéncia

0-0 serdo possivelmente coincidentes quando estdo na regido do visivel. O espectro de
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absorc¢do ¢ resultante das transicdes 0—0, 1—0, 2—0, n—0 e os picos se deslocam para os
nimeros de onda sucessivamente maiores, com intensidades governadas pelo principio de
Franck-Condon. O espectro de fluorescéncia provém de transi¢des 0«0, 0«1, 0«2, O«<n e
os picos se deslocam para nimeros de onda decrescentes. Picos de absorbancia 0—0 e de
fluorescéncia 0«0 ndo sdo exatamente coincidentes por conta do solvente conter interacdes
diferentes com o soluto no estado fundamental e no estado excitado (por exemplo, as
estruturas das ligac6es hidrogénio podem ser diferentes para cada caso). Como as moléculas
do solvente ndo possuem tempo suficiente para reorganizacdo durante a transicdo, a absorgédo
ocorre em ambiente caracteristico do soluto solvatado no estado fundamental. A fluorescéncia
ocorre em ambiente caracteristico do estado excitado solvatado [ATKINS e DE PAULA,
2004].

A fluorescéncia acontece em frequéncia inferior a da radia¢do incidente, isso porque a
transicdo radiativa s6 ocorre depois que parte da energia vibracional tenha se dispersado no
ambiente. O mecanismo também sugere que a intensidade da fluorescéncia depende da
capacidade das moléculas do solvente de aceitarem os quanta eletrénicos e vibracionais, ou
seja, depende da sua natureza. Um solvente com moléculas que tém niveis vibracionais muito
espacados (como a agua por exemplo) pode aceitar um grande quantum de energia eletrénica
e deste modo, extinguir a fluorescéncia [ATKINS e DE PAULA, 2004].

3.2.2.1. Medidas de fluorescéncia no estado estacionario

A Figura 21 mostra os componentes de um espectrofluorimetro convencional. A fonte
de luz é geralmente uma lampada de xenbnio de alta pressdo, que oferece a vantagem de
emissdo continua variando de = 250 nm até o infravermelho. Um monocromador é utilizado
para selecdo do comprimento de onda de excitacdo. A fluorescéncia é direcionada em um
angulo reto em relacdo ao feixe incidente e detectada através de um segundo monocromador e
por uma fotomultiplicadora. O moédulo ético contém varias partes: um porta-amostra, fendas,

polarizadores e um espalhador de feixe para fotodiodos.
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Figura 21. Diagrama de um espectrofluorimetro com geometria perpendicular para excitagao
e emissdo [modificado de LAKOWICZ, 2006].

As intensidades de fluorescéncia séo mostradas em um espectro de emissao em funcéo
do comprimento de onda, obtido mantendo-se o comprimento de onda da luz de excitacao
fixo, em geral no maximo de absorcdo do fluoroforo. O espectro de emissdo representa as
transicdes dos niveis vibracionais do primeiro estado excitado S; para o estado fundamental
So. O estado singlete leva aproximadamente 10~ s para decaimento. Durante esse tempo
varios processos podem ocorrer, tais como reacfes de protonacdo / desprotonacdo, mudancas
conformacionais locais em proteinas e interacdes de diversas substancias exdgenas com
biomoléculas. A fluorescéncia pode ser suprimida como resultado da interacdo entre o
composto fluorescente e outras substancias presentes na solucdo, por efeitos da temperatura,
por efeitos de filtro interno, pela presenca de oxigénio ou impurezas na solucdo. Além disso,
em concentrac6es elevadas pode ocorrer a formagdo de dimeros ou polimeros, o que origina a
diminuicdo da eficiéncia quantica e a alteracdo dos espectros de absor¢do e emissdo,
resultando em uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia.

A intensidade de fluorescéncia é diretamente proporcional a concentracdo do
fluor6foro quando em solu¢bes muito diluidas (ou seja, absorvancia muito baixa). Para
concentragdes baixas o suficiente (absorvancia < 0.1) a luz incidente € ligeiramente atenuada
ao longo da cubeta. Ja em concentragdes altas, uma parte significativa da luz incidente é
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absorvida antes de chegar ao ponto onde a fluorescéncia € observada (efeito de filtro interno).
Outra parte significativa da luz emitida também é reabsorvida antes desta sair da cubeta
(efeito de filtro interno secundario), levando a um aparente decréscimo da intensidade de

fluorescéncia.

3.2.2.2. Fluorescéncia resolvida no tempo

Fluorimetria por pulso de laser, 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 absor¢do do flouréforo) e a

resposta da fluorescéncia é apresentada em fungdo do tempo.

EXCITAGAD RESPOSTA

Bi1) | ity resposta pulso- 5 I
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f \ i }f\ Fluarimetria
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Figura 22. Principios de fluorimetria resolvida no tempo pulsada [modificado de Valeur,
2005].

Supondo, em um exemplo, que uma amostra contendo um fluoréforo seja excitada
com um pulso de luz infinitamente curto, resultando na excitacdo de uma populacéo inicial Ng
de fluor6foros para o primeiro estado excitado singlete, o decaimento para o estado
fundamental ocorre com uma constante de velocidade k; + knr, cOmo mostra a equacéo 3.

dN(t)
dr

~(k_+k,)-N(t)

Equacao 3. Equacdo para determinacdo da populacdo no estado excitado.
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Onde: N(t) = nimero de moléculas excitadas no tempo t; k. = constante de velocidade
radiativa (fluorescéncia ou fosforescéncia); knr = constante de velocidade de decaimento ndo
radiativo.

A emissdo é um evento aleatério, onde cada fluor6foro possui igual probabilidade de
emissdo num dado intervalo de tempo. Ao integrar a equagdo 3, tem-se um decaimento

exponencial da populacéo excitada, como visto na equacao 4:

."|||"I = _-a'l-'ru . E‘-’\.P[ = J'r I-}

Equacéo 4. Equacéo para decaimento exponencial da populagdo excitada.

Como a intensidade radiativa (I) é proporcional a N(t) pode ser expresso como na

equacéo 5:
I =a-exp(—tit)
Equacéo 5. Equacéo para calculo da intensidade radiativa.
Sendo 1 o tempo de vida e o a intensidade no tempo zero, onde:

r=(k, +£:m_]'|

Equacéo 6. Tempo de vida em fungdo das constantes de decaimento radiativo e ndo

radiativo.

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

maioria das vezes através do coeficiente angular do gréafico log I(t) versus t (Figura 23).
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Figura 23. Curva de decaimento de fluorescéncia [modificado de Lakowicz, 2006].

3.2.3. Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular é util para o estudo de moléculas oticamente ativas (moléculas
quirais), macromoléculas, e também para moleculas de origem biologica, como proteinas,
carboidratos, dendrimeros. Também € uma técnica sensivel para monitorar mudancas
conformacionais nas proteinas [YUE et al. 2008], sendo amplamente usada para a
determinacéo da estrutura secundaria de macromoléculas [KELLY et al. 2005 e CHENG et al.
2009]. A espectroscopia de dicroismo circular fundamenta-se na absorcdo diferencial da luz
polarizada circularmente no sentido horario (direita) ou no sentido anti-horario (esquerda), ou
seja, na diferenca entre elas: DC = Aggq - Apir. [FASMAN 1996 e WOODY 1995].

O DC também tem aplicacdo no monitoramento de mudancas conformacionais em
macromoléculas, composicdo de misturas quirais e interacdo dessas macromoléculas com
outras moléculas menores. As vantagens na utilizacdo desta técnica sdo a rapidez e
simplicidade na execucdo de experimentos e recuperacdo total da amostra (técnica nao
destrutiva), com as analises sendo feitas em solucdo. Este detalhe é importante porque no
processo de cristalizacdo pode ocorrer alteracdo na estrutura da molécula, principalmente em
sistemas biologicos. Em solugdo tem-se uma reproducdo muito proxima do que é a realidade
dos sistemas bioldgicos in vivo. A (Figura 24) mostra um esquema dos componentes basicos
do dicroismo circular [FASMAN 1996 e WOODY 1995].
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Figura 24. Esquema dos componentes basicos do dicroismo circular.

A luz linearmente polarizada é composta de dois componentes circularmente
polarizados de mesma intensidade. Em cada um desses componentes o feixe de radiacéo
eletromagnética gira na direcdo de propagacéo. Observando-se perpendicularmente a variacao
no vetor elétrico com o tempo, percebe-se que a ponta deste vetor segue uma hélice, rodando
no sentido horario para a luz polarizada circularmente para a direita e anti-horario para a
esquerda. A absorcdo de luz ndo-polarizada é descrita pela absorbancia (A) e € definida pela
Equacdo 7 [FASMAN 1996 e WOODY 1995].

A = log(lo/1)

Equacao 7. Equacdo para determinar a absorcdo de luz ndo-polarizada.

Onde: A é a absorbancia, Ip € a intensidade da luz incidente; | é a intensidade apds a luz

percorrer uma distancia | no meio.

Segundo a lei de Lambert-Beer (Equacao 8) [PACE et al. 1995], pode-se determinar o
coeficiente de extingdo molar, ou coeficiente de absor¢do molar, ou absortividade molar (&)
[PACE et al. 1995]. Da mesma forma, € possivel definir um coeficiente de extingdo molar
para a luz circularmente polarizada para a direita ou para a esquerda, ep € &g, respectivamente.
O dicroismo circular molar (Ag), Equacéo 9, é definido como a diferenca entre os coeficientes

de extingé@o entre os dois tipos de luz polarizada (o coeficiente de extingdo molar para a luz
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ndo-polarizada é simplesmente a média aritmética entre g e ep) [FASMAN 1996, HECHT
1998 e WOODY 1995].

A=c¢c.l

Equacéo 8. Equacéo para determinar o coeficiente de extingdo molar [PACE et al. 1995].

Onde: A = absorbancia; ¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L); | =
distancia que a luz percorre no meio (em cm); & = coeficiente de extingdo molar (em

L/cm.mol).

Todos os instrumentos comerciais de DC medem a variacdo de absorbancia (AA)
(AA=Ag — Ap=(ee — ep).c.l). Por razbes historicas, entretanto, os aparelhos de DC sé&o
calibrados para elipticidade (0), Equagdo 10 [FASMAN 1996, HECHT 1998, WOODY 1995
e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf, acessado em 09/02/2104].
Para eliminar os efeitos do caminho 6tico e da concentragéo, a elipticidade (0) é expressa na
forma de elipticidade molar (6), Equacdo 11 [FASMAN 1996, HECHT 1998, WOODY
1995 e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf, acessado em
09/02/2014], que também é representada por MRE (elipticidade residual significativa ou
elipticidade molar residual). Dessa forma, quando o feixe de luz plano polarizada atravessa
um meio oticamente anisotropico, é gerada a luz elipticamente polarizada, que é a base da
técnica  espectroscopica de dicroismo circular  (Figura 20) [Adaptada de

http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo0.htm, acessado em 09/02/2014].

Ae=¢gg-¢gp= (AE - AD)/C|

Equacao 9. Equacdo para determinar o dicroismo circular molar [FASMAN 1996, HECHT
1998, WOODY 1995 e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf
acessado em 09/02/2014].

Onde: Ag ¢ o dicroismo circular molar (em L/cm.mol); e é o coeficiente de extingdo molar
para a luz circularmente polarizada para a esquerda (em L/cm.mol); ep € 0 coeficiente de

extincdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita (em L/cm.mol); Ag € a
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absorbancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda; Ap € a absorbancia para a luz
circularmente polarizada para a direita; ¢ € a concentracdo da espécie que absorve a luz (em
mol/L); | é a distancia que a luz percorre no meio também chamado de caminho Otico (em

cm).

=" —1Caminho dtico C—_ ==

Figura 25. Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular [Adaptada
de http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo0.htm acessado em 09/02/2014].

De acordo com a figura 27, em “A” temos a soma das componentes circularmente
polarizadas a direita e a esquerda (em vermelho e verde) que resulta em um feixe de luz
plano-polarizada (em azul). Em “B”, temos a passagem da onda de luz por uma cubeta
contendo, por exemplo, uma solucdo de amostra oticamente anisotrépica (uma amostra
quiral). Em seu caminho oOtico observamos maior absor¢do da componente circular verde
(diminuicdo da amplitude), quando comparada com a componente circular vermelha,
resultando, como mostrado em “C”, a luz elipticamente polarizada formada. E importante
lembrar que nesta figura foi considerado apenas o componente elétrico do feixe de onda

eletromagnética para que haja melhor visualizacgéo.
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As medidas de elipticidade sdo feitas partindo dos angulos mostrados na figura 21:

Figura 26. Elipse formada pela visdo frontal da onda elipticamente polarizada
[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf] acessado em 09/02/2014.
“a/2” e “b/2” sdo, respectivamente, 0s eixos maior € menor. A € o angulo de rotagdo do plano

de polarizacao original, chamado de birrefringéncia circular, ou rotagéo otica.

0 (em deg) = 180.In10.AA/41t = 32,98AA
Equacdo 10. Equacdo para determinar a elipticidade [Fasman 1996, Hecht 1998, Woody
1995 e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf] acessado em
09/02/2014.
Onde: 0 = elipticidade (em deg (graus)); AA = varia¢ao de absorbancia.

Om = 1000/c.1 = 3298A¢

Equacdo 11. Equacdo para determinar a elipticidade molar [FASMAN 1996, HECHT 1998,
WOODY 1995 e www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf acessado em
09/02/2014].
Onde: 0, = elipticidade molar (em deg.cm?dmol); 6 = elipticidade (em deg (graus)); ¢ =

concentracdo da espécie que absorve a luz; | = distancia que a luz percorre no meio (em cm);

Ag = dicroismo circular molar (em L/cm.mol).
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As medidas de dicroismo circular (DC) permitem analisar as estruturas secundaria e
tercidria de proteinas [JOHNSON 1988, VENYAMINOV e YANG 1996 e CORDEIRO
2005]. Valores negativos maximos de elipcicidade (6) em 208 nm e 222 nm sdo indicativos da
presenca de estrutura predominantemente em a-hélice, e valores de elipcicidade negativos
entre 215 nm e 225 nm sugerem a presenca de estrutura em folha-£ [JOHNSON 1988,
VENYAMINOV e YANG 1996 e CORDEIRO 2005].

3.3. Solucgbes

e Solucdes de concentracio de aproximadamente 1,00 x 10 mol/L para as a-2,3-
diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me,
LF4Br, LF4CIl) em metanol (solucéo 1);

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

e Solucdes 1,00 x 10° mol/L de albumina sérica humana (ASH) em solucdo de
tampao fosfato (PBS) (pH = 7,4) (solucgéo 2);

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

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

Foram registrados espectros de absor¢do na regido do UV-Vis com varredura na faixa
de 200 nm a 500 nm para agua milli-Q, solucdo tampéo de PBS (pH = 7,4) e da ASH em
solucdo tampdo de fosfato (pH= 7,4), com concentracdo de aproximadamente 1,00x107
mol/L.

Todas as medidas foram feitas a trés diferentes temperaturas, 305, 310 e 315 K,
empregando-se um controlador de temperatura do tipo Peltier, modelo Jasco TFD-425S-15.
Esperou-se 10 min para estabilizacdo da temperatura antes de cada medida experimental. Em
todos os casos, as medidas foram feitas 3 min ap6s a adicdo do supressor, durante 0s quais as
amostras foram agitadas a 230 rpm empregando-se um agitador tipo Vortex marca Jasco,
modelo PFCD425S/15. Tal procedimento foi também empregado nos experimentos de

fluorescéncia no estado estacionario e de dicroismo circular.
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No espectrometro de ultravioleta também foram realizadas varreduras na faixa de 200
nm a 400 nm, utilizando-se células de quartzo, com um volume de 3 mL de solugdo de
albumina sérica humana (ASH) tamponada com PBS (pH = 7,4) com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10° mol/L (branco), de modo a se obter o espectro de absorcédo UV-
Vis apenas de ASH.

Empregando-se a solucdo de albumina (ASH) (3,00 mL), foi efetuada uma titulacao
com adicdo sucessiva de aliquotas de 10 pL de solucdo das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano
naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI) com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10 mol/L, e os espectros de absorcdo UV-Vis foram registrados a
cada adicdo, além do branco, onde havia apenas albumina (Figuras 28, 40, 55, 70, 85, 100,
115 e 130).

No espectrometro de ultravioleta também foram realizadas varreduras na faixa de 200
nm a 400 nm, utilizando-se células de quartzo contendo um volume de 3,00 mL de solucéo de
PBS, onde foram adicionadas aliquotas de solucdo metandlica das naftoquinonas até se obter
uma concentracdo final de 1,00x10™ mol/L, e, novamente, 0s respectivos espectros foram
registrados apos cada adicdo de aliquota da solucéo da naftoquinona correspondente (Figuras
29, 42,57, 72, 87, 102, 117 e 132).

3.5. Estudos espectroscopicos por emissao de fluorescéncia

Foram registrados espectros de emissdo de fluorescéncia da ASH (Aex=280 nm,
emissdo 300-500 nm) em solucdo tampdo de PBS (pH = 7,4), com concentracdo de
aproximadamente 1,00 x 10 mol/L nas temperaturas de 305K, 310K e 315K. Para as
medidas de fluorescéncia com resolucdo temporal as concentracfes estdo especificadas na
tabela 4.

Os estudos da interacéo das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI,
LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI) com a albumina sérica humana (ASH), por
espectroscopia de fluorescéncia foi realizada inicialmente pelo registro da emissdo de
fluorescéncia de uma aliquota de 3,00 mL de uma solucdo de albumina sérica humana (ASH)
tamponada com PBS (pH = 7,4), de concentracdo aproximadamente 1,00x10™ mol/L de modo
a obter a intensidade de fluorescéncia inicial (Fo), sendo em seguida, realizada uma titulacao
através da adigdo de aliquotas sucessivas das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas
(LP, LPACI, LP4Me, LPAF, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI) com concentragédo de
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aproximadamente 1,00x10™ mol/L de modo a obter um valor de supresséo inicial (Fo-F) com
aproximadamente 10% do valor inicial da fluorescéncia da ASH (Fo) (Figuras 31, 43, 58, 73,
88, 103, 118 e 133).

As condices utilizadas para estas analises foram as seguintes: espectro de emissdo de
fluorescéncia (varredura de 300 nm a 450 nm), e comprimento de onda de excitacdo (Aexc =
280 nm), com fendas de emisséo a 6,0 nm e de excitagdo a 10 nm e velocidade de 100
nm/min. Todos os estudos espectroscopicos de emissdo de fluorescéncia foram realizados nas
temperaturas de 305K, 310K e 315K.

3.6. Estudos espectroscopicos por dicroismo circular

As condigdes 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 = 305K,
305K e 315K). A linha de base foi a solucdo aquosa de PBS (pH = 7,4). Os espectros das
solugdes aquosas de albumina sérica humana (ASH) tamponada com PBS (pH = 7,4) com
concentracio de aproximadamente 1,00x10°® mol/L foram subtraidos desta linha de base. Para
a realizacdo das analises de dicroismo circular foram colocados 3,00 mL de uma solucdo de
albumina (ASH) tamponada com PBS (pH = 7,4) de 1,00x10° mol/L em uma célula de
quartzo, e medida a sua elipticidade (branco), em diferentes temperaturas (T = 305K, 310K e
315K), (Figura 29-31) as quais foram suprimidas com adi¢6es sucessivas de aliquotas (12
ul, 24 uL, 48 uL e 96 uL) de solugdes das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP,
LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4AMe, LF4Br, LF4CI) com concentracdo de aproximadamente
1,00 x 10” mol/L, até se obter uma concentragdo final de a-lapachonas na célula de quartzo
em torno de 3,00 x 10®° mol/L. Apés cada uma dessas adicdes, foram feitas leituras sucessivas
da solucdo contida na célula de quartzo.(Figuras 40-42, 52-54, 67-69, 82-84, 97-99, 112-114,
127-129 e 142-144).

3.7. Condic0es de analise
3.7.1. Ultravioleta/Visivel

Tabela 1. Temperatura utilizada na absorcdo de UV-VIS de ASH na presenca da respectiva
naftoquinona (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI).

pH T
(K)
7,4 305
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Tabela 2. Concentracdo final das o-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI,
LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI), apo6s a adicdo de aliquotas de uma solucéo

estoque 1,0x10™ mol/L, em 3,00 mL da solucéo de ASH 1,00x10™ mol/L, para T = 298K.

Adicdo de naftoquinona Concentracdo (mol/L)

OpuL 0

10 pL 3,40 x10°
20 pL 6,70 x 10°
30 pL 1,01 x10°
40 pL 1,35 x 10™
50 pL 1,69 x 10°
60 pL 2,02 x10”
70 pL 2,36 x 10”
80 uL 2,70 x 10”

3.7.2. Fluorescéncia

Tabela 3. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de emissao de fluorescéncia de ASH na

presenca das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF,

LF4Me, LF4Br, LF4CI).

pH

T
(K)

7,4

305

310

315

Tabela 4. Concentracéo final das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI,
LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI), apds a adicdo de aliquotas de uma solugéo
estoque 1,0x10° mol/L, em 3,00 mL da solucdo de ASH 1,00x10” mol/L, para T = 305K,

310K e 315K.
Adicao de naftoquinona Concentracdo (mol/L)
0pL 0
10 pL 3,40x 10°
20 uL 6,70 x 10°
30 uL 1,01 x 107
40 puL 1,35 x 10”
50 pL 1,69 x 107
60 pL 2,02 x 10
70 uL 2,36 x 10~
80 puL 2,70 x 10”
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3.7.3. Dicroismo Circular

Tabela 5. Temperaturas utilizadas na espectroscopia de dicroismo circular de ASH na

presenca das a-2,3-diidrofurano- e a-pirano naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF,

LF4Me, LF4ABr, LFACI).

pH

(K)

74

305

310

315

Tabela 6. Concentragdo das o-2,3-diidrofurano- e o-pirano naftoquinonas

(LP, LPACI,

LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI) apds a adicdo de aliquotas de solucdes das a-

lapachonas (1,0x10° mol/L), em 3,00 mL da solucdo de ASH (1,00x10° mol/L), para

T=305K, 310K e 315K.

(ASH: naftoquinonas) Concentracao final (mol/L)
(1:0) 0
(1:4) 3,90x 10°
(1:8) 7,90 x 10°
(1:16) 1,57 x 10™
(1:32) 3,10 x 10”
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo acerca do estudo espectroscépico da interacdo de o-pirano- e
o—2,3-diidrofurano naftoquinonas (LP, LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI)

com albumina sérica humana (ASH) estdo apresentados a seguir.

4.1 Espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis)

A albumina sérica humana (ASH) possui uma banda de absor¢do em comprimento de
onda por volta de 280 nm, atribuida principalmente a absor¢do do triptofano, com menor
contribuicdo  pela tirosina e fenilalanina  [www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/
dicroismo_circular.pdf e wwwz2.ig.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].

Triptofano, tirosina e fenilalanina (Figura 27) por serem relativamente ndo polares,
podem participar de interacdes hidrofébicas, que séo relativamente fortes quando os grupos
aromaticos (grupos aromaticos ligados a estrutura base do amino &cido) ficam posicionados
lado a lado. O grupo hidroxila da tirosina pode formar ligagdes hidrogénio atuando como um
grupo funcional importante quando se fala em atividade enzimatica. A tirosina e o triptofano
possuem maior polaridade por conta da presenca dos grupamentos hidroxila na tirosina e
amino no nacleo indolico do triptofano

[www2.iq.usp.br/docente/mhgdmede/aulas.../aminoacidos2009.pdf].

HO
. S ‘ ™
| o0
NH \0
+
SHN coo” THN coo” s
3
Fenilalanina Tirosina Triptofano

Figura 27. Estrutura de fenilalanina, tirosina e triptofano.

As mudancas estruturais de ASH, como uma da adicdo das naftoquinonas, foram
estudadas através de espectros de absorcdo na regido do UV-Vis. Os espectros de absorcao na
regido de 200 nm a 450 nm para ASH (em solucéo 10 mol/L com tamp&o PBS), na auséncia

e na presenca de concentragOes variadas das naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF,
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LFAMe, LF4Br, LFACI) estéo apresentados na Figura 28 para LP e no anexo para os demais
compostos (Figuras 42, 57, 72, 87, 102, 117 e 132).

— ASH

— ASH +10uL
ASH + 20uL

——ASH + 30uL
ASH + 40uL

— ASH + 50uL
ASH + B0uL

— ASH +70uL

—— ASH + 80uL

Absorbancia {u.a.)

Comprimento de onda (nmj)

Figura 28. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH
= 7,4) e contendo diferentes concentraces de naftoquinona (LP), Casy = 1,00 x 10° mol/L e
Cip =0,571; 1,14; 1,7; 2,26; 2,82; 3,37; 3,92; 4,47 (x 10™) mol/L.

Né&o é possivel se chegar a uma conclusdo quanto a formacao de um complexo ASH-
naftoquinona analisando os espectros de absorcéo no UV-Vis contidos na Figura 29 (e figuras
42,57,72,87, 102, 117 e 132 para 0s demais compostos). Como a naftoquinona (LP) em PBS
(Figura 28), apresenta maximos de absorcdo em torno de 250 nm e 285 nm, que € coincidente
com o maximo de absorcdo do triptofano da ASH, a 280 nm, a explicagdo para o
deslocamento batocromico do espectro de absor¢do de ASH seria que ele € resultante da
adicdo desta naftoquinona, deslocamento este que claramente aumenta de acordo com o

aumento da concentracdo de LP, como mostra a figura 30.
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Figura 29. Espectro de absorgéo no UV-vis da naftoquinona LP. Cyp = 1x10°mol/L.

—— ASH
—— ASH+80uL
21 LP
6
3
.©
[3)
c
«©
>
o 1
17
Q
3]
0 T T T
250 300

comprimento de onda (nm)

Figura 30. Espectros de absorcdo de ASH 10°M em preto, ASH + 80uL de naftoquinona
(LP) em vermelho e naftoquinona em PBS, verde, espectro obtido como resultado de

deconvolucdo (subtracédo entre os espectros de ASH+LP e ASH livre, normalizado).
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Os resultados obtidos da interacdo da naftoquinona (LP) e seus derivados (LP4CI,
LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI) com ASH, por conta das bandas de absorcédo das
naftoquinona préximas ao maximo de absor¢do de 280 nm, tipica do triptofano, sofreram
aumento das intensidades de absor¢do com o aumento da concentracdo de naftoquinona
(Figura 30, 41, 56, 71, 86, 101, 116 e 131), 0 que ndo possibilita a indicacdo da formacao de
um complexo entre as a- naftoquinonas e a albumina sérica humana (ASH) no estado

fundamental.

4.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Os resultados dos estudos de supresséo de fluorescéncia da ASH como resultado da
interacdo com as naftoquinonas (LP4Cl, LP4Me, LP4F, LF, LFAMe, LF4Br, LFACI), em
solucéo de tampdo de fosfato (pH= 7,4) na temperatura de 305K, estdo apresentados na Figura

31 para LP e no anexo para os demais compostos (Figuras 43, 58, 73, 88, 103, 118 e 133).

——— ASH
2,0 — ASH + 10uL
1 ASH + 20uL
187 — ASH + 30uL
] ASH + 40uL
——— ASH + 50uL
ASH + 60uL
——— ASH + 70uL
——— ASH + 80uL

T T T T T T S
300 320 340 360 380 400 420 440

comprimento de onda (nm)

Figura 31. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em naftoquinona (LP), Casy = 1,00 x 10®° mol/L e C.p = 0;
0,085; 0,16; 0,25; 0,33; 0,42; 0,51; 0,60; 0,67 e (x 10™°) mol/L, a T = 310K.
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A adicdo de aliquotas de naftoquinona a uma solugdo de ASH (Casy = 1,00 x 10°
mol/L) levou a uma diminuicdo gradativa na intensidade de emissdo maxima de fluorescéncia
de ASH (Figuras 31, 43, 58, 73, 88, 103, 118 e 133), indicando que a adi¢do da naftoquinona
resulta em uma localizacéo do supressor préxima ao residuo de triptofano [WEI et. al. 2006 e
CHENG et al. 2009].

O aumento na concentragcdo das naftoquinonas, decorrente de adicOes sucessivas,
resultou em um leve deslocamento na banda de emissao de fluorescéncias da albumina para o
azul, o que sugere a ocorréncia da interacdo do composto na cavidade hidrofobica da
albumina, gerando pequenas mudancas estruturais nesta regido, e acarretando uma diminuicao
da polaridade ao redor do residuo de triptofano [SHI et. al. 2007, TANG et. al. 2006 e
CHENG et. al. 2009]

Os graficos de Stern-Volmer correspondentes a supressao de fluorescéncia dos
residuos de triptofano de ASH pelas naftoquinonas (LP, LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4AMe,
LFABr, LFACI), a diferentes temperaturas (305K, 310K e 315K), podem ser expressos pela
Equacdo 12 e estdo mostrados na Figura 32 para LP e no anexo para 0s demais compostos
(Figuras 44, 59, 74, 89, 104, 119 e 134).

F
F°=1+ ky7o[Q]=1+ K¢, [Q] ky =—%
7o

Onde: to= 1x10% s
Equacédo 12. Equacéo para a determinacéo de Ksy, e consequentemente, Kq. o€ 0 tempo de
vida de fluorescéncia de ASH [SKLAR, L.A. et. al. 1977].

Onde: Ksy = constante de supressdo de Stern-Volmer; k; = constante de velocidade de
supressdo de fluorescéncia da biomolécula; to = tempo de vida de ASH na auséncia de
supressor; [Q] = concentracdo de supressor (naftoquinona) ou concentracdo de ligante
(naftoquinona); Fo = intensidade de emissdo de fluorescéncia na auséncia de supressor (ASH

pura); F = intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca de supressor (naftoquinonas).
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Os valores de Ksy (entre 10* e 10° L/mol), calculados a partir da equagio 2 e mostrados
na Tabela 7, demonstram que o provavel mecanismo de supressdo de ASH pela interacdo com
as naftoquinonas € estético e o processo é pouco dependente da temperatura. Os altos valores
encontrados para as constantes de velocidade de supresséo pelas naftoquinonas (kq = 10%? a
10"L/mol.s), empregando-se o valor para o tempo de vida de fluorescéncia de ASH de to=
1x10® s [SKLAR, L.A. et. al. 1977], muito mais altos do que a constante de velocidade de
difusdo (kq =5 x 10°L/mol.s, em agua) [MUROQV, et. al., 1993], indicam a formacdo de uma
pré-associacdo ASH/naftoquinonas.

As medidas de fluorescéncia no estado estacionario envolvem o processo total
(supressdes dinamica e/ou estatica). No entanto, na supressdo de fluorescéncia resolvida no
tempo apenas o mecanismo de supressdo dindmico é medido. Portanto, as medidas de tempo
de vida sdo o método mais confiavel para distingdo entre supresséo dindmica e estatica. Os
decaimentos para a emissdo de fluorescéncia de ASH resolvida no tempo, como uma funcéo
da concentragéo das a-naftoquinonas adicionadas ao meio, ilustrado na figura 33 (e os demais
nos anexos, figuras 48, 63, 78, 92, 108, 123 e 138), demonstraram, em todos 0S casos, Como
pode ser visto através dos valores de kq (equagéo 12), que a supresséo teve maior contribuicéo
do mecanismo estéatico e pouca contribuicdo do processo dindmico. Os valores de Ksy foram
semelhantes aos da literatura para outras moléculas (Ksy = 10° L/mol), da mesma forma que
os valores de kq concordam de maneira geral com os da literatura para outras moléculas (kq =
10" a 10** L/mol.s) [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].

2,44

2,24

2,04

1,8

FolF

1,6

1,4

1,2 1

1,0 +—& T . . . )
00 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°

[LP]

Figura 32. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280

nm) pela naftoquinona (LP).
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Figura 33. Curvas de decaimento para a emisséo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc =
280 nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas
concentracdes de naftoquinona (LP) (Casn = 1,00 x 10™ mol/L e Cip = 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°mol/L) a T = 298 K.O decaimento
curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento).

Tabela 7. Valores de Ksy e kq calculados a partir dos graficos de Stern-Volmer para a

supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me,
LP4F, LF, LF4Me, LFABr, LFACI) em diferentes temperaturas (305K, 310K e 315K).

T (K) 305 310 315

Ksv (L/mol) | kKq(L/mol.s) | Ksy (L/mol | kq(L/mol.s) | Ksy (L/mol | Kq(L/mol.s)
LP 27151,69 2,72E+12 | 28578,01 | 2,86E+12 | 29713,70 | 2,97E+12
LP4CI 45335,74 4,53E+12 | 43198,74 | 4,32E+12 | 42106,08 | 4,21E+12
LP4Me 39643,75 3,96E+12 | 35678,02 | 3,57E+12 | 33154,83 | 3,32E+12
LP4F 55628,71 566E+12 | 52047,51 | 5,20E+12 | 48316,59 | 4,83E+12
LF 25980,64 2,60E+12 | 2341251 | 2,34E+12 | 20128,97 | 2,01E+12
LF4Me 134521,96 | 1,35E+13 | 97498,20 | 9,75E+12 | 93596,80 | 9,36E+12
LF4Br 26653,27 2,67E+12 | 25097,99 | 2,551E+12 | 25250,20 | 2,53E+12
LF4CI 48870,73 4,89E+12 | 47918,22 | 4,79E+12 | 45700,63 | 4,57E+12

As constantes de supressao efetivas para as naftoquinonas, ou constantes de ligacéo de

Stern-Volmer modificadas (K,), foram calculadas através de graficos de Stern-Volmer
modificados (Equacgdo 14 [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
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et al. 2009 e CHENG et al. 2009]), conforme mostrado na Figura 34 para LP e no anexo para
0s demais compostos (Figuras 45, 60, 75, 90, 105, 120 e 135).

Equacéo 13. Equacdo para determinar os valores de K.

Onde: K, = constante de supressdo efetiva para os fluordforos acessiveis, ou constante de
ligacdo de Stern-Volmer modificada; [Q] = concentracdo de supressor (naftoquinona); f =
intensidade de fluorescéncia maxima fracional da proteina ou fragcdo da fluorescéncia inicial
que é acessivel ao supressor (naftoquinona); Fo = intensidade de emissédo de fluorescéncia na
auséncia de supressor; F = intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca de supressor

(com naftoquinona)

1 m 305K
9 ® 310K
315K

Fo/(Fo-F)

T T T T T T T T T T 1
2,0x10* 4,0x10* 6,0x10* 8,0x10* 1,0x10° 1,2x10° 1,4x10° 1,6x10° 1,8x10°
1/[LP]

Figura 34. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH

(Mexc = 280 nm) pela naftoquinona (LP).
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Tabela 8. Valores de K, calculados através dos gréficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me,
LP4F, LF, LF4Me, LFABr, LFACI) em diferentes temperaturas (305K, 310K e 315K).

Temperatura (K)
Composto 305 310 315
Ka(L/mol) Ka(L/mol) Ka(L/mol)

LP 16296,23 18802,17 20368,38
LP4CI 46759,97 61593,69 70470,98
LP4Me 24521,42 23426,32 22715,18
LP4F 36057,74 36277,87 36474,98
LF 21451,36 16196,74 13680,69
LF4Me 110909,80 98697,25 81883,63
LF4Br 15523,43 22238,05 28877,72
LFACI 33427,57 32750,77 31638,87

Os valores de K, encontrados no estudo da supressdo da fluorescéncia de ASH na
presenca das naftoquinonas (K, = 10°L/mol) apresentados na Tabela 8 deixam claro que as
naftoquinonas se ligam fortemente a ASH, visto que os valores de K, foram bem parecidos
com os da literatura para outras moléculas bioativas (K, = 10* a 10° L/mol) que apresentam
fortes interacGes com albumina [HE et al. 2005, TANG et al. 2006, LI et al. 2007, ZHANG et
al. 2008 e LI et al. 2009].

Com o uso dos valores de K, calculados para a supressdo de ASH foram construidos, a
partir da equacdo de Stern-Volmer modificada, graficos de Van’t Hoff (Equagao 15) [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] que véo
apresentados na Figura 35 para LP e no anexo para os demais derivados da o - naftoquinona
(Figuras 46, 61, 76, 91, 106, 121 e 136). A partir destes graficos foram feitas as
determinacgGes dos parametros termodinamicos de variacdo de entalpia (AH®) e entropia (AS°)
envolvidos na supressdo da ASH e, atraves destes, foram calculados os valores de variacdo de
energia livre de Gibbs (AG®), (Tabela 3). As temperaturas de 305K, 310K e 315K foram
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escolhidas, pois a albumina sérica humana (ASH) ndo apresenta qualquer degradacédo

estrutural nestas temperaturas.

AH® AS°
RT | R AG® = AH® —TAS®

InK, =-
Equacao 14. Equacdes para a obtencéo dos valores de AH®, AS° e AG®.

Onde: AH® = variacéo de entalpia; AS° = variagdo de entropia; AG® = variacdo de energia livre
de Gibbs; T = temperatura absoluta (em K); R = constante dos gases (R = 0,008314
kJ/mol.K).

9,95 4
\

1 [ ]
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9,85 \
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9,75 4 \
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T T T T T T T
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Figura 35. Grafico de Van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela naftoquinona (LP).
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Tabela 9. Valores de AH°, AS° e AG® (pardmetros termodinamicos) obtidos a partir dos

graficos de Van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280nm) pelas

naftoquinonas (LP, LPACI, LP4Me, LPAF, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI).

T AH® AS° AG°
(K) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol)
LP 305 -24,6183
310 17,84196 140 -25,3144
315 -26,0105
LP4CI 305 -27,3063
310 32,85266 198,5 -28,2925
315 -29,2787
LP4Me 305 25,6241
310 -6,11748 62,0 -25,9439
315 -26,2637
LP4F 305 26,6077
310 0,919187 90,2 27,0590
315 27,5102
LF 305 -25,2470
310 -35,9736 -35,2 -25,0711
315 -24,8953
LF4Me 305 26,4998
310 -24,2272 17,3 29,5862
315 -29,6727
LF4Br 305 -24,5071
310 49,61869 24,3 25,7223
315 -26,9375
LF4CI 305 -26,4238
310 -4,39059 72,2 -26,7850
315 -27,1462

Para interacdo composto bioativo-proteina valores positivos de AS° frequentemente
levam & evidéncia de que a interagdo é hidrofébica [ROSS e SUBRAMANIAN 1981, YUE et
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al. 2008 e LI et al. 2009], devido a diminuicdo do nivel de organizacdo das moléculas de dgua
que estdo arranjadas ao redor do ligante. J& valores negativos para a variagdo de entalpia
indicam a possivel ocorréncia de interacdo hidrofilica com provavel formacédo de ligacdes de
hidrogénio.

Para interacOes tipicamente hidrofébicas, os valores de AS° e de AH® sdo positivos,
sendo neste caso a espontaneidade da interacdo controlada unicamente pela entropia,
apontando para interacdes predominantemente por forcas de van der Waals [YUE et al. 2008
e LI et al. 2009].

Nos processos de interagdo compostos bioativos-proteina, valores de AS°® positivos e
de AH° negativos indicam que os processos de ligacdo ocorrem entropicamente com a
diminuicdo da ordenacdo ao redor do triptofano como consequéncia da inser¢do de uma nova
espécie na cavidade e ao mesmo tempo ocorrem fortes interagdes tipo ligagcdo de hidrogénio
composto bioativo-proteina [YUE et al. 2008 e L1 et al. 2009].

Nos casos de interagdes espontaneas, onde os valores de AS® e de AH° sdo negativos,
indicam que a ligacdo composto bioativo-proteina é principalmente comandada pela entalpia e
a entropia é desfavoravel para a ligacdo, apontando para interacdes por forcas de van der
Waals e formacdo de ligacdo hidrogénio em um meio dielétrico baixo [ROSS e
SUBRAMANIAN 1981, YUE et al. 2008 e CHENG et al. 2009].

Além disso, interacdes eletrostaticas especificas entre espécies ibnicas e solucdes
aguosas 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® e AS® mostram que existe uma dependéncia da estrutura das
naftoquinonas na interacdo com ASH. Em termos entalpicos, a eletronegatividade dos atomos
de cloro e flior em LP4CI, LP4F e LF4CI faz com que haja diminuicdo das possibilidades de
interacdes mais fortes como interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e dipolo-dipolo.
O atomo de bromo em LF4Br causa, além da hidrobicidade, efeito de impedimento estérico,
por conta de seu elevado volume.

Em LP, as interacbes provavelmente hidrofébicas por conta dos valores positivos de
AH° e AS° mostram que houve desorganizagdo do sistema (desarranjo das moléculas de agua
no interior do sitio de ligacdo) para ocorréncia da interacdo LP-ASH. No caso de LP4Me, os
valores negativos de AH® e positivo de AS® mostram a possibilidade de ocorréncia de

interacOes hidrofilicas entre LP4Me e ASH.
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Os valores de AH® e AS° para LF e LF4Me, mostram que as interacles sdo
hidrofilicas, e a diferenca entre AH® de LF e AH® de LF4Me é consequéncia da presenca da
metila que provoca um aumento da lipofilicidade, causando um certo efeito de impedimento
esterico, justificando o valor de -27,7576 KJ/mol, contra -35,9736 KJ/mol de LF [YUE et al.
2008 e LI et al. 2009].

Os valores de AS° positivos evidenciaram que o tipo de interagcdo entre as
naftoquinonas e a ASH foi hidrofébico, e os valores de AG® negativos (AG = -24 a -29kJ/mol)
demonstraram a espontaneidade de ligacdo das naftoquinonas com a ASH (Tabela 9). Os
valores de AS° e de AH° positivos, indicam que a interacdo entre ASH e as naftoquinonas foi
hidrofébica (Tabela 9). N&o é possivel contabilizar pardmetros termodindmicos de compostos
de coordenacdo o—naftoquinonas/ASH baseado, simplesmente, em um modelo de forca
intermolecular. A ligacédo entre naftoquinonas e ASH pode envolver uma interacdo fortemente
hidrofobica, evidenciada pelos valores positivos de AS°® (grande contribuicdo de AS°), tendo
pouca contribuicdo de AH. Consequentemente, a principal interagdo é o contato hidrofébico,
mas a interagéo eletrostatica também ndo pode ser excluida.

Nos casos em que os valores de AH® sdo negativos, existe forte indicacdo de que a
interacdo entre ASH e naftoquinona (LP) tem maior carater hidrofilico. Com isso, a interagédo
LP-ASH exerce papel preponderantemente hidrofilico no microambiente ao redor do residuo
triptofano, e que interagcdes especificas, tais como ligacdo de hidrogénio possam estar
acontecendo [YUE et al. 2008 e L1 et al. 2009].

Para uma supressdo estatica, os sitios de ligacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula [CHENG et al. (2009)]. Valores de constantes de ligacédo (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] (Equacdo 16 [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 36 para LP e no anexo para os demais compostos (Figuras 47, 62, 77, 93, 107, 122 e
137). De acordo com os resultados mostrados na Tabela 10, o nimero de sitios de ligacao
entre a ASH e as naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI), €
aproximadamente igual a 1. 1sso indica que apenas uma interacdo molecular acontece entre as
a - naftoquinonas estudadas e uma molécula de ASH, as quais sdo do tipo hidrofobico para
LP, LPACI, LP4F e LP4Me, e hidrofilicas para LF, LF4Me, LF4Br e LFACI.
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Iog( FOF_ Fj =log K, +nlog[Q]

Equacéo 15. Equacédo para determinar dos valores de Ky e n.

Onde: Ky = constante de ligacdo; n = nimero de sitios de ligacdo; [Q] = concentracdo de
supressor (naftoquinona); Fo = intensidade de emissdo de fluorescéncia na auséncia do
supressor (ASH pura); F = intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca do supressor
(com naftoquinonas).
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Figura 36. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH

(Mexc = 280nm) pela naftoquinona (LP).

Os resultados encontrados para os valores de K, e n mostraram (Tabela 10) novamente
pouquissima dependéncia da temperatura. Os valores de K, e n indicam que o provavel
mecanismo de supressao de fluorescéncia de ASH pelas a- naftoquinonas € estatico, pois nao

houve uma relagcdo com o aumento da temperatura.

Tabela 10. Valores de nimero e ordem de ligacdo (n e Ky) obtidos a partir dos graficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) pelas

naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI).
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T(K) n Ko
305 1,00647 67945,39

LP 310 1,08005 61439,83
315 1,07777 65510,07

305 0.99697 44045,34

LP4CI 310 0.94378 24258,28
315 0.92823 19226,05

305 10756 107040,96

LP4Me 310 © 09819 90354,54
315 08261 7306342

305 © 0883 14230167

LP4F 310 06207 99320,75
315 04829 80123,52

305 05074 41391,39

LF 310 07243 26189,15
315 06317 3836415

305 04083 211426.78

LF4Me 310 0.90478 92078,87
315 02362 121716.65

305 L0759 57398,43

LF4Br 310 © 01491 29390,70
315 0.97981 20584,96

305 07525 10537073

LF4CI 310 07802 106032,74
315 07346 9600857

4.3 Calculo do raio de Forster
O célculo da distancia entre o residuo de triptofano (doador de energia) e a molécula

supressora (aceptor de energia) pode ser feito de acordo com a teoria de transferéncia de
energia ndo-radiativa de Forster [FORSTER 1948, YUE et al. 2008 e CHENG et al. 2009],
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onde a eficiéncia de transferéncia de energia (E) tem relagdo com as distancias Ro e r entre
doador e aceptor [YUE et al. 2008 e CHENG et al. 2009].

A transferéncia de energia envolvida na interagdo entre ASH e as naftoquinonas (LP,
LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4AMe, LF4Br, LFACI) foi verificada fazendo a sobreposicao dos
espectros de emissdo de fluorescéncia da ASH (Aexc = 280 nm) nas temperaturas estudadas (T
= 305K, 310K e 315K) com os espectros de absor¢do UV/visivel das naftoquinonas, (Figuras
37-39, 49-51, 64-66, 79-81, 94-96, 109-111, 124-126 e 139-141). Os valores da integral de
sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia do doador (ASH) com o respectivo
espectro de absorcdo do aceptor (naftoquinona) (J) foram calculados de acordo com a
Equacdo 17 [HORROCKS Jr. et al. 1981, SYTNIK e LITVINYUK 1996, GAO et al. 2004,
HE et al. 2005, LAKOWICZ 2006, XIE et al. 2005, MAHESHA et al. 2006, KANDAGAL et
al. 2006, LI et al. 2007, SHI et al. 2007, BANERJEE et al. 2008, CUI et al. 2008, WANG et
al. 2008, YUE et al. 2008, ZHANG et al. 2008, CHENG et al. 2009, QING et al. 2009 e
STAN et al. 2009]. As figuras que ilustram as sobreposi¢cdes dos espectros de emissdo de
fluorescéncia do doador (ASH) com o0s espectros respectivos de absorcdo do aceptor
(naftoquinona) para uma concentracdo de ASH igual a da naftoquinona LP ([ASH] =

[naftoquinonas] = 1,00 x 10™ mol/L) sdo mostradas nas Figuras 37-39.

[ FAe()a* d2 S F(2)a(2)4* A4
[[ Fy da YR AL

Equacdo 16. Equacdo para o célculo da integral de sobreposicdo entre os espectros de
emissao de fluorescéncia de ASH e os espectros de absorcao UV/visivel [SHI et al. 2007] das

naftoquinonas.

Onde: J = integral de sobreposicdo do espectro de emisséo de fluorescéncia do doador (ASH)
com o espectro de absorcao do aceptor (naftoquinona); F(A) = intensidade de fluorescéncia do
doador (ASH) em um comprimento de onda A; (L) = coeficiente de absorcdo molar, ou
absortividade molar do aceptor (naftoquinona) em um comprimento de onda A [PACE et al.
(1995)]; A = comprimento de onda (A em cm; 1 nm = 1x10” cm; 1 cm = 1x10" nm); A\ =

variacdo de comprimento de onda.
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A Equacdo 18 [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 usada para o calculo dos
valores de distancia critica entre doador (ASH) e aceptor (naftoquinona), quando a eficiéncia
de transferéncia é 50% (Ro). Para esses célculos, o fator de orientacdo espacial do dipolo ou
fator de orientacdo entre a emissdo do dipolo do doador (ASH) e a absorcéo do dipolo do
aceptor (naftoquinona) (K?) é o parametro menos correto. Teoricamente, o parametro K? pode
ser na faixa de 0 a 4, mas, 0s valores extremos requerem orienta¢cdes muito rigidas. Se ambos,
doador e aceptor, séo rapidamente ligados e sdo livres para assumir qualquer orientacao,
entdo, K? é igual a 2/3 [LIU et al. 2003, KANDAGAL et al. 2006, SHI et al. 2007, YUE et al.
2008 e QING et al. 2009].

K*=2/3
Rs =8,8x107°K*N~*®J N=1,336 ~ASH
$=0,15

Equacdo 17. Equacdo para o célculo da distancia critica entre a ASH e as naftoguinonas,
quando sua eficiéncia de transferéncia é 50% [EPPS et al. 1998 e YUE et al. 2008].

Onde: K? = fator de orientacéo espacial do dipolo ou fator de orientacio entre a emissdo do
dipolo do doador (ASH) e a absorcdo do dipolo do aceptor (naftoquinona) (doador e aceptor
sd0 livres para assumir qualquer orientacéo, K? = 2/3); N = indice de refracdo do meio; ¢ =
rendimento quantico de fluorescéncia do doador (ASH); J = integral de sobreposicdo do
espectro de emissao de fluorescéncia do doador (ASH) com o espectro de absorcéo do aceptor
(naftoquinona); Ro = distancia critica entre o doador (ASH) e o aceptor (naftoquinona),

quando sua eficiéncia de transferéncia é 50%.

O célculo dos valores de eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster)
entre doador (ASH) e aceptor (naftoquinona) (E) foi feito através da Equacdo 19 [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,
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ZHANG et al. 2008, QING et al. 2009 e STAN et al. 2009]. Por conta da relacdo entre J, E e
Ro, foi possivel calcular os valores de distancia (r) entre o triptofano do doador (ASH) e o
aceptor (naftoquinona). Os valores de J, Ro, E e r calculados estdo apresentados na Tabela 5.

F R 6 _ Rg-(l_E)
E=1-—=—"— rr=————=
F, Ry +r E

Equacédo 18. Equacdes para o calculo da distancia entre o triptofano da ASH e as
naftoquinona [SKLAR et al. 1977 e YUE et al. 2008].

Onde: E = eficiéncia de transferéncia de energia (Teoria de Forster) entre doador (ASH) e
aceptor (naftoquinona); Fo = intensidade de emissao de fluorescéncia na auséncia do supressor
(s6 ASH); F = intensidade de emissdo de fluorescéncia na presenca do supressor
(naftoquinonas); Ry = distancia critica entre o doador (ASH) e o aceptor (naftoquinonas),
quando sua eficiéncia de transferéncia é 50%; r = distancia entre o triptofano do doador
(ASH) e o aceptor (naftoquinona) ou distancia de ligacdo entre doador (ASH) e aceptor

(naftoquinona).

70— 004

espectro de emissdo ASH
espectro de absorcéo LP

0,03

0,02
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("e'n) eloueniosqe
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300 320 340 360 380 400 420 440

comprimento de onda (nm)

Figura 37. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorgdo UV da naftoquinona (LP). Casy = Cip = 1,00 x 10
mol/L.
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Figura 38. 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 naftoquinona (LP). Cas = Cip = 1,00 x 10
mol/L.
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Figura 39. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorgdo UV da naftoquinona (LP). Casy = Cip = 1,00 x 10
mol/L.

Tabela 11. Valores de J, Ry, E e r calculados para a sobreposicéo entre o espectro de emissao
de fluorescéncia da ASH (Aexc = 280 nm e T = 305K, 310K e 315K) e o espectro de absorgéo
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UV-Vis das naftoquinonas (LP, LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI) Casn =
Cip = 1,00 x 10° mol/L.

T (K) J (cm®.L/mol) Ro (hm) E r (nm)
LP 305 2,00316E-15 2,49 0,23287 3,03
310 2,69389E-15 2,61 0,243198 3,15
315 3,21291E-15 2,69 0,213403 3,34
LP4CI 305 4,9676E-15 2,89 0,154783 3,84
310 4,88125E-15 2,88 0,189723 3,67
315 5,31802E-15 2,92 0,151397 3,72
LP4Me 305 2,03237E-15 2,49 0,223914 3,06
310 1,03407E-14 3,27 0,282672 3,09
315 3,19498E-15 2,69 0,257518 3,20
LP4F 305 1,47996E-15 2,36 0,2082 2,95
310 1,85308E-15 2,45 0,22588 3,01
315 2,33622E-15 2,55 0,261637 3,03
LF 305 1,64809E-15 2,41 0,122533 3,34
310 2,58223E-15 2,59 0,169209 3,38
315 3,5308E-15 2,73 0,181256 3,51
LF4Me | 305 1,34672E-15 2,32 0,255212 2,78
310 1,41851E-15 2,35 0,300897 2,70
315 1,40963E-15 2,34 0,225921 2,88
LF4Br | 305 1,91922E-15 2,47 0,203266 3,10
310 2,46736E-15 2,57 0,239635 3,12
315 3,26396E-15 2,70 0,225362 3,31
LF4CI 305 3,74221E-16 1,87 0,091987 2,75
310 4,66644E-16 1,95 0,11513 2,74
315 5,98533E-16 2,03 0,11263 2,86

De acordo com as Equagdes 17-19, e para as condicées de ASH (K?=2/3, N =1,336 ¢
¢ =0,15) [MILLER 1979 e CHENG et al. 2009], o valor da distancia entre as naftoquinonas e
0 residuo de triptofano (r = 2 a 3 nm, Tabela 11) foi menor que 7 nm (r < 7 nm) [HE et al.

2006 e YUE et al. 2008], para todos os casos de interacdo entre ASH e naftoquinonas. Isto &,
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portanto, um indicio da possibilidade de ocorréncia do fenémeno de transferéncia de energia
entre ASH e naftoquinonas, estando de acordo com a teoria de transferéncia de energia néo-
radiativa de Forster (Teoria de Forster) [YUE et al. 2008], por indicar que ocorreu realmente
um processo de supressao estéatica na interacdo entre naftoquinonas e ASH. [LAKOWICZ
2006 e CHENG et al. 2009].

4.4 Dicroismo circular (DC)

Espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanca estrutural
de ASH induzida pela adicdo das naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me,
LF4Br, LF4CI). Os espectros de dicroismo circular obtidos para ASH na presenca das
naftoquinonas LP, LP4CIl, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LF4CI, em diferentes
temperaturas (T = 305 K, 310 K e 315 K), estdo apresentados nas Figuras 40-42 para a
naftoquinona (LP) e no anexo para os demais derivados (Figuras 52-54, 67-69, 82-84, 97-99,
112-114, 127-129 e 142-144). Foi observado que a adicdo de aliquotas das naftoquinonas a
albumina sérica humana acarreta mudangas em sua elipticidade. Os espectros de DC de ASH
com naftoquinonas (Figuras 40-42, 52-54, 67-69, 82-84, 97-99, 112-114, 127-129 e 142-144)
exibiram dois sinais negativos (efeitos Cotton negativos) com maximo correspondente na
regido do ultravioleta (UV) a 208 nm e a 222 nm, que sdo caracteristicos da estrutura o-hélice
de proteina [JOHNSON 1988, VENYAMINQV e YANG 1996, CORDEIRO 2005, NAVEA
et al. 2006, HE et al. 2005, OBERG e UVERSKY 2001, HE et al. 2006, KANDAGAL et al.
2006, LI et al. 2007, LI et al. 2008, YUE et al. 2008, QING et al. 2009, CHENG et al. 2009 e
STAN et al. 2009]. Essas bandas contribuem para a transicdo nn* da ligacdo da estrutura a-
hélice da proteina [YANG e GAO 2002, HE et al. 2006, LI et al. 2007 e YUE et al. 2008]. Os
espectros de dicroismo circular para ASH livre e na presenca de naftoquinonas possuem perfis
semelhantes, com variacdes apenas nas intensidades, o que significa que a estrutura de ASH é
constituida predominantemente por o-hélice [YUE et al. 2008]. A interacao das a-
naftoquinonas com a ASH resultou na diminuicdo de ambas as bandas (208nm e 222nm),
sugerindo que ocorreram mudancas na estrutura secundaria da proteina, sendo mais um

indicativo da formacdo de complexos entre ASH e as naftoquinonas.
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Figura 40. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em naftoquinona (LP), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LP, Casy = 1,00 x 10° mol/L e C.p = 0; 3,9:7,9;
15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 41. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em naftoquinona (LP), nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LP, Casy = 1,00 x 10® mol/L e Cp = 0; 3,9;7,9;
15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 42. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) em a- naftoquinona (LP),
nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:LP, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cp = 0;
3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°) mol/L, a T = 315 K.

A variacdo da temperatura ndo influenciou de maneira significativa em todos os casos,
visto que as bandas negativas em 208 nm e 222 nm (caracteristicas de transicdes nn* da
estrutura secundaria a-hélice de proteinas no ultravioleta) apresentaram o mesmo perfil nas
temperaturas de 305K, 310K e 315K, para as ASH/naftoquinonas (Figuras 40-42, 52-54, 67-
69, 82-84, 97-99, 112-114, 127-129 e 142-144). Com isso, € possivel concluir que a
temperatura tem pouca contribuicdo para essas mudancas espectrais, com 0 aumento das
concentracdes das naftoquinonas sendo o grande responsavel por elas.

Através do uso das Equacbes 20 e 21 foi possivel estimar o percentual de a-hélice
para a estrutura secundaria de ASH livre e na presenca das naftoquinonas (LP, LP4CI,
LP4Me, LPAF, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI) [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 (6) nos
comprimentos de onda de 208 nm e 222 nm foram utilizados para calcular a elipticidade
residual significativa ou elipticidade molar residual (MRE). Especificamente para estes
comprimentos de onda foram obtidos MREs € MRE2:, (Equacdo 9 [KHAN et al. 2002,
GAO et al. 2004, HE et al. 2005, HE et al. 2006, KANDAGAL et al. 2006 e STAN et al.

61



2009]). Os valores de MREz0s € MRE2;, foram entdo utilizados na Equagdo 10 [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 célculo dos valores de
percentual de a-hélice na estrutura secundaria da ASH (% a-hélice), (Tabela 12).

. 9
10.n.1C,)

Equacéo 19. Equacéo para calcular os valores de MRE [KHAN et al. 2002].

Onde: MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm?*dmol); 6 = elipticidade observada (mdeg); n = nimero de amino &cidos residuais
ou residuos de amino acido (582 para ASH); | = comprimento o6tico da cubeta (1 cm); Cp =
concentracdo molar de ASH (1,00x10° mol/L).

(- MRE,, — 4000)
(33000 - 4000)

(= MRE,,, — 2340)
30300

% o — hélice ={ }xmo % o — hélice ={ }xlOO

Equacao 20. Equacdes para calcular os valores de % de a-hélice da ASH.
Onde: MREaqg = elipticidade residual significativa em 208 nm (deg.cm?dmol); MRE,,; =
elipticidade residual significativa em 222 nm (deg.cm?dmol); % o-hélice = percentual de o-

hélice na estrutura da ASH

Tabela 12. % a-Hélice calculado a 208 nm e a 222 nm para ASH (pH = 7,4) contendo
diferentes concentragdes de naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br,
LF4CI), nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH/LPs, Casy = 1,00 x 10° mol/L e
Cips = 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30 (x 10°) mol/L. T = 305 K, 310 K e 315 K.

%a-hélice
T (K) 305 310 315
0 (mdeg) | 208 222 208 222 208 222
1:0 60919 | 59229 | 59221 | 54,880 | 60,059 | 57,143
LP 1:4 57978 | 55988 | 55473 | 53011 | 58,045 | 55,021
1:8 57183 | 55989 | 61976 | 58508 | 57,459 | 54,160
1:16 51,005 | 58406 | 51530 | 49553 | 55393 | 52,290
1:32 47560 | 50998 | 51.683 | 47,925 | 54.187 | 50,388
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1:0

60,778 | 58,500 | 58,779 | 55,677 | 58,428 | 56,397
L4 57,591 | 56,627 | 55212 | 53,370 | 58,210 | 55,069

Lpacl 1.8 56,001 | 54,802 | 54,047 | 51,282 | 55393 | 51,895
1:16 53,654 | 51,047 | 49,403 | 46,327 | 53,807 | 51,570

1:32 46,539 | 45672 | 46,101 | 43,135 | 48,403 | 46,536

10 59,655 | 57,718 | 58,200 | 56,050 | 60,825 | 58,344

L4 58,330 | 56,376 | 57,756 | 54,549 | 58,867 | 55,927

LP4Me 1.8 56,653 | 55,638 | 55174 | 53,675 | 56,030 | 55,378
1:16 54,724 | 54,753 | 53,965 | 52,659 | 56,994 | 54,329

1:32 53,653 | 53,272 | 50,893 | 49,964 | 51,830 | 51,713

L0 60,222 | 58,197 | 57,914 | 55290 | 60,745 | 58,216

L4 58,619 | 56,675 | 56,349 | 54,335 | 60,059 | 56,944

LP4F 1.8 58,308 | 54,766 | 55160 | 54,115 | 56,218 | 54,462
1:16 565,655 | 52,772 | 53,155 | 53,089 | 54,116 | 50,643

1:32 51,265 | 49,308 | 48,231 | 49,115 | 52,403 | 49,254

10 60,073 | 58,875 | 60,488 | 58475 | 58,951 | 55924

L4 60,745 | 57,830 | 59,716 | 56,585 | 58,328 | 55,321

LF 1:8 58362 | 57,176 | 57,794 | 56,337 | 57,978 | 55,289
1:16 57,903 | 56,179 | 56,135 | 55,586 | 55,207 | 54,220

1:32 56,764 | 54,345 | 53,815 | 53,326 | 47,635 | 52,739

10 58,223 | 56,220 | 61,030 | 58,643 | 60,048 | 56,889

14 57,182 | 55346 | 60,701 | 57,278 | 58,295 | 55,810

LFaMe 1:8 55270 | 54,397 | 58,039 | 56,376 | 57,464 | 55,276
1:16 53,125 | 52,946 | 60,273 | 54,752 | 56,552 | 54,464

1:32 43,946 | 51,691 | 52,160 | 51,968 | 55,794 | 53,847

10 58,003 | 57,073 | 58,499 | 55972 | 58444 | 56,185

14 57,208 | 54911 | 56,237 | 54,064 | 57,179 | 54,457

LF4Br 18 54,617 | 53458 | 54,041 | 52,201 | 57,174 | 54,222
1:16 48,938 | 51,653 | 52,849 | 49,900 | 54,884 | 52,052

1:32 30,449 | 47,147 | 44,613 | 46,533 | 50,570 | 48,801

1.0 58,784 | 56,331 | 61,048 | 57,437 | 59,978 | 57,536

14 58,164 | 56,256 | 59,098 | 56,481 | 58,893 | 56,177

LF4cl 18 57,898 | 55659 | 58,663 | 56,292 | 58,448 | 56,110
1:16 56,434 | 54,813 | 58,829 | 55,887 | 58,274 | 55,500

1:32 55,591 | 54,072 | 55734 | 54,255 | 58,025 | 55,035

A partir dos resultados mostrados na Tabela 12, nota-se uma diminuicdo do valor para

% a-hélice da estrutura secundaria da proteina (ASH), quando em presenca das naftoquinonas
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(razbes molares de ASH:naftoquinonas de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando comparados com 0s
resultados na ASH livre (ASH:naftoquinonas em proporcdo 1:0), o que indica a formacdo de
interacdo entre as naftoquinonas e os residuos de aminoécidos da cadeia polipeptidica de
ASH, havendo também diminuicdo da quantidade de ligacdes hidrogénio [KANG et al. 2004,
SHAIKH et al. 2007, YUE et al. 2008 e CHENG et al. 2009]. Esta justificativa é coerente
com as possiveis mudancas conformacionais obtidas pela observacdo dos espectros de
emissédo de fluorescéncia e com os valores dos pardmetros termodindmicos. A avaliagdo por
dicroismo circular da interacdo entre a albumina sérica humana (ASH) e as naftoguinonas
mostrou-se dependente da concentracdo de naftoquinona ministrada e muito pouco da
temperatura. Assim, de maneira geral, a diminuicdo do percentual de a-hélice na estrutura da

ASH é consequéncia direta do aumento de concentracdo das naftoquinonas.
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5 CONCLUSOES

Os resultados dos estudos espectroscopicos de absor¢cdo na regido do
ultravioleta/visivel (UV-Vis) para a interacéo entre a albumina sérica humana (ASH) com a
diversas a-2,3diidrofurano- e a-piranonaftoquinonas (LP, LP4ACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me,
LF4Br, LFACI) ndo forneceram informagdes conclusivas referentes a possivel ocorréncia de
um complexo no estado fundamental, pois ndo foram verificadas grandes alteragdes nas
regides de maximo de absor¢do (Amsx = 280nm) do sistema ASH/naftoquinonas.

Os resultados dos estudos por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia da interacéo
entre ASH e as naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI), nas
temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K, mostraram que ocorreu a supressdo da banda de
emissao de fluorescéncia da albumina (ASH) que apresenta um maximo de emissdo a 340 nm
(Mexc = 280 nm), indicando qua a interacdo entre as naftoquinonas e a ASH deve envolver 0s
residuos de triptofano da proteina. O leve efeito hipsocrémico observado com o aumento da
concentracdo das naftoquinonas, na banda de emissdo da proteina (ASH), sugere que o
cromoforo da proteina (ASH) estd em um ambiente diferente daquele anterior a adicdo das
naftoquinonas (ASH livre), sendo levado para um ambiente mais hidrofobico para LP, LP4CI,
LP4F e LF4Br e mais hidrofilico para LP4Me, LP4F, LF e LF4Me. Os efeitos na polaridade
do microambiente ao redor do residuo de triptofano indicam uma provavel formacdo do
complexo ASH/naftoquinona.

As constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ksv) (Ksv = 10* a 10° L/mol) indicam
que o provavel processo de supressdo de ASH pela interacdo com as lapachonas é estatico,
com pouca contribuicdo do processo de supressdo dindmica, com a formacdo de pre-
associacdo ASH/naftoquinonas antecedendo o processo de transferéncia de energia. Os altos
valores encontrados para as constantes de velocidade de supressdo de fluorescéncia (kq) para a
interagdo entre ASH e as naftoguinonas (kq = 10" a 10*° L/mol.s), quando comparados com a
constante de velocidade de difusdo (kq =5 x 10° L/mol.s, em agua) também indicam o caréter
estatico desta supressdo, o que foi confirmado por estudos da supressdo da fluorescéncia de
ASH empregando fluorescéncia resolvida no tempo.

Os valores de K, obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados das
naftoquinonas apresentaram valores (K, = 10* a 10° L/mol), bem parecidos com os da
literatura para outras moléculas (K, = 10* a 10°) indicando a ocorréncia de interacdo forte

ASH/naftoquinonas.
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Os valores de AH° positivos, verificados em alguns casos, mostraram que 0 processo
de ligacdo das naftoquinonas com a ASH foram preferencialmente hidrofébicos, e os valores
de AS° também positivos evidenciaram que o tipo de interacdo entre esse grupo de compostos
(LP, LP4CI, LP4F e LF4Br) e ASH é hidrofobico. Os valores de AG® negativos demonstraram
a espontaneidade de ligacdo das naftoquinonas com a ASH com o médulo do valor entre 24 e
29 KJ/mol (5,75 a 6,94 Kcal/mol) demonstrando que o processo de interacdo é reversivel e
que nesse caso a albumina sérica humana serd um bom carreador para estes compostos.

Os valores de AH® negativos para as naftoquinonas (LP4Me, LF, LF4Me e LF4CI)
indicam que a interacdo nesse caso deve possuir um certo carater hidrofilico, sugerindo
ligagdes do tipo ligagéo de hidrogénio e/ou dipolo-dipolo. Por outro lado, considerando 0s
valores positivos encontrados para o termo entropico (AS°) é possivel atribuir, como
demonstrado no parédmetro entélpico, que ndo podemos descartar a possibilidade da
contribuicdo hidrofébica da interacdo ASH/naftoquinonas para essa classe de compostos.

O ndmero de sitios de ligacdo (n) foi aproximadamente igual a 1 em todos 0s casos.
Isso indica que existe somente uma interacdo molecular entre as lapachonas estudadas e a
molécula de ASH. Os valores de K, indicam uma forte interacdo entre o composto bioativo e
ASH.

Os resultados obtidos para o processo de transferéncia de energia de Forster, com
valores de r = 2 a4 nm (r < 7 nm), sugerem uma alta probabilidade de ocorrer o fendmeno de
transferéncia de energia entre ASH e naftoquinonas.

Os estudos por espectroscopia de dicroismo circular para a interacdo entre ASH e as
naftoquinonas (LP, LP4CI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br, LFACI), nas temperaturas de
305 K, 310 K e 315 K, mostraram que ocorreu uma diminuicdo da % de a-hélice da estrutura
secundaria da proteina (ASH), como consequéncia apenas do aumento da concentracdo das
lapachonas e independente da variacdo da temperatura. Como Isto pode ser claramente
evidenciado pela manutencdo da forma dos espectros com variacdes somente nas intensidade
das bandas negativas (208 e 222 nm), indicando a formacdo de um complexo entre ASH e as

naftoquinonas.
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7 ANEXO

4- * —— ASH
——— ASH + 10uL LPACI
ASH + 20uL LP4CI
—— ASH + 30uL LPACI
34 ASH + 40uL LP4CI
——— ASH + 50uL LPACI
ASH + 60uL LP4CI
——— ASH + 70uL LPACI
——— ASH + 80uL LPACI
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Figura 43. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS (pH
= 7,4), 305 K, contendo concentracGes variadas de a-pirano naftoquinona (LP4CI), Casy =
1,00 x 10®° mol/L e Cypaci = 0; 1,44; 2,86; 4,28; 5,68; 7,08; 8,47; 9,85 (x10°mol/L); e 1,12 (x
10”) mol/L.
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Figura 44. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solugdo de ASH livre tamponada com PBS
(pH = 7,4); ASH + 80uL de a-pirano naftoquinona (LP4CI) e a-pirano naftoquinona (LP4CI)
como resultado de deconvolucdo (subtracdo entre os espectros de ASH livre e ASH + LP4CI.
Para todos 0s trés espectros: Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cppaci = 1,12x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 45. Espectro de absor¢do UV-Vis da a-pirano naftoquinona (LP4Me) em solucéo de
PBS. Cipame = 1,00 x 10 mol/L.
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Figura 46. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentragdes variadas de o-pirano naftoquinona
(LPACI), Cash = 1,00 x 10®° mol/L e Cypaci = 0; 1,44; 2,86; 4,28; 5,68; 7,08; 8,47; 9,85 (x10°
®mol/L); e 1,12 (x 10°) mol/L., a T = 310 K.
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Figura 47. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4CI).
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Figura 48. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela de a-pirano naftoquinona (LP4CI).
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Figura 49. Grafico de Van’t Hoff para a supress@o de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela a-pirano naftoquinona (LP4CI).
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Figura 50. Gréafico de Log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4CI).
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Figura 51 Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracbes variadas de o-pirano
naftoquinona (LP4CI), Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cipaci = O; 1,44; 2,86; 4,28; 5,68; 7,08;
8,47; 9,85 (x10°mol/L); e 1,12 (x 10°) mol/L.a T = 298 K.
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Figura 52. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV a-pirano naftoquinona (LP4CI). Casn = Cipaci =
1,00 x 10° mol/L.
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Figura 53. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢cdo UV da a-pirano naftoquinona (LP4CI). Casn
C|_p4c| = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 54 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 a-pirano naftoquinona (LP4CI). Casn
Curaci = 1,00 x 10™ mol/L.

77



40

20

-20 -
40 4

-60

elipticidade (mdeg)

-80
-100

-120

——-1:.0

— 14
1.8

—1:16

-140

210 220 230 240 250

comprimento de onda (nm)

200

Figura 55. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de o-pirano naftoquinona (LP4CI), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4CI, Cash = 1,00 x 10° mol/L e Cypaci =0; 4; 8; 16 e 32 (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 56. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes

variadas de a-pirano naftoquinona (LP4CI), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LPACI, Cash = 1,00 x 10° mol/L e Cipac) =0; 4; 8; 16 € 32 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 57 Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracdes

variadas de oa-pirano naftoquinona (LP4CI), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4CI, Cash = 1,00 x 10° mol/L e Cypaci =0; 4; 8; 16 € 32 (x 10°) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 58. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS (pH
= 7,4) contendo concentracdes variadas de a-pirano naftoquinona (LP4Me), Casy = 1,00 x 10°
> mol/L e Cypame = 0; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4: 4,65 ¢ 5,3 (x 10°) mol/L.
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Figura 59. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solu¢do de ASH livre tamponada com PBS
(pH = 7,4); ASH + 80uL de solucdo de a-pirano naftoquinona (LP4Me) e a-pirano
naftoquinona (LP4Me) como resultado de deconvolucédo (subtracdo entre os espectros de ASH
livie e ASH + LP4CI. Para todos os trés espectros: Casy = 1,00 X 10 mol/L e Cipave =
5,3x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 60. Espectro de absor¢do UV-Vis da a-pirano naftoquinona (LP4Me) em solucéo de
PBS. Cipame = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 61. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentra¢des variadas de o-pirano naftoquinona
(LP4Me), Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cipave = 0; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4;
4,65¢€5,3(x10°) mol/L, a T =310 K.

81



3,5
B 305K
1 ® 310K -
315K
3,0 .
e
|
1 [] ///
2,54 p
L
=
o
L.
2,0 H
1,5
1,0 T 1
0,00000 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006

[LP4Me]

Figura 62. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4Me).
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Figura 63. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4Me).
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Figura 64 Grafico de Van’t Hoff para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela a-pirano naftoquinona (LP4Me).
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Figura 65. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4Me).
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Figura 66. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracbes variadas de o-pirano
naftoquinona (LP4Me), Cash = 1,00 X 10 mol/L e Cipame = O; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02;
2,68; 3,34: 4; 4,65 e 5,3(x10° mol/L) a T = 298 K
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Figura 67. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV a-pirano naftoquinona (LP4Me). Casn = Cipame
= 1,00 x 10” mol/L.
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Figura 68. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da a-pirano naftoquinona (LP4Me). Casn

C|_p4|\/|e = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 69. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da a-pirano naftoquinona (LP4Me). Casn

ClLpame = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 70. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-pirano naftoquinona (LP4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH: LP4Me, Cast = 1,00 x 10°® mol/L e Cipave = 0; 4; 8; 16 e 32 (x 10°) mol/L, a T = 305
K.
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Figura71l . Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracdes

variadas de o-pirano naftoquinona (LP4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4Me, Casy = 1,00 x 10 mol/L Cppame = 0; 4; 8; 16 € 32 (x 10®) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 72. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-pirano naftoquinona (LP4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH: LP4Me, Cast = 1,00 x 10°® mol/L e Cipave = 0; 4; 8; 16 e 32 (x 10°) mol/L, a T = 315
K.
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Figura 73. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH

= 7,4) contendo concentracdes variadas de a-pirano naftoquinona (LP4F), Casy = 1,00 x 107
mol/L e Crpar = 0; 2,48; 4,94; 7,39; 9,82 (x10°mol/L); 1,22; 1,46; 1,7; 1,94 (x10™° mol/L).

87



—— ASH
~—80uL
4- LP4F

absorvancia (u.a.)

T T T T
200 250 300

comprimento de onda (nm)

Figura 74. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH livre tamponada com PBS
(pH = 7,4); ASH + 80uL de a-pirano naftoquinona (LP4F) e a-pirano naftoquinona (LP4F).
como resultado de deconvolucdo (subtracdo entre os espectros de ASH livre e ASH + LP4CI.
Para todos 0s trés espectros: Casy = 1,00 x 10®° mol/L e Cypsr = 1,94x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 75. Espectro de absor¢cdo UV-Vis da a-pirano naftoquinona (LP4F) em solucdo de
PBS. Cipsr = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 76. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de o-pirano naftoquinona
(LP4F), Cash = 1,00 x 10° mol/L e Cypsr = 0; 2,48: 4,94; 7,39; 9,82 (x10°mol/L); 1,22; 1,46;
1,7; 1,94 (x10®° mol/L), a T = 310 K.
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Figura 77. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4F).
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Figura 78. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4F).
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Figura 79. Grafico de Van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela a-pirano naftoquinona (LP4F).
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Figura 80. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-pirano naftoquinona (LP4F).
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Figura 81. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH
naftoquinona (LP4F), Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cipsr = O; 2,48; 4,94; 7,39; 9,82 (x10°
®mol/L); 1,22; 1,46; 1,7; 1,94 (x10° mol/L) a T = 298 K

7,4) contendo concentracbes variadas de o-pirano
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Figura 82. 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 a-pirano naftoquinona (LP4F) Casn = Cipar
=1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 83. 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 a-pirano naftoquinona (LP4F) Casn = Cipar
=1,00 x 10” mol/L.
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Figura 84. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da a-pirano naftoquinona (LP4F) Casn = Cipar
=1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 85. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes

variadas de a-pirano naftoquinona (LP4F), nas proporgbes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4F, Casy = 1,00 x 10 mol/L e Crpar = 0; 4; 8; 16 € 32 (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 86. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-pirano naftoquinona (LP4F), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4F, Cast = 1,00 x 10°® mol/L e Cypsr = 0; 4; 8; 16 € 32 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.

40 —10

1 — 14
201 1:8
o_' ! —1:16
| 1:32 —

-20

40

-60 4

elipticidade (mdeg)

-80

-100 A

-120 A

-140 T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250
comprimento de onda (nm)

Figura 87. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracGes
variadas de a-pirano naftoquinona (LP4F), nas proporcbes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LP4F, Casy = 1,00 x 10 mol/L Cppsr = 0; 4; 8; 16 € 32 (x 10°) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 88. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solu¢cdo de ASH tamponada com PBS (pH
=7,4) contendo concentragdes variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), Casy = 1,00
x 10 mol/L e C.¢ = 0; 6,61x10°mol/L; 1,32; 1,97; 2,82; 3,26; 3,9; 4,54: 5,17 (x10™ mol/L).
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Figura 89. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solu¢do de ASH livre tamponada com PBS
(pH = 7,4); ASH + 80uL de «-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) e a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF) como resultado de deconvolucdo (subtracdo entre os espectros de ASH
livre e ASH + LPACI. Para todos 0s trés espectros: Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cppsr = 5,7x10"
*mol/L. T=310 K.
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Figura 90. Espectro de absor¢do UV-Vis da «-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) em
solucdo de PBS. Cr=1,00 x 10®° mol/L.
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Figura 91. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) em a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), Casy = 1,00 x 10
mol/L e C.¢ = 0; 6,61x10°mol/L; 1,32; 1,97; 2,82; 3,26; 3,9; 4,54; 5,17 (x10° mol/L),a T =
315 K.
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Figura 92. Grafico de Stern-Volmer para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF).
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Figura 93. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF).
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Figura 94. Grafico de Van’t Hoff para a supress@o de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF).
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Figura 95. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracfes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF), Casy = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 6,61x10°mol/L; 1,32; 1,97; 2,82;
3,26; 3,9; 4,54; 5,17 (x10®° mol/L) a T = 298 K
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Figura 96. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF).
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Figura 97. Sobreposicdo entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T =
305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casn =

CLr = 1,00 x 10®° mol/L.
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Figura 98. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
310 K) de ASH (pH =7,4) e de absorcao UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casn
CLr=1,00 x 10®° mol/L.

2 T T T T T T T T T T T T T T T

0,050

espectro de emissdo ASH
Espectro de absorgéo LF

- 0,045

- 0,040

0,035

("e'n) eloueAlOSQOR

0,030

intensidade de emissao (u.a.)

- 0,025

0 T T T T T T T T T T T T T T T 0,020
300 320 340 360 380 400 420 440

comprimento de onda (nm)

Figura 99. Sobreposicdo entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcao UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF) Casn
Cir = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 100. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), nas proporg¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LF, Cas = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 4; 8; 16 € 32,00 (x 10°®) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 101. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de

ASH:LF, Casy = 1,00 x 10°®

mol/L e C ¢ = 0; 4; 8; 16 e 32,00 (x 10°) mol/L, a T = 310 K.
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Figura 102. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF), nas proporg¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de
ASH:LF, Cas = 1,00 x 10° mol/L e C.r = 0; 4; 8; 16 € 32,00 (x 10°®) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 103. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me),
Cash = 1,00 x 10®° mol/L e Crpame = 0; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4; 4,65 e
5,3(x10™° mol/L).T=305K.
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Figura 104. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solucdo de ASH livre tamponada com
PBS (pH = 7,4); ASH + 80uL de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me) e a-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Me) como resultado de deconvolucdo (subtracdo entre os
espectros de ASH livre e ASH + LP4CI. Para todos os trés espectros: Casy = 1,00 x 10
mol/L e Cypsr = 5,3x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 105. Espectro de absor¢do UV-Vis da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me) em
solugdo de PBS. Cirame = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 106. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracfes variadas de o-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4Me), Cirame = 0; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02; 2,68; 3,34; 4; 4,65 e 5,3(x10”

mol/L),a T =310 K.
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Figura 107. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me).
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Figura 108. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me).
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Figura 109. Grafico de Van’t Hoff para a supressé@o de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me).
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Figura 110. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me).
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Figura 111. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LP4Me), Casy = 1,00 x 10®° mol/L e Crpame = 0; 6,78x10°mol/L; 1,35; 2,02;
2,68; 3,34: 4; 4,65 e 5,3(x10° mol/L) a T = 298 K
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Figura 112. 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 a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me)
CASH = CLF4Me = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 113. Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T

= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me)
Cast = Crrame = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 114. Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me)
CASH = C|_|:4|\/|e = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 115. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Me, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cirame = O; 4; 8; 16 e 32 (x 10°°) mol/L, (x
10°®) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 116. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporg¢des 1.0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Me, Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cirame = O; 4; 8; 16 e 32 (x 10™) mol/L, (x
10°) mol/L, a T = 310 K.

60
40 -
20
~ 04 -
g | —
©
é -20 o /
L .40
[ ]
el
S 60+
s 1
T -804
-100 -
-120
-140 T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250

comprimento de onda (nm)

Figura 117. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Me), nas proporgdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Me, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cirame = O; 4; 8; 16 e 32 (x 10°) mol/L, (x
10°) mol/L, a T = 315 K.
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Figura 118. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) contendo concentragdes variadas de «-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br),
Cash = 1,00 x 10®° mol/L e Crrsgr = 0; 3,92; 7,81(x10°mol/L); 1,17; 1,55; 1,93; 2,31; 2,69 e
3,06x10™° mol/L.T=310 K
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Figura 119. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solucdo de ASH livre tamponada com
PBS (pH = 7,4); ASH + 80uL de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br) e «-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Br) como resultado de deconvolucdo (subtracdo entre os
espectros de ASH livre e ASH + LP4CI. Para todos os trés espectros: Casy = 1,00 x 10
mol/L e Cipsgr = 3,06x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 120. Espectro de absor¢cdo UV-Vis da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br) em
solucdo de PBS. Cirsa; = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 121. Espectros de emissdo de fluorescéncia (lexc = 280 nm) para solucdo de ASH

tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de o-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4Br), Casy = 1,00 x 10 mol/L e Cirsgr = 0; 3,92; 7,81(x10°mol/L); 1,17;
1,55; 1,93; 2,31; 2,69 e 3,06x10° mol/L, a T = 310 K.
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Figura 122. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br).
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Figura 123. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br).
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Figura 124. Grafico de Van’t Hoff para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br).
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Figura 125. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br).
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Figura 126. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de o-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4Br), Casy = 1,00 x 10° mol/L e Crrssr = O; 3,92; 7,81(x10°mol/L); 1,17;
1,55; 1,93; 2,31; 2,69 e 3,06x10° mol/L a T = 298 K
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Figura 127. Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexe =280 nme T
=305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da contendo concentragdes variadas de a-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Br) Cash = Crrasr = 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 128. 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 contendo concentracfes variadas de a-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Br) Cash = Crrssr = 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 129. Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absor¢do UV da contendo concentragdes variadas de a-2,3-
diidrofurano naftoquinona (LF4Br) Cash = Crrasr = 1,00 x 10™ mol/L.
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Figura 130. Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) em contendo concentracdes
variadas de o-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Br, Cash = 1,00 x 10° mol/L e C_rs=0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°)
mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 131. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br), nas proporcfes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Br, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cprsgr =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°)
mol/L,a T =310 K.
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Figura 132. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de o-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4Br), nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LF4Br, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Crpsgr =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°)

mol/L, a T =315 K.
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Figura 133. Espectros de absor¢do no UV-Vis para solucdo de ASH tamponada com PBS

(pH = 7,4) contendo concentracdes variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LFA4CI),
Cast = 1,00 x 10° mol/L e Ciract = 0; 3,62; 7,22 (x10°mol/L); 1,08; 1,43; 1,79; 2,14; 2,49 e

2,83(x10”° mol/L).T=310 K

117



///\\ ASH
\ — 80uL
LFA4CI

absorvancia (u.a.)

200 250 300 350
comprimento de onda (nm)

Figura 134. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis para solu¢cdo de ASH livre tamponada com
PBS (pH = 7,4); ASH + 80uL de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI) a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4CI) como resultado de deconvolugéo (subtracdo entre os espectros de ASH

livie e ASH + LFACI. Para todos os trés espectros: Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cipsci =
2,83x10°mol/L. T=310 K.
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Figura 135. Espectro de absor¢cdo UV-Vis da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI) em
solugdo de PBS. Cirsci = 1,00 x 10° mol/L.
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Figura 136. Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucdo de ASH
tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracfes variadas de o-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4CI), Casn = 1,00 x 10 mol/L e Crraci = 0; 3,62; 7,22 (x10°mol/L); 1,08;
1,43;1,79; 2,14; 2,49 e 2,83(x10° mol/L), a T = 310 K.
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Figura 137. Grafico de Stern-Volmer para a supressao de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LFACI).
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Figura 138. Grafico de Stern-Volmer modificado para a supressao de fluorescéncia de ASH
(Mexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI).
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Figura 139. Gréafico de Van’t Hoff para a supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm)
pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI).
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Figura 140. Grafico de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo de fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pela a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI).
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Figura 141. Espectro de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm), mostrando IRF
(fator de resposta do instrumento), Espectros de emissdo de fluorescéncia para solucdo de
ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) contendo concentracfes variadas de a-2,3-diidrofurano
naftoquinona (LF4CI), Casy = 1,00 x 10®° mol/L e Cirsc = 0; 3,62; 7,22 (x10°mol/L); 1,08;
1,43:1,79; 2,14; 2,49 e 2,83(x10®° mol/L) a T = 298 K
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Figura 142. Sobreposicao entre os espectros de emissdo de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 305 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI)
CASH = C|_|:4C| = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 143. Sobreposicao entre os espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 310 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI)
Cast = Crraci = 1,00 x 10™ mol/L.

122



—¥¥——¥——7——1———1 0,016

espectro emissdo ASH
espectro absorgdo LF4CI - 0,014

0,012

0,010

- 0,008

- 0,006

("ern) eroueAlosqe

- 0,004

intensidade de emissé&o (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440
comprimento de onda (nm)

Figura 144. Sobreposicao entre 0s espectros de emissao de fluorescéncia (Aexc =280 nme T
= 315 K) de ASH (pH = 7,4) e de absorcdo UV da a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI)
CASH = CLF4CI = 1,00 X 10_5 mol/L.
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Figura 145. Espectros de dicroismo circular pra ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI), nas proporcoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LFACI, Casy = 1,00 x 10 mol/L e Crrsci=0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°)
mol/L, (x 10°) mol/L, a T = 305 K.
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Figura 146. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de o-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI), nas propor¢des 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LFACI, Cash = 1,00 x 10°® mol/L e Cyraci =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°)

mol/L, a T =310 K.
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Figura 147. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) contendo concentracfes
variadas de a-2,3-diidrofurano naftoquinona (LF4CI), nas proporcoes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e
1:32 de ASH:LFA4CI, Casy = 1,00 x 10° mol/L e Cyraci =0; 3,9;7,9; 15,70 e 31,00 (x 10°®)

mol/L,a T =315 K.
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Tabela 16. MRE calculado em 208nm e em 222 nm para ASH (pH = 7,4) em naftoquinona
(LP, LPACI, LP4Me, LP4F, LF, LF4Me, LF4Br e LFACI), T = 305 K, 310 K e 315 K. Nas
proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:naftoquinona, Casy = 1,00 x 10° mol/L e
concentragBes das naftoquinonas C = 0; 4,04; 8,08; 16,20 e 32,30 (x 10°®) mol/L.

T (K) 0208 (Mdeg) I(\S;I_Eéf#/dmm) 0222 (Mdeg) ?(/j'(igl.zczrzriz/dmol)
(1:0) -126,099 -2,17E+04 -118,067 -2,03E+04

(1:4) -121,136 -2,08E+04 -112,352 -1,93E+04

305 | (18) | -119,793 -2,06E+04 112,353 -1,03E+04
(1:16) | 116,615 1,88E+04 109,366 -2,00E+04

(1:32) -112,576 -1,78E+04 -103,551 -1,78E+04

1.0 -123,234 -2,12E+04 -110,397 -1,90E+04

1:4 -116,907 -2,01E+04 -107,101 -1,84E+04

LP 310 1:8 -127,883 -2,20E+04 -116,795 -2,01E+04
1:16 -110,253 -1,89E+04 -101,004 -1,74E+04

1:32 -110,511 -1,90E+04 -98,1328 -1,69E+04

1.0 -124,648 -2,14E+04 -114,389 -1,97E+04

1:4 -121,249 -2,08E+04 -110,647 -1,90E+04

315 1.8 -120,260 -2,07E+04 -109,128 -1,88E+04
1:16 -116,772 -2,01E+04 -105,830 -1,82E+04

1:32 -114,736 -1,97E+04 -102,476 -1,76E+04

1.0 -125,861 -2,16E+04 -116,782 -2,01E+04

1:4 -120,482 -2,07E+04 -113,478 -1,95E+04

305 1.8 -119,470 -2,05E+04 -110,260 -1,89E+04
1:16 -113,837 -1,96E+04 -103,638 -1,78E+04

1:32 -101,829 -1,75E+04 -94,1596 -1,62E+04

1.0 -122,487 -2,10E+04 -111,803 -1,92E+04

1:4 -116,467 -2,00E+04 -107,734 -1,85E+04

LP4ACI 310 1:8 -114,500 -1,97E+04 -104,052 -1,79E+04
1:16 -106,663 -1,83E+04 -95,3139 -1,64E+04

1:32 -101,090 -1,74E+04 -89,6848 -1,54E+04

1.0 -121,894 -2,09E+04 -113,073 -1,94E+04

1:4 -121,527 -2,09E+04 -110,730 -1,90E+04

315 1:8 -116,773 -2,01E+04 -105,134 -1,81E+04
1:16 -114,095 -1,96E+04 -104,560 -1,80E+04

1:32 -104,975 -1,80E+04 -95,6834 -1,64E+04

1.0 -124,000 -2,13E+04 -115,000 -1,98E+04

1:4 -122,000 -2,09E+04 -113,000 -1,94E+04

305 1.8 -119,000 -2,04E+04 -111,735 -1,92E+04
1:16 -116,000 -1,99E+04 -110,173 -1,89E+04

1:32 -113,836 -1,96E+04 -107,562 -1,85E+04

1.0 -121,510 -2,09E+04 -112,461 -1,93E+04

1:4 -120,761 -2,07E+04 -109,813 -1,89E+04

LP4Me 310 1:8 -116,403 -2,00E+04 -108,273 -1,86E+04
1:16 -114,362 -1,96E+04 -106,481 -1,83E+04

1:32 -109,177 -1,88E+04 -101,729 -1,75E+04

1.0 -125,940 -2,16E+04 -116,506 -2,00E+04

1:4 -122,636 -2,11E+04 -112,244 -1,93E+04

315 1.8 -117,848 -2,02E+04 -111,276 -1,91E+04
1:16 -119,474 -2,05E+04 -109,426 -1,88E+04

1:32 -110,759 -1,90E+04 -104,813 -1,80E+04
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1:0 -125,000 -2,15E+04 -116,000 -2,00E+04

1.4 -122,000 -2,10E+04 -114,000 -1,95E+04

305 18 -122,000 -2,09E+04 -110,196 -1,89E+04
1:16 -117,000 -2,01E+04 -106,68 -1,83E+04

1:32 -109,805 -1,89E+04 -100,572 -1,73E+04

1:0 -121,028 -2,08E+04 -111,121 -1,91E+04

1:4 -118,386 -2,03E+04 -109,437 -1,88E+04

LPAF 310 18 -116,379 -2,00E+04 -109,048 -1,87E+04
1:16 -112,995 -1,94E+04 -107,239 -1,84E+04

1:32 -104,685 -1,80E+04 -100,232 -1,72E+04

1:0 -125,805 -2,16E+04 -116,280 -2,00E+04

1:4 -124,647 -2,14E+04 -114,038 -1,96E+04

315 18 -118,164 -2,03E+04 -109,661 -1,88E+04
1:16 -114,617 -1,97E+04 -102,926 -1,77E+04

1:32 -111,726 -1,92E+04 -100,477 -1,73E+04

1:0 -126,190 -2,17E+04 -117,443 -2,02E+04

1:4 -125,806 -2,16E+04 -115,599 -1,99E+04

305 1:8 -121,784 -2,09E+04 -114,446 -1,97E+04
1:16 -121,008 -2,08E+04 -112,689 -1,94E+04

1:32 -119,087 -2,05E+04 -109,454 -1,88E+04

1:0 -125,371 -2,15E+04 -116,738 -2,01E+04

1:4 -124,068 -2,13E+04 -113,405 -1,95E+04

LF 310 1:8 -120,824 -2,08E+04 -112,967 -1,94E+04
1:16 -118,025 -2,03E+04 -111,642 -1,92E+04

1:32 -114,109 -1,96E+04 -107,657 -1,85E+04

1.0 -122,777 -2,11E+04 -112,239 -1,93E+04

1:4 -121,726 -2,09E+04 -111,176 -1,91E+04

315 1:8 -121,135 -2,08E+04 -111,119 -1,91E+04
1:16 -116,458 -2,00E+04 -109,233 -1,88E+04

1:32 -103,679 -1,78E+04 -106,622 -1,83E+04

1.0 -121,549 -2,09E+04 -112,761 -1,94E+04

1:4 -119,791 -2,06E+04 -111,220 -1,91E+04

305 1:8 -116,564 -2,00E+04 -109,546 -1,88E+04
1:16 -112,944 -1,94E+04 -106,987 -1,84E+04

1:32 -97,452 -1,67E+04 -104,774 -1,80E+04

1.0 -126,287 -2,17E+04 -117,033 -2,01E+04

1:4 -125,731 -2,16E+04 -114,627 -1,97E+04

LF4Me 310 1:8 -121,239 -2,08E+04 -113,035 -1,94E+04
1:16 -125,008 -2,15E+04 -110,172 -1,89E+04

1:32 -111,315 -1,91E+04 -105,262 -1,81E+04

1:0 -124,629 -2,14E+04 -113,940 -1,96E+04

1:4 -121,671 -2,09E+04 -112,037 -1,93E+04

315 1:8 -120,267 -2,07E+04 -111,096 -1,91E+04
1:16 -118,729 -2,04E+04 -109,664 -1,88E+04

1:32 -117,449 -2,02E+04 -108,575 -1,87E+04

Continua na préxima pagina
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1.0 -122,697 -2,11E+04 -114,264 -1,96E+04

1:4 -119,988 -2,06E+04 -110,452 -1,90E+04

305 1.8 -115,463 -1,98E+04 -107,890 -1,85E+04
1:16 -105,877 -1,82E+04 -104,707 -1,80E+04

1:32 -89,862 -1,54E+04 -96,761 -1,66E+04

1:0 -122,015 -2,10E+04 -112,324 -1,93E+04

1:4 -118,197 -2,03E+04 -108,959 -1,87E+04

LF4Br 310 1.8 -114,49 -1,97E+04 -105,674 -1,82E+04
1:16 -112,479 -1,93E+04 -101,615 -1,75E+04

1:32 -98,578 -1,69E+04 -95,678 -1,64E+04

1:0 -121,922 -2,09E+04 -112,699 -1,94E+04

1:4 -119,787 -2,06E+04 -109,651 -1,88E+04

315 18 -119,779 -2,06E+04 -109,237 -1,88E+04
1:16 -115,913 -1,99E+04 -105,411 -1,81E+04

1:32 -108,632 -1,87E+04 -99,678 -1,71E+04

1:0 -122,496 -2,10E+04 -112,956 -1,94E+04

1:4 -121,449 -2,09E+04 -112,824 -1,94E+04

305 1:8 -121,001 -2,08E+04 -111,771 -1,92E+04
1:16 -118,529 -2,04E+04 -110,280 -1,89E+04

1:32 -117,106 -2,01E+04 -108,973 -1,87E+04

1:0 -126,316 -2,17E+04 -114,906 -1,97E+04

1:4 -123,025 -2,11E+04 -113,221 -1,95E+04

LF4CI 310 1:8 -122,291 -2,10E+04 -112,887 -1,94E+04
1:16 -122,571 -2,11E+04 -112,174 -1,93E+04

1:32 -117,348 -2,02E+04 -109,295 -1,88E+04

1.0 -124,511 -2,14E+04 -115,081 -1,98E+04

1:4 -122,679 -2,11E+04 -112,685 -1,94E+04

315 1:8 -121,929 -2,10E+04 -112,566 -1,93E+04
1:16 -121,635 -2,09E+04 -111,491 -1,92E+04

1:32 -121,214 -2,08E+04 -110,670 -1,90E+04
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