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RESUMO

Foram realizados estudos espectroscopicos para a interacdo de compostos bioativos das
classes das tiossemicarbazonas (UTS, DFTS e TFTS), das metforminas (MFCI, MFBr e MFCF3), da
chalcona (IC9) e das xantonas (LMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT) com albumina sérica
humana (ASH). Através dos estudos por espectroscopia de fluorescéncia, verificou-se que todos os
compostos bioativos estudados interagem com a ASH no estado fundamental através de um
mecanismo de supressdo de fluorescéncia estatico, o que é indicado pela diminuicdo dos valores de
Ksv com 0 aumento da temperatura, assim como os valores de kq da ordem de 10*® M?s™. Os valores
da constante de associacdo (Ka) para todos os casos estudados foram da ordem de 10* M, mostrando
uma interacdo moderada desses compostos com ASH e os resultados de dicroismo circular (DC)
indicaram uma fraca perturbagdo na estrutura secundéaria da albumina apés a interacdo com o ligante.
Os parametros termodindmicos para as tiossemicarbazonas sugeriram que o processo de interagdo é
conduzido entropicamente (45° entre 0,022 e 0,072 J/mol.K) e entalpicamente (4H° entre -32,3 e -4,9
kJ/mol), com valores de variacao de energia livre de Gibbs favoraveis (4G° entre -39 e -24 kJ/mol). A
interacdo entre cada metformina halogenada e ASH é espontanea (AG® entre -28 e -26 kJ/mol) e
conduzida entropicamente (AS° entre 0,120 e 0,147 J/mol.K) com uma interacdo entalpicamente
desfavoravel (4H° entre 9,48 e 18,5 kJ/mol). Para a interacdo entre a chalcona IC9 e ASH, os
parametros termodinamicos indicam uma interacdo espontanea com a energia livre de Gibbs favoravel
(4G° = -27,9 kJ/mol) que é conduzida tanto entalpicamente (4H° = -20,8 kJ/mol) como
entropicamente (4S5° = 0,023 J/mol.K) Para a interacdo entre as xantonas e ASH, 0s parametros
termodinamicos sugeriram que o processo de interacdo é conduzido entropicamente (4S° entre 0,008 e
0,068 J/mol.K) e entalpicamente (4H° entre -25,5 e -7,2 kJ/mol), com valores de variacdo de energia
livre de Gibbs favoraveis (4G° entre -28,2 e -27,3 kJ/mol). Os experimentos de interacdo competitiva
na presenca dos marcadores de sitio varfarina, ibuprofeno e digitoxina sugerem que as
tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS competem pelo mesmo sitio de interacdo da varfarina,
indicando o sitio | de Sudlow como o principal sitio de interacdo. Os estudos de interacdo competitiva
para MFCI, MFBr e MFCF3 na presenca de varfarina, ibuprofeno ou digitoxina também indicaram o
sitio I de Sudlow como o principal sitio de interagdo. Existe apenas um sitio principal de interagdo
para 1C9, que esta localizado sitio | de Sudlow. Para 1IMXT, 2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT, 0s
experimentos de interacdo competitiva na presenca dos marcadores de sitio varfarina, ibuprofeno e
digitoxina sugerem que os compostos monometoxilados preferem complexar no sitio | de Sudlow,
enquanto os compostos dimetoxilados tém uma maior tendéncia em complexa¢do com o sitio Il de

Sudlow.



ABSTRACT

Spectroscopic studies were carried out for the interaction of bioactive compounds from the
classes of thiosemicarbazones (UTS, DFTS and TFTS), metformins (MFCI, MFBr and MFCF3),
chalcone (IC9) and xanthones (IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT and 34MXT) with human serum
albumin (ASH). Through fluorescence spectroscopy studies, it was found that all thought bioactive
compounds interact with ASH in the ground state through a static fluorescence discharge mechanism,
which is indicated by the decrease in Ksy values with increasing temperature, as well as kq values of
the order of 10 Mst, The values of the association constant (Ka) for all observed cases were of the
order of 10* M™!, showing a moderate interaction of those compounds with ASH and the results of
circular dichroism (DC) indicated a weak disturbance in the secondary structure of albumin after the
interaction with the ligand. Thermodynamic parameters for thiosemicarbazones suggest that the
binding process is controlled entropically (45° between 0.022 and 0.072 J/mol.K) and enthalpically
(4H° between -32.3 and -4.9 kJ/mol), with values compatible Gibbs free energy change (4G° between
-39 and -24 kJ/mol). The interaction between each halogenated metformin and ASH is spontaneous
(4G° between -28 and -26 kJ/mol) and entropically conducted (45° between 0.120 and 0.147 J/mol.K)
with an enthalpically unfavorable interaction (4H° between 9.48 and 18.5 kJ/mol). For the interaction
between chalcone IC9 and ASH, the thermodynamic parameters indicate a spontaneous interaction
with compatible Gibbs free energy (4G° = -27.9 kJ/mol) that is both enthalpically driven (4H° = -20.8
kJ/mol) and entropically (45° = 0.023 J/mol.K) For the interaction between xanthones and ASH, the
thermodynamic parameters suggest that the binding process is attended entropically (45° between
0.008 and 0.068 J/mol.K) and enthalpically ( AH® between -25.5 and -7.2 kJ/mol), with compatible
Gibbs free energy change values (AG° between -28.2 and -27.3 kJ/mol). Competitive binding
experiments in the presence of warfarin, ibuprofen and digitoxin site markers suggest that
thiosemicarbazones UTS, DFTS and TFTS compete for the same warfarin binding site, indicating
Sudlow's I site as the main binding site. Competitive binding studies for MFCI, MFBr and MFCF3 in
the presence of warfarin, ibuprofen or digitoxin also indicated the Sudlow I site as the main binding
site. There is only one major binding site for IC9, which is located at Sudlow site I. For 1MXT,
2MXT, 4AMXT, 23MXT, and 34MXT, competitive binding experiments in the presence of site markers
warfarin, ibuprofen, and digitoxin suggest that monomethoxylated compounds prefer to complex at the
Sudlow | site, while dimethoxylated compounds have a greater tendency toward complexation with

Sudlow site .



UTS
DFTS
TFTS
MFCI
MFBr
MFCF3
IC9
IMXT
2MXT
AMXT
23MXT
34AMXT
ASH
Ala
Arg
Asp
Asn
Glu
Gln
Cys
Phe
Gly
His

lle
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS
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N'-[(E)-(4-clorofenil)metileno]-N,N-dimetiltriimido-dicarbonico diamida
N'-[(E)-(4-bromofenil)metileno]-N,N-dimetiltriimidodicarbénico diamida
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2-metoxi-9H-xanten-9-ona

4-metoxi-9H-xanten-9-ona

2,3-dimetoxi-9H-xanten-9-ona
3,4-dimetoxi-9H-xanten-9-ona

Albumina sérica humana

Alanina (A)

Arginina (R)

Aspartato (D)

Asparagina (N)

Glutamato (E)

Glutamina (Q)

Cisteina (C)

Fenilalanina (F)

Glicina (G)

Histidina (H)

Isoleucina (I)

Leucina (L)

Lisina (K)

Metionina (M)

Prolina (P)

Serina (S)

Tirosina (YY)

Treonina (T)

Triptofano (W)

Valina (V)
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pK Constante de dissociacdo

pl Potencial isoeletronico

pH Potencial hidrogenionico

pKa Potencial de dissociagdo

PDB Banco de Dados de Proteinas

ID Identidade

AFM o-famina

AFP a-fetoproteina

DBP Proteina de Interagdo a Vitamina D

FA Acido Graxo

IFN Interferon

IL-2 Interleucina-2

VEGF Fator de Crescimento Endotelial VVascular
DNA Acido desoxirribonucleico

HDL Lipoproteinas de alta densidade

LDL Lipoproteinas de baixa densidade
VLDL Lipoproteinas de muito baixa densidade
AINE Antiinflamatdrio N&o-esteroidal

DCI Dicroismo Circular Induzido

IMN Subsitio de Indometacina

SAL Subsitio Salicilico

AZT Subsitio 3'-azido-3'-desoxitimidina
HNE 4-hidroxi-trans-2-nonenal

GA Mddulo de interacdo a albumina semelhante a proteina G
AGE Produto Final de Glicacdo Avancada
MAO-B Monoamina Oxidase B

Aabs Comprimento de onda de absorcéo (hnm)
Aem Comprimento de onda de emissao (nm)
€ Coeficiente de absortividade molar (M*.cm™)
Of Rendimento quéntico de fluorescéncia
A Absorbancia

DClI Dicroismo Circular Induzido

MRE Elipticidade Molar Residual

So Estado fundamental singlete
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Kr

Knr
FRET
Ksv

70
[Q]

AD
ASH
DC
ASH
MeOH
MRE
PBS
UV-Vis

SD

Estado excitado singlete de mais baixa energia

Estado excitado singlete de enésima

Estado excitado triplete

Estado excitado triplete de maior energia

Intensidade da luz incidente;

Intensidade apds a luz percorrer uma distancia | no meio
Concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
Distancia que a luz percorre no meio (em cm)

Constante de velocidade de decaimento radiativo do fluoréforo
Constante de velocidade do decaimento néo radiativo para So
Transferéncia de energia por ressonancia de Forster
Constante de Stern-Volmer

Constante de velocidade de supressdo bimolecular

Tempo de vida da espécie ndo suprimida (natural)
Concentracdo do supressor

Agua milli-Q

Albumina sérica humana

Dicroismo circular

Albumina sérica humana

Metanol

Elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
Solugéo tampdo de fosfato

Espectrometria no ultravioleta/visivel

Numero de sitios de interacdo

Coeficiente de correlagdo

Desvio padréo

Probabilidade
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1 INTRODUCAO

A liberacdo controlada de agentes terapéuticos no local de areas de doenca e na
dosagem desejada é de importancia clinica para garantir a consequéncia terapéutica e
diagnostica, minimizando a resisténcia ao farmaco e outros efeitos colaterais no processo de
tratamento. [Sui, 2011; Kievit, 2011; Peer, 2007; Liu, 2015]

A distribuicdo de farmacos nos tecidos e 6rgaos depende de suas propriedades fisico-
quimicas e de varios fatores fisioldgicos, incluindo permeabilidade vascular, fluxo sanguineo,
débito cardiaco e perfusdo do (s) tecido (s) alvo e/ou 6rgéo (s). [Goodman, 2011] Os farmacos
circulam no fluxo sanguineo ndo ligados ou ligados as proteinas plasmaticas, sendo a
albumina sérica humana (ASH) o principal transportador de farmacos com caracteristica
acida, enquanto a al-glicoproteina acida liga-se principalmente farmacos com caracteristica
bésica.

As proteinas plasmaticas afetam as propriedades farmacocinéticas dos farmacos
influenciando a sua absorgéo, distribuicdo, metabolismo e excregédo. [Lindup, 1981; Schmidt,
2010; Ascenzi, 2014] Em particular, as proteinas plasmaticas: (i) facilitam a absor¢do do
farmaco, contribuindo para manter o gradiente de concentracdo do farmaco livre entre o sitio
de absorcdo e a corrente sanguinea; (ii) aumentam a solubilidade aparente dos farmacos
lipofilicos, permitindo que eles atinjam seu local de acdo; (iii) afetam o metabolismo e a
excrecdo do farmaco, facilitando o seu transporte para os Orgdos metabolizadores e
excretores; e (iv) influenciam as propriedades farmacodinamicas dos farmacos. [Goodman,
2011; D*Arcy, 1982]

A quantidade de farmaco que se liga as proteinas plasmaticas depende da sua
concentracdo, da sua afinidade com a proteina e do nimero de sitios de interagdo disponiveis.
Normalmente, um farmaco é considerado altamente ligado as proteinas plasmaticas quando a
fracdo ligada excede 90% da sua concentracdo total. [Ascenzi, 2014; Leboffe, 2020]

Além do seu papel de transporte, a albumina sérica humana (ASH) também tem sido
relatada recentemente como tendo muitos papéis importantes no desenvolvimento
farmacoterapéutico. Devido a sua promissora capacidade de interagdo intrinseca com
farmacos, a ASH oferece caracteristicas favoraveis e pode ser usada diretamente como sua
formula monomérica ou pode ser fabricada em plataformas de nanoparticulas baseadas em
proteinas para realizar a entrega eficaz de moléculas terapéuticas em éareas de doengas
especificas. Além disso, 0 ASH também pode servir como um estabilizador de proteinas ou
fracbes responsivas ao ambiente para hibridizar com os materiais funcionais, incluindo
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polimeros ou nanoparticulas inorgénicas por meio de reacfes covalentes ou interacoes
eletrostaticas e, assim, alterar grandemente a distribuicdo biologica relevante e o
comportamento farmacocinético para melhorar a sua eficacia terapéutica. [Liu, 2015]

A eficacia no transporte da ASH ¢é classificada de acordo com a sua energia de
interacdo, podendo ser fraca ~ - 5 a - 6,7 kcal/mol, moderada ~ - 6,9 a - 9,5 kcal/mol e forte
variando de - 9,7 a -12,1 kcal/mol. [Gurung, 2022] A interacdo do farmaco ao ASH é uma
consideracdo importante no desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas e também
auxilia na compreensdo dos mecanismos subjacentes que governam seus efeitos
farmacoldgicos, tornando assim fundamental a investigacéo do processo de interacdo de ASH
com moléculas candidatas para as mais variadas doencas, identificando os seus supostos

locais de interagdo, energias de interacdo e residuos de interacdo. [Gurung, 2022]



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Proteinas

As proteinas sdo biomoléculas compostas por uma ou mais cadeias polipeptidicas
dobradas em uma forma globular ou fibrosa. Uma unidade polipeptidica € uma unica cadeia
polimérica linear de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas entre os grupos carboxila e
amino de residuos de amino&cidos adjacentes. Um aminoécido é uma molécula que contém na
sua estrutura os grupos funcionais amina e &cido carboxilico. Em bioguimica, este termo geral
refere-se aos aminoacidos alfa, ou seja, aqueles em que as funcGes amoénio (NHs*) e

carboxilato (COQ") estdo ligadas ao mesmo carbono. [Lehninger, 1993]

As diferentes estruturas das proteinas sdo o resultado de diferentes combinagfes dos
20 aminoéacidos que ocorrem naturalmente (Tabela 1). Os aminoacidos especiais, secundarios
ou raros sdo aqueles que ocorrem apenas em certos tipos de proteinas, sendo normalmente
derivados dos aminodcidos padrfes, como por exemplo, 4-hidroxiprolina e 5-hidroxilisina
(coladgeno), N-metil-lisina (miosina), vy-carboxiglutamato (protrombina) e desmosina
(elastina). [Lehninger, 1993]

Tabela 1. Valor para constante de dissociacdo (pK) e ponto isoeletrdnico (pl) dos

aminoacidos normalmente encontrados em proteinas. [Lehninger, 1993]

Abreviactes pK

Aminoacido Comum Letra o-COOH a-NHs Outro (R) pl

Alanina Ala A 2,34 9,69 - 6,01
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 (guanidino) 10,76
Aspartato Asp D 1,88 9,60 3,65 (carboxil) 2,77
Asparagina Asn N 2,02 8,80 - 541
Glutamato Glu E 2,19 9.67 4,25 (carboxil) 3,22
Glutamina GIn Q 2,17 9,13 - 5,65
Cisteina Cys C 1,96 10,28 8,18 (sulfidril) 5,07
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 - 5,48
Glicina Gly G 2,34 9,60 - 5,97
Histidina His H 1,82 9,17 6,0 (imidazol) 7,59
Isoleucina lle | 2,36 9,68 - 6,02
Leucina Leu L 2,36 9,60 - 5,98
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 (e-amino) 9,74
Metionina Met M 2,28 9,21 - 5,74
Prolina Pro P 1,99 10,96 - 6,48
Serina Ser S 2,21 9,15 - 5,68
Tirosina Tyr Y 2,20 9,11 10,07 (fenol) 5,66
Treonina Thr T 2,11 9,62 - 5,87
Triptofano Trp W 2,38 9,39 - 5,89
Valina Val V 2,32 9,62 - 5,97




Os aminoécidos apresentam as seguintes propriedades gerais:

a) Com excecdo da glicina, todos os aminoacidos sdo oticamente ativos, ou seja, desviam

o0 plano da luz polarizada.

b) As configuracbes absolutas de agucares simples e aminoécidos séo especificadas pelo
sistema D/L. Os a-aminoacidos que constituem as proteinas tém a configuracdo
estereoquimica L. Os D-aminoacidos sdo encontrados em alguns antibioticos: valinomicina

e actinomicina D, e em paredes de algumas bactérias, como o peptidoglicano.
c) A cadeia lateral (R) determina as propriedades de cada aminoacido.

Os a-aminodcidos séo divididos em classes, com base na natureza das cadeias laterais
(grupo R). Os 20 tipos de cadeias laterais dos aminoacidos proteicos variam em tamanho,
forma, carga, capacidade de formacdo de interacbes de hidrogénio, caracteristicas
hidrofdbicas e reatividade quimica. [Lehninger, 1993]

2.1.1 Aminoacidos com cadeias laterais ndo polares e alifaticas

(glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, metionina)

Os grupos R nessa classe de aminoacidos sdo hidrofébicos e ndo polares (Figura 1).
As cadeias laterais volumosas da alanina, valina, leucina e isoleucina, com suas formas
estruturais especificas, desempenham papel fundamental na estabilizacdo da estrutura
secundaria das proteinas pela promocdo de interacdes hidrofébicas em seu interior. A glicina
€ 0 aminoacido de estrutura mais simples, apresentando dois hidrogénios ligados ao carbono
a, ndo contribuindo efetivamente para a existéncia de interacfes hidrofobicas. Além dessas
interacdes hidrofobicas, podemos destacar ainda a metionina, que apresenta um grupamento
tioéter na cadeia lateral, e a prolina que possui uma estrutura ciclica (grupo imino) que leva a

reducdo da flexibilidade local na regido polipeptidica que a contém. [Lehninger, 1993]
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Figura 1. Estruturas dos aminoacidos com cadeias laterais ndo polares e alifaticas.

2.1.2 Aminoéacidos com cadeias laterais aromaticas

(fenilalanina, tirosina, triptofano)

Os a-aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 2) possuem em sua cadeia
lateral grupos substituintes aromaticos e podem ser classificados como relativamente apolares
(hidrofébicos), podendo ainda desenvolver, quando possivel, interacdes do tipo empilhamento
7 e tipo-T. Em alguns casos, como o da tirosina, que possui uma hidroxila fendlica, pode-se
observar a formacdo de interacfes de hidrogénio e de reacdes de desprotonacdo, resultando
em fenolatos, sendo, por isso, um grupo funcional importante na atividade de algumas
enzimas. J& 0 a-aminoacido triptofano, que possui um anel inddlico, apresenta um ligeiro
momento dipolar como consequéncia da sua estrutura quimica, sendo também capaz de fazer

interacdes de hidrogénio relativamente fracas. [Lehninger, 1993]

Devido ao fato do triptofano, tirosina e fenilalanina apresentarem sistemas
cromoforicos, esses podem absorvem luz na regido ultravioleta baixo do espectro (250 a 300
nm). A presenca destes aminoacidos € responsavel pela absorcdo da luz por proteinas no

comprimento de onda préximo a 280 nm. [Lehninger, 1993]
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Figura 2. Estrutura dos aminoacidos com cadeias laterais aromaticas.

2.1.3 Aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas
(serina, treonina, cisteina, asparagina, glutamina)

A cadeia lateral R dos a.-aminodcidos serina, treonina, cisteina, asparagina e glutamina
(Figura 3) apresenta grupo funcional “hidrogénio protico” capaz de estabelecer interagdes por
ligacdo de hidrogénio com a agua e, consequentemente, tornando esses compostos mais
soltveis em ambiente hidrofilico. A polaridade da serina e da treonina é devida a seus
respectivos grupos hidroxila; a da cisteina, a seu grupo sulfidrila; e a da asparagina e da
glutamina, a seus grupos amida. [Lehninger, 1993]

A cisteina é facilmente oxidada a cistina, um aminoacido dimérico, no qual duas
moléculas de cisteina estdo unidas covalentemente por uma interacdo dissulfeto. Os residuos
unidos por interacdo dissulfeto sdo fortemente hidrofobicos (apolares), que tém um papel
importante na estabilizacdo de estruturas de muitas proteinas, em virtude de formacédo de
ligacdes covalentes entre diferentes partes de uma molécula proteica ou entre duas cadeias
proteicas distintas. [Lehninger, 1993]
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+ + + + +
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H.N O Co
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Serina (Ser) Treonina (Tre) Cisteina (Cys) Asparagina (Asn) Glutamina (GIn)

Figura 3. Estruturas dos aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas.



2.1.4 Aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente em pH fisioldgico

(acidos) (aspartato, glutamato)

Em pH fisioldgico (pH=7) os a-aminoacidos aspartato e glutamato tém uma carga
liquida negativa, sendo caracterizados pela presenca em sua estrutura de um segundo grupo

carboxila que esta desprotonado (Figura 4). [Lehninger, 1993]

COO CcOO
+ +
CH- ?Ilz
| _
COO ?II:
COO
Aspartato (Asp) Glutamato (Glu)

Figura 4. Estruturas dos aminoacidos com cadeias laterais carregadas negativamente em pH
fisioldgico.

2.1.5 Aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente em pH fisioldgico
(basicos) (arginina, lisina, histidina)

As cadeias laterais R com caracteristicas mais hidrofilicas (Figura 5) sdo aquelas
carregadas positiva ou negativamente. Os aminoacidos que sustentam em sua estrutura uma
carga positiva liquida em pH fisiolégico (pH = 7,0) e, consequentemente, encontram-se
protonados, sdo a lisina e a arginina que apresentam um grupo butilaménio e um grupo
guanidino, respectivamente. O o-aminodcido histidina, que contém um grupo imidazol, tem
como caracteristica possuir uma cadeia lateral com pKa préximo da neutralidade, facilitando
reacOes catalisadas por enzimas ao servir como doador ou aceptor de prétons. [Lehninger,
1993]
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NH-
Lisina (Lys) Arginina (Arg) Histidina (His)

Figura 5. Estruturas de aminodcidos com cadeias laterais carregadas positivamente em pH
fisiologico.



Os diferentes numeros e sequéncias de aminoacidos nas proteinas permitem que elas
adotem diferentes estruturas 3D e possuam funcdes biologicas unicas. [Berg, 2002] Entre as
mais importantes dessas fungdes bioldgicas estdo a catalise de reacdes bioquimicas, a geracdo

de sinais celulares e o transporte de ligantes. [Abou-Zied, 2015]

e Proteinas globulares: sdo proteinas em que as cadeias de aminoacidos se voltam sobre elas
mesmas, formando um conjunto compacto que tem forma esferdide ou elipsoide, em que 0s
trés eixos da molécula tendem a ser de tamanhos similares. Em geral, séo proteinas de grande
atividade funcional, como por exemplo, as enzimas, 0s anticorpos, 0s hormonios, a

hemoglobina; sdo soltveis em meio aquoso. [Lehninger, 1993; Stryer, 1995; Dose, 1982]

e Proteinas fibrosas: sdo proteinas em que as cadeias de aminoacidos se ordenam de maneira
paralela, formando fibras ou laminas estendidas, nas quais o eixo longitudinal predomina
sobre os transversais. Em geral, sdo pouco solGveis em agua e participam na formacéo de
estruturas de sustentacdo, como as fibras do tecido conjuntivo e outras formacdes de tecidos
de grande resisténcia mecanica. [Lehninger, 1993; Stryer, 1995; Dose, 1982]

A estrutura molecular das proteinas é muito complexa, por essa razdo € conveniente
dividi-la em niveis distintos de organizacdo: estruturas primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria (Figura 6). [Lehninger, 1993; Stryer, 1995; Dose, 1982]

a) estrutura primaria — esta correlacionada com a sequéncia de aminoacidos sendo que as

cadeias ndo apresentam ramificacdes (Figura 6);

b) estrutura secundéria — estabelece a sua conformagdo em relagdo aos angulos diedro y-(Coa-
N) e ¢-(C-Cq) (Figura 7), a qual é geralmente mantida por interacGes de hidrogénio gerando a

hélice-a, folha-p, algas-3 e y e regides de estruturas desordenadas (Figura 8);

c) estrutura terciaria — caracterizada pela sua disposicao tridimensional completa que se forma
a partir das forcas de atracdo ou repulsdo eletrostatica, das interagdes de hidrogénio, das
forgas de van der Waals e das pontes de dissulfeto existentes entre os residuos de aminoacidos

que formam as cadeias (Figura 9a); e

d) estrutura quaternaria — é formada por oligbmeros tridimensionais, que podem ser
compostos por varias moléculas separadas, mas entrelacadas em estrutura terciaria que

estabelecem entre elas - ligagdes hidrogénio, atracdes eletrostaticas, interacdes hidrofobicas
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e/ou pontes de dissulfeto entre cisteinas de cadeias diferentes. Um exemplo deste tipo de
estrutura € a albumina humana, que apresenta estrutura quaterndria composta por duas

estruturas terciarias gerando uma proteina globular (Figura 9b).

Estrutura priméria

Estrutura quaternaria

Figura 6. Niveis de organizacdo da estrutura molecular de uma proteina. [Lehninger, 1993]

\]r;(pSi)

O HaC Ij/ﬁ' o

(phi)

Figura 7. Estrutura primaria de uma proteina caracterizada pela formagdo de uma interacédo
peptidica-p. [Lehninger, 1993]

Hélice o

Figura 8. Estrutura secundaria para uma proteina tipo: a) hélice-a e b) folha-B. [Lehninger,
1993]
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Figura 9. a) Estrutura terciaria da ASH, ilustrando a localizacao dos residuos de aminoacidos
Cys34 e Trp214 e dos subdominios, codificados por cores: 1A-azul escuro; IB— azul claro;
IlA, verde escuro; |IB-verde claro; IlIA-amarelo; [1IB-vermelho, [PDB ID,1A06] b)
Representacdo da estrutura quaternaria da ASH [PDB ID, 3JQZ] com os residuos de cisteina
em destaque (construida a partir das coordenadas 1BMO, disponiveis no PDB —Protein Data
Bank).
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2.2 Albumina Sérica Humana (ASH)

A albumina sérica humana (ASH) se enquadra em uma classe de proteinas
monomeéricas ndo glicosiladas que sdo capazes de transportar pelo corpo humano compostos
enddgenos e exdgenos incluindo inimeros compostos bioativos. [Alberts, 2002; Carter, 1994;
Abou-Zied, 2015] Como a albumina sérica humana (ASH), € uma macromolécula
multidominio, [Peters, 1995; Evans, 2002; Mendez, 2005a; Fanali, 2012] ela possui outras
propriedades importantes, como atividade de enolase [Drmanovic 1999; Matsushita 2004],
atividade de aril acilamidase [Manoharan, 2006; Masson, 2007; Smith, 1992], atividade de
esterase [Sakurai, 2004; Ge, 2013; Ascenzi, 2012; Komatsu, 2012a], atividade antioxidante
[Gum, 2004; Faure, 2008; Bar-Or, 2001; Roche, 2008], reacfes de condensagdo [Benedetti,
2011; Sharma, 2013], e estereoespecificidade [Tsuda, 2001; Georges, 2000; Dubois-Presle,
1995]. A sua atividade semelhante a esterase € a mais importante das suas propriedades.
[Wang, 2015; Gou, 2016]

O nome albumina deriva do termo aleméo antigo albumina, geralmente indicando
proteinas. O albdmen, por outro lado, deriva da palavra latina albus (branco) que indica a
parte branca do ovo cozido que envolve a gema. O componente proteico da clara de ovo faz
parte de um grupo heterogéneo de proteinas, amplamente indicadas como albuminas,
incluindo albumina sérica (AS), albumina do leite, proteinas urinarias e a secre¢do do
caramujo. [Fanali, 2012] Mais especificamente, AS € um membro de uma familia de proteinas
homologas descritas por caracteristicas estruturais distintas e propriedades peculiares de
interagdo com o ligante. [Fanali, 2012]

A ASH pertence a uma familia multigénica de proteinas que inclui o—famina (AFM),
também denominada a-albumina e a-fetoproteina (AFP), a proteina de interacdo a vitamina
D (DBP). [Carter, 1994; Hervé, 1994] As albuminas no soro foram inicialmente definidas
como proteinas solGveis em agua na auséncia de sais, em contraste com as globulinas que sdo
insolUveis nessas condigdes. [Peters, 1995; Fasano, 2007; Fanali, 2012; Becker, 2004; Abou-
Zied, 2015]

A ASH é uma das menores proteinas plasmaticas, no entanto é a mais abundante (~0,6
mM) compreendendo cerca de 50-60% da proteina plasmatica total em humanos (Figura 10).
[Berde, 1979; Abou-Zied, 2015; Sugio, 1999; Liu, 2015; Kratz, 2008] A concentragdo normal
de ASH varia entre 35 e 50 g/l. [Peters, 1995; Choi, 2004; Rabbani 2019] A concentracédo
normal de ASH na saliva é inferior a 0,5 mg/ml, com uma concentracdo maior de albumina

glicada na saliva geralmente indicando diabetes mellitus tipo 2. [Vaziri, 2009; Rabbani, 2019]
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A albumina é uma proteina &cida, muito soltvel e extremamente robusta: é estavel na
faixa de pH de 4 a 9, soluvel em 40% de etanol e pode ser aquecida a 60 °C por até 10 horas
sem efeitos sobre o processo de desnaturacdo. [Fasano, 2005; Bertucci, 2002; Kratz, 2008;
Liu, 2015]

IgG total
Albumina _ NN

Transferina

a2-Macroglobulina

IgM
Apolipoproteinas

a1-Glicoproteina Acida

Todas as proteinas
de média e baixa
abundancia

Figura 10. Visdo geral das principais proteinas plasmaticas humanas que podem ser
identificadas por técnicas eletroforéticas simples. [Fanali, 2012]

A ASH também é responsavel em grande parte pela manutencdo do pH sanguineo.
[Figge, 1991] Isso se deve aos 16 residuos de histidina na albumina que possuem valores de
pKa com uma faixa de (4,85-7,49). O grupo imidazol da histidina reage com H*. [Watson,
1999; Abou-Zied, 2015] A ASH atua como um tampé&o de plasma eficaz devido a presenca de
muitos residuos carregados. A albumina em solucdo de &gua deionizada possui um ponto
isoeletrébnico a aproximadamente pH 5,2. Nesse pH, praticamente todos 0s grupos acidos
carboxilicos sdo desprotonados e os grupos amino, guanidino e imidazol séo protonados. Com
isso, esse pH também corresponde ao ponto de carga maxima calculada, com cerca de um
total de 100 cargas positivas e negativas. No entanto, a carga total exata é desconhecida, pois
alguns grupos carboxila podem estar ndo ionizados (protonados) ou se ligando por interaces
de hidrogénio a grupos amino, guanidino e imidazol.

O ponto isoelétrico é o pH na qual a carga liquida de uma molécula, incluindo todos o0s
fons ligados, é zero. Neste pH uma proteina ndo se desloca quando exposta a um campo
elétrico. Ja em pH fisioldgico, a albumina tem uma carga liquida resultante do processo de
desprotonacdo devido ao aumento do pH do meio em relacdo ao seu ponto isoeletrénico,
deslocada para um excesso de 15 cargas negativas. [Peters, 1995; Rabbani, 2019] Ela é

responsavel por cerca de metade do intervalo anidnico normal. Uma reducdo na concentracao
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de proteina plasmatica causa alcalose metabdlica. [Doweiko, 1991; Varshney, 2010] A ASH
também tem a capacidade de regulacdo do potencial redox. [Doweiko, 1991; Rabbani, 2019]
Além disso, a ASH contribui consideravelmente para a pressdo sanguinea
coloidosmotica (respondendo por 75%), [Rabbani, 2019] sendo o principal modulador da
distribuicdo de fluidos entre os compartimentos do corpo. [Peters, 1995; Evans, 2002;
Mendez, 2005a; Fanali, 2012] Podemos destacar também o seu papel como um fator muito
importante na regulacdo da troca de agua entre o plasma e o compartimento intersticial
(espaco entre as células). Devido a pressao hidrostatica, a agua é forcada através das paredes
dos capilares para os espacos teciduais. Esse fluxo de &gua continua até que a atracdo
osmética das moléculas de albumina o faca parar. [Abou-Zied, 2015] Uma queda na
quantidade de albumina no plasma leva a um aumento no fluxo de 4gua dos capilares para o
compartimento intersticial. 1sso resulta em um aumento no fluido tecidual que, se grave,

torna-se aparente como edema. [Margarson, 1998; Abou-Zied, 2015]

Sabe-se que ASH existe como formas isoméricas neutras 'N' (pH=7) e bésicas 'B' sob
condicdes de equilibrio. Esta transicdo N-B tem significado fisioldgico e € sugerida pelo fato
de que, sob concentracfes aumentadas de fons Ca™ no plasma sanguineo, o isbmero B
predomina. [Lejon, 2004] Além disso, acredita-se que a funcdo de transporte da albumina seja
controlada por meio dessa transicdo ou semelhante a ela. [Ahmad, 2006] A isomerizacdo N-B
¢ interpretada como “uma flutuacdo estrutural, um afrouxamento da molécula com maior
adaptabilidade conformacional”. [Fanali, 2007; Varshney, 2010] A ASH tem uma forma
eliptica com baixa viscosidade intrinseca. [Galliano, 1999; Ozaki, 1991; Abou-Zied, 2015]

Como a maioria das proteinas plasmaticas, a sintese da ASH acontece no figado na
forma de uma proteina precursora chamada proalbumina que é formada no Iimen do reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos na forma de pré-proalbumina. Uma vez sintetizada, a proteina
é secretada imediatamente e ndo armazenada no figado. Para a sintese da proalbumina um
anico gene é responsavel por traduzi-la em pré-proalbumina no cromossomo [Komatsu, 2012;
Liu 2015; Abou-Zied, 2015] e posteriormente ocorre a clivagem no reticulo endoplasmatico,
[Rabbani, 2019] sendo sintetizado como uma cadeia simples n&o glicosilada a uma taxa de
aproximadamente 0,7 mg/h para cada grama de figado (ou seja, 10 a 15 g diariamente).
[Fasano, 2005; Bertucci, 2002; Kratz, 2008]

Basicamente, a ASH nativa apresenta excelente estabilidade em condigdes fisiologicas
com meia-vida media de 15 a 25 dias, [Liu, 2015; Fasano, 2005, Bertucci, 2002; Kratz, 2008]
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sendo depurada por via renal (~6%), gastrointestinal (~10%) e catabolizada (~84%). [Levitt,
2016; Wouw, 2022]

Existem vérias proteinas de transporte no plasma sanguineo, mas apenas a albumina é
capaz de se ligar reversivelmente a uma ampla diversidade de ligantes com alta afinidade.
[\Varshney, 2010] Como a adaptabilidade conformacional da ASH se estende muito além da
vizinhanca imediata do (s) sitio (s) de interacdo, a cooperatividade e a modulacdo alostérica
surgem entre os sitios de interacdo; isso torna a ASH semelhante a uma proteina multimérica,

a qual é descrita pela presenca de 18 diferentes residuos de aminoacidos. [Varshney, 2010]

As propriedades de transporte e depdsito circulante da ASH dependem da sua
capacidade de adsorcdo competitiva de metabdlitos no estdgio de carregamento, da
capacidade do sitio de interacdo, da forca de interacdo do ligante e da taxa de dissociacdo do
complexo albumina/ligante no local alvo. [Peters, 1995; Abou-Zied, 2015] A ASH tem uma
capacidade fenomenal de ligar a &cido graxo de cadeia média e longa (AG) com alta afinidade
com uma constante de dissociacio na faixa de 10" M [Peters, 1995; Wang, 2015], portanto, é
essencial para o metabolismo de lipidios fornecendo um suprimento de nutricdo de acidos
graxos para os tecidos periféricos. [Yamasaki, 2013; Liang, 2014; Ghuman, 2005; Yang,
2012; Gou, 2016]

A ASH atua como uma proteina desintoxicante ligando-se a bilirrubina, produto da
degradacdo do grupo Heme, e ions de metais pesados como chumbo (I1), platina (1) e ouro
(111); liga-se ao cobre (I1) e ao niquel (1) de maneira especifica e ao calcio (11) e zinco (11) de
maneira relativamente ndo especifica e atua como veiculo de transporte desses ions metalicos
no sangue. [Leboffe, 2020]

A ASH se liga a um grande nimero de espécies terapéuticas, sendo o principal
transportador de farmacos acidos, tais como antibioticos, anticoagulantes, antiinflamatorios,
anestésicos e benzodiazepinicos, entre outros [Kratz, 2014; Zhivkova, 2015; Rabbani, 2019]
Estas propriedades a tornam um determinante crucial da farmacocinética e farmacodinamica
de compostos terapéuticos (ou seja, absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do) porque a
maioria dos farmacos ligados ao ASH viaja no plasma e atinge os seus tecidos-alvo. [Abou-
Zied, 2015; Liang, 2014; Ghuman, 2005; Yang, 2012; Gou, 2016] Mesmo tendo uma forte
carga negativa, a ASH se liga fraca e reversivelmente a cations e anions. [Varshney, 2010]
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Com longa persisténcia de circulacdo e pouca fungdo imunoldgica, a ASH também
tem sido utilizada com sucesso como agente estabilizador para melhorar o potencial de
proteinas terapéuticas, como interferon (IFN) [Tian, 2013; Zhao, 2009], interleucina-2 (IL-2)
[Melder, 2005], moléculas de anticorpos [Muller, 2007; Berger 2013] e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). [Zhu, 2012; Rabbani, 2019] Do posto de vista da clinica médica,
uma concentragdo generosa de albumina na corrente sanguinea ¢ uma medida da “Qualidade

de Vida”. [Varshney, 2010]

Vale lembrar que a albumina sérica humana, como a proteina mais abundante no
organismo, € distribuida entre a circulacdo sanguinea, o sistema linfatico e os compartimentos
extracelular e intracelular ja representa um farmaco de grande sucesso, sendo usada para

varios propésitos, principalmente como substituto do sangue. [Elsadek, 2012]

A estrutura e a dindmica da ASH sdo conhecidas por serem influenciadas por
diferentes condi¢cdes ambientais, que por outro lado dependem de varios fatores como
temperatura, [Bolin, 2006] pH, [Ahmad, 2006] forca idnica, [Petersen, 2000] tensoativos
[Gull, 2009; Bordbar, 2008] e desnaturantes quimicos. [Ahmad, 2006; Varshney, 2010]

A organizacdo estrutural do dominio globular da ASH monomérica esta na raiz de
suas propriedades alostéricas que lembram as das proteinas multiméricas. [Varshney, 2010]
Interacdes alostéricas foram observadas entre varios compostos a medida que interagem a
ASH. [Varshney, 2010] Os efeitos alostéricos ocorrem quando uma substancia atua como
agente ligante em uma regido especifica de uma proteina e, como consequéncia, altera a
forma pela qual uma segundo composto interage em uma regido diferente da mesma. Tais
efeitos podem ocorrer durante a interagdo alvo-receptor e farmaco-proteina. [Visy, 2002;
Christopoulos, 2002; Varshney, 2010]

Estas propriedades, bem como a sua absorcdo preferencial no tecido tumoral e
inflamado, a sua disponibilidade imediata, a sua biodegradabilidade e a sua auséncia de
toxicidade e imunogenicidade tornam a ASH um candidato ideal para entrega de farmacos.
[Fasano, 2005; Bertucci, 2002; Kratz, 2008]

A ASH é um biomarcador valioso de muitas doencas, incluindo céncer, artrite
reumatoide, isquemia, obesidade pos-menopausa e doengas que precisam de monitoramento
do controle glicémico. [Gupta, 2010; Koga, 2010; Sbarouni, 2011] Além disso, a ASH ¢
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amplamente utilizada clinicamente para tratar varias doencas, incluindo hipovolemia, choque,
queimaduras, perda cirdrgica de sangue, trauma, hemorragia, circulacdo extracorporea,
sindrome do desconforto respiratorio agudo, hemodialise, insuficiéncia hepéatica aguda,
doenca hepética crénica, suporte nutricional, ressuscitacdo e hipoalouminemia. [Tullis, 19774,
1977b; Alexander, 1982; Erstad, 1991; Hastings, 1992; Haynes, 2003; Alderson, 2004;
Liberati, 2006; Fanali, 2012]

Também sdo relatadas aplicagdes biotecnolégicas de ASH, incluindo biomateriais
implantaveis, adesivos e selantes cirargicos, biocromatografia, captura de ligantes e proteinas
de fusdo. [Bertucci, 2010; Furukawa, 2011; Komatsu, 2011la] Algumas propriedades
fisiopatoldgicas da ASH foram reconhecidas em 400 a.C. por Hipdcrates de Cos, que relatou
em Aforismos que uma urina espumosa, provavelmente causada pela presenca de ASH, indica
doenca renal. [Coar, 1822; Fanali, 2012]

Um breve histérico da ASH. [Fanali, 2012]

A ASH foi nomeada h4 um século e meio [Denis, 1859] e profundamente investigada
ao longo do ultimo século [Peters, 1995]. Em 1932, a ASH foi separada das proteinas
plasmaticas [Race, 1932]; em 1934, a ASH foi cristalizada [Hewitt, 1936]; em 1939, foi
detectada a transicdo conformacional de neutro para &cido (isto é, N para F) [Luetscher,
1947]; em 1940, a ASH foi purificada para uso intravenoso como substituto do sangue [Cohn,
1941]; em 1954, foram relatados os dois primeiros casos de analbuminemia [Bennhold,
1954); em 1960, foi proposta a estrutura de “dominio” ASH [Foster, 1960]; em 1975, foi
deduzida a estrutura priméaria da ASH [Meloun, 1975], e iniciada a caracterizacdo de sitios
especificos de interacdo de farmacos [Sudlow, 1975]; em 1979, o gene ASH foi isolado
[Sargent, 1979]; em 1981, a sequéncia nucleotidica do cDNA de ASH foi relatada [Lawn,
1981]; em 1986, a sequéncia completa do gene de ASH foi determinada [Minghetti, 1986], e a
expressdo, a clivagem e a secrecdo de ASH de levedura cultivada Saccharomyces cerevisiae
foi relatada [Hinchcliffe e Kenney, 1986]; a partir de 1989, muitas mutacdes ASH foram
localizadas [Peters, 1995; Minchiotti, 2008; Otagiri e Chuang, 2009]; em 1992, a estrutura
tridimensional “em forma de cora¢ao” da ASH foi determinada [He e Carter, 1992]; em 1995,
o tetrafenilporfirinatoiron ferroso (FeP(l1)) foi incorporado a ASH para obter um substituto de
hemacias [Komatsu, 1995]; em 1999, o papel da ASH na eliminagdo de heme-Fe foi
destacado [Miller e Shaklai, 1999], e a heme-albumina do soro humano ( ASH-heme) foi

projetada para se tornar um transportador de O [Carter, 1999; Komatsu, 2004]; e a partir de
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2001, foi sublinhado o papel desintoxicante de ASH-heme-Fe para espécies reativas de

nitrogénio (RNS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) [Monzani, 2001; Ascenzi e Fasano,
2007; Ascenzi, 2009] [Fanali 2012]

2.2.1 Estrutura quimica da ASH

Em 1975, a sequéncia primaria de ASH foi identificada pela primeira vez (Figura 11)

e a ASH inteira exibiu um peptideo de sinal (residuos 1-18), propeptideo (residuos 19-22) e

proteina madura (residuos 23-609) O peso molecular da proteina é de 66,5 kDa que contém a
seguinte quantidade de residuos de aminoacidos: Ala(62), Arg(24), Asp(53), Cys(35),
Gly(12), Glu(82), His(16), lle(61), Leu(61), Lys(59), Met(6), Phe(31), Pro(24), Ser924),

Thr(28), Trp(1), Tyr(18), e Val(41) possuindo varias por¢oes homdlogas em sua estrutura
(Figura 12). [Meloun, 1975; Sugio, 1999; Liu, 2015]
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lle -Ser-Ser—-Lys—-Leu-Lys- Glu-Cys-Cys-Glu- Lys-Pro-Leu-Leu-Glu
Lys—Ser —Hixe Cys~He= AL~ Glu~ Val«Glu— Asn=Asp - Glu=Met - Pro=-Ala~
Asp-Leu-Pro-Scr-Leu—Aln - Ala- Asp-Phe-Val - Glu- Ser- Lys - Asp - Val
Cys—Lys - Asn-Tyr-Ala-Glu-Ala-Lys— A<p-Val- Phe - Leu-Gly - Met-Phe-
Len-Tyr-Glu~Tyr-Ali- A= Arg-His<~Pro<Asp~Tyr-Scr-Val-Val=Lou =

Lew—Leu—Arg— Leu—Ab- Lys—Thr=Tyr-Glu=Thr-Thr- Leu - Glu-Lys—Cys--

Cys=Ala—Al <is= Aspe Pro= Tyr Glu-Cys~Ala~Ala - Lys Val -Phe - Asp
Glu=Phe=Lys-Pro=Leu=Val -Glu-Glu<Pro~Gin-Asn—Leu-le—Lys~Gln=

Asn~Cvs—Glis ~Lew <Phe~ Gl -GIn- Lew - Gly ~Ghu-Tyr < Lys- Phe - Gln - Asn -

Ala-Leu—-Leu=Vad- Arpg—Tyr—=Thi-Lys-Lys— Val-Pro-Gin-Val=Ser-Thr-
Pro=The=Leu- Val-Glu - Val-Ser -Are-Asn—Leu—-Gly -Lys-Val-Gly —Ser--
Lys-Cy3-Cys-Lys— His-Pro-Glu—Ala—Lys-Arg—Met-Pro-Cys—Ala-Glu—-
Asp-Tyr—Leu—-Ser—Val-Val-Leu- A= Glu-— Leu-Cys—Val=Leu- Glu-THis
Lys—Thr-Pro-Val--Ser—Asp- Arg~Vul-Thr- Lys Cys—Cys~Thr-Glu -Ser

Leu—Val=Asn-Are - Ang—Pro-Cys— Phe -Ser— Ala- Len=Glu-Val - Asp--Glu -

Thr—Tyr-Val - Pro~Lys~Gin~Phe- Asn < Ala~Glu~Thr<Phe~ Thr<Phe<Ijs:
Aln--Asp-lke - Cys-Thr-Leu-Ser—Glu—Lys -Glu—-Arg-Gln—He—Lys-Lys—
Glo-The-Ala- Leu-Val-Glu - Leu=Val = Lys—His— Lyvs— Pro~Lys— Ala—Thr

Lys-—-Glu—Gln-Leu= Lys— Ala—Val-Met = Asp— Asp - Phe - Ala—-Ala=Phe- Val -
Glu—Lys -Cys—-Cys—Lys—Ala-Asp-Asp-Lys—Glu—hr=Cys-Phe—-Ala-Glu -

Glu—Gly—Lys—Lys—Leu—VYal-Ala~ Ak -Ser—Gla— Ala— Ala=Leu-Gly - Leu

Figura 11. Sequéncia completa de aminoacidos da albumina sérica humana. O residuo de
cisteina 34 conttm o UGnico grupo SH livre da albumina.

[Meloun,

1975]
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Figura 12. Homologia interna na sequéncia de residuos de aminoacidos na albumina sérica
humana. [Meloun, 1975]

A estrutura tridimensional da ASH foi resolvida inicialmente por Carter e
colaboradores em 1989 com resolucdo de 6,0 A [Carter, 1989], e melhorada para uma
resolucdo relativamente alta de 2,8 A em 1992. [He, 1992] Em 1999, o grupo Sugio forneceu
uma estrutura de ASH com a melhor resolucéo de 2,5 A [PDB-ID 1A06] (Figura 13). A partir
desses estudos, a ASH foi considerada uma proteina puramente helicoidal contendo 67% de

hélices em sua estrutura secundéaria, com algumas voltas e al¢as estendidas.

A ASH tem uma forma assimétrica de coracdo com dimensdes de (80 x 80 x 30 A) e
volume de 88.249 A3. [Sugio, 1999] Toda a estrutura de ASH contém trés dominios a-
helicoidais homologos que sdo estruturalmente semelhantes (Figura 13); dominio | (residuos
1-195), dominio 11 (196-383) e dominio Ill (384-585). [Fanali, 2012] Esses trés dominios
consistem em dez hélices antiparalelas e sdo divididos em dois subdominios; um subdominio
A com seis hélices (a-hl - a-h6) e subdominio B com quatro hélices (b-h1 - b-h4) (Figura 14).
O residuo terminal da ASH é constituido pela sequéncia N terminal de ASH -N-Asp-Ala-His-

Lys-, que apresenta grande afinidade por diferentes metais. [Varshney 2010]
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Figura 13. Representagdo em forma de fita da estrutura tridimensional da ASH e duas
perspectivas diferentes (a e b) com rotacdo relativa de 180°. [PDB ID, 1A06] [Sugio, 1999]
Foram usadas como referéncia relativa as hélices-a l11a-h2 e Illa-h6. A figura foi reparada
usando 0 programa JSmol.
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Figura 14. Representacdo dos subdominios da ASH bem como as suas respectivas hélices-a e
pontes de dissulfetos. A sequéncia de nomenclatura é derivada do trabalho de Minghetti e
colaboradores. [Minghetti, 1986; Sugio, 1999]

Além disso, ASH compreende 34 residuos de cisteina envolvidos na formacédo de 17
pontes dissulfeto que estabilizam a conformacdo desta molécula globular e uma cisteina livre

Cys34 no subdominio IA (Figura 15).

A ASH contém vaérios residuos de aminoacidos aromaticos com propriedades
fluorescentes, ou seja, 31 residuos de fenilalanina, 18 de tirosina e apenas um residuo de
triptofano (Trp 214), que estd posicionado nas proximidades da cavidade hidrofébica do
subdominio A (Fig. 2.15a), [Birkett, 1977; Abou-Zied, 2015] enquanto os residuos de
aminoacidos idnicos como &cido glutdmico (Glu), arginina (Arg) e lisina (Lys) sdo
abundantes (Figura 15b). [Birkett, 1977] Tais sequéncias de residuos nativos conferem as
albuminas uma alta propriedade de carga total (com a carga liquida de -15 em pH fisiolégico),

0 que promove a sua  solubilidade. [Peters, 1995; Liu, 2015]
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O residuo de triptofano esté localizado na posi¢do 214 no sitio | de Sudlow (Trp214), e
a sua fluorescéncia € sensivel a presenca de ligantes proximos. Dentro da proteina, o residuo
de triptofano é espacialmente orientado para o sitio | de interacdo. Portanto, quaisquer
alteracbes nas propriedades de fluorescéncia da proteina quando excitada a 295 nm s&o
atribuidas a alteragcbes no ambiente proximo ao Trp214, por isso é frequentemente usado
como uma sonda intrinseca para investigar as propriedades de interagdo de compostos
bioativos com ASH. [Abou-Zied, 2015]

[CYS]34:A.CA #240|

Figura 15. a) Estrutura tridimensional para ASH com destaque para a cisteina Cys34 e o
triptofano Trp214, b) representagédo da estrutura da ASH mostrando as diferentes classes de
residuos de a-aminoacidos: azul escuro (Arg e Lys), azul claro (GIn e Asn), vermelho (Glu e
Asp), amarelo (Cys), Alaranjado (Ser e Thy), verde, (Leu, lle e Val), bege (Pro) e em azul
marinho (Phe e Tyr). [PDB ID, 1A06] [Sugio, 1999] As figuras foram preparadas usando o
programa JSmol.

A estrutura cristalina de ASH mostra moléculas de agua que estdo ligadas em locais
especificos. [He, 1992; Borisover, 1996] A presenca de agua dentro e ao redor da proteina é
importante para a estabilidade estrutural da macromolécula e na manutencdo do nucleo
hidrofobico da proteina. [Borisover, 1996, Levy, 2006] O conflito entre as cadeias laterais
hidrofobicas e a natureza polar da 4gua leva esses grupos a colapsarem e ficarem protegidos
da agua, formando um nucleo bem compactado que contém mais de 80% das cadeias laterais
apolares de uma proteina tipica. [Borisover, 1996; Levy, 2006] Este conflito é central para o

dobramento de proteinas.
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Os cristais de proteina, que normalmente contém quantidades substanciais de dgua (até
70%), mostram uma ampla gama de ambientes especificos de interacdes de hidrogénio. Cerca
de 55% da agua da primeira camada de hidratacdo esta ligada a espinha dorsal e o restante as
cadeias laterais carregadas. Algumas dessas &guas estdo em posicoes fixas e sdo observadas
toda vez que a estrutura € determinada, enquanto outras estdo em posi¢des variadas e refletem
um conjunto de interacdes dgua-proteina que hidratam toda a superficie e as vezes o nucleo
proteico. [Abou-Zied, 2015]

Numerosos estudos biofisicos também revelaram que a ASH possui varias regides
anfifilicas, consistindo nas regifes formadas por vérias hélices-a. A contribuicdo da
anfifilicidade e a flexibilidade das regides formadas pelas hélices-a para a ASH representa o
grande potencial de interacdo de varios ligantes com afinidade promissora (10 a 10° M),

principalmente para aqueles com propriedades anfifilicas tais como acidos graxos (AG).

Uma descricdo mais detalhada das principais forcas de interacdo da afinidade dos
ligantes ao subdominio 1A sdo derivadas da entalpia, indicando que as interacdes idnicas
seriam fatores importantes para este subdominio. Em contraste, as principais forcas de
interacdo para o subdominio I1A foram impulsionadas pela entropia, o que implica que as
interacOes hidrofobicas sdo os principais fatores que contribuem para a interacdo dos ligantes
com o sitio Il Sudlow. [He, 1992] Tais interagdes com a proteina ASH influenciardo a
distribuicdo, metabolismo e excre¢do de pequenas moléculas nos seres vivos. [Elsadek, 2012;
Lexa, 2014; Liu 2015]

Estudos cristalograficos de uma variedade de farmacos e complexos de biomoléculas
com ASH revelaram o nimero e a localizacdo de seus sitios de interacdo na proteina. De
forma geral os sitios ativos podem ser divididos em dois grupos. O primeiro grupo de sitios
pode ser descrito como sitios de interacdo dos acidos graxos e sdo distribuidos por toda a
proteina e envolvem todos os seis subdominios. [Varshney, 2010] Um segundo grupo de
sitios liga-se especificamente a outros tipos de compostos enddgenos e exdgenos, chamados

de sitio I e 11 de Sudlow e o sitio Il descrito pelo subdominio IB. [Zsila, 2013a]
2.2.2 sitios de interacdo de &cidos graxos

Sob condig@es fisiologicas, a ASH é o principal transportador de acidos graxos na

forma ndo esterificada (99%), enquanto as lipoproteinas, como quilomicrons, lipoproteinas de
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muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de
alta densidade (HDL), estdo principalmente envolvidas no transporte de &cidos graxos na
forma esterificada. [Hegele, 2009; Linciano, 2022]

Inicialmente, os estudos realizados em 1998 pelo grupo de Curry et al. com uma série
de &cidos graxos com diferentes tamanhos de cadeia mostraram que ASH acomodava sete
moléculas de 4&cido graxo médio miristico, com o0s respectivos sitios de interacdo
denominados FAL1 a FA7 (Figura 16), tendo sido identificados os principais residuos de a-
aminoacidos que interagem com os respectivos acidos graxos (Tabela 2). [Curry, 1998]
[Bhattacharya, 2000, Wang 2015]

¥
R48:
%348
/ 1B

Figura 16. Representacdo para a estrutura cristalina dos sitios de interacdo de acidos graxos
(FAs) mostrando os principais residuos de a-aminoacidos que estdo interagindo com o0s
ligantes. As estruturas mostradas sdo para C18:0 (azul), C18:1 (violeta) e C20:4 (marrom)
ligadas a (a) sitio FAL, (b) sitio FA2, (c) sitios FA3 e 4, (d) sitio FA5, (e) sitio FAG e (f) sitio
FAT. [Petitpas, 2001]
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Tabela 2. Principais residuos de a-aminoécidos pertencentes aos diferentes sitios de acido

graxo (FAs) que estéo interagindo com os ligantes mostrados na Figura 16. [Petitpas, 2001]

Sitio &c. graxo Residuo de a-aminoéacido
FA1 R117, Y138, D183, Y161 e H146 Argl17, Tyr138, Aspl183, Tyrl61l e His146
FA2 Y150, R257 e S287 Tyr150, Arg257 e Ser287
FA3/FA4 Y411, R410, S432, R485 e R348 Tyr411, Arg410, Ser432, Arg485 e Arg348
FA5 K325 e Y401 Lis325 e Tyr401
FA6 R209, D324 e E354 Arg209, Asp324 e Glu354
FA7 R257, R222, R218, K199 e H242 Arg257, Arg222, Arg218, Lis199 e His242

As posicdes de sitios de interacdo de &cidos graxos (FA) em ASH foram identificadas
para os diferentes subdominios. [Dirks, 1951; Wolfbeis, 1987; Salvi, 1997; Kurono, 1992]
Posteriormente, verificou-se que os sete sitios comuns de interacdo de FAs acomodam tanto
os FA de cadeia média e longa, bem como FAs monossaturados e polissaturados, como
mostrado na Figura 17. A maior afinidade para FAs de interacdo foi encontrada nos sitios
FA2, FA4 e FA5. [Wang, 2015]

Figura 17. Estrutura cristalina para ASH complexada com trés diferentes acidos graxos. Os
acidos graxos sdo mostrados na cor amarela. a) acido miristico complexado com tiroxina (cor
azul) [PDB IB, 1HK4] b) acido estearico [PDB ID,1E71] e c) acido palmitico. [PDB ID,
1E7H] Todas as figuras foram preparadas usando o programa JSmol.

Em publicagdes posteriores, os estudos para a interacdo com acidos graxos indicaram

que estes interagem com nove sitios (FA) presentes em ASH, sendo estes denominados FA1 a

FA9, e divididos em sitios de acidos graxos primarios (FA1-FA7) e secundarios (FA8 e FA9)

(Figura 18). [Fanali, 2012; Ascenzi, 2010; Peters, 1995; Leboffe, 2020] Os sitios FA8 e FA9

estdo posicionados na base e no topo da fenda delimitada pelos subdominios IA-IB-11A de um

lado e pelos subdominios I1B-111A-111B do outro, respectivamente. [Leboffe, 2020] Apesar da
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estrutura de dominio de repeticdo da proteina, os sitios de interacdo de &cidos graxos exibem

uma distribui¢do surpreendentemente assimétrica. [Varshney, 2010]

Figura 18. Representacdo para a cocristalizacdo do &cido capricos nos sitios de interacdo de
acidos graxos FA1-FAT7 (primarios) e FA8 e FA9 (secundarios) [PDB-ID 1E7E]. A figura foi
preparada usando o programa JSmol.

Os sitios de FAs primarios estdo localizados no subdominio IB (FA1), na interface
entre os subdominios IA e IIA (FA2), no subdominio Il1A, em correspondéncia com o sitio
Sl de Sudlow de interacdo de farmacos (FA3-FA4), no subdominio 111B (FA5), na interface
entre os subdominios 1A e 1B (FA6), no subdominio IIA, em correspondéncia com o sitio de
interacdo SI de Sudlow (FA7), e FA8 e FA9, que estdo localizados na fenda entre o0s
subdominios IB e I1IA (Figura 18). [Curry, 1999; Petitpas, 2001; Bhattacharya, 2000;
Linciano, 2022]

As estruturas cristalinas de ASH ligadas aos FAs exibem uma grande mudanca
conformacional na proteina quando comparadas com as estruturas da ASH nativa. Embora as
estruturas gerais sejam semelhantes e a estrutura interna de cada dominio seja
aproximadamente preservada, os dominios | e Il s&o rotacionados em relacdo ao dominio
central Il devido a interacdo de &cidos graxos nos sitios FA2 e FA3 (Figura 19). [Curry, 2009;
Wang, 2015; Abou-Zied, 2015]

Com base em diferentes dados bioquimicos e nas estruturas de raios-X, foi sugerido
que os acidos graxos de cadeia média e longa (variando em comprimento de cadeia de C10 a
C18) devem exibir afinidades distintas para os diferentes sitios de interacdo. [Abou-Zied,
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2015] Embora os sitios de interacdo paregcam bem-adaptados para acomodar o acido graxo, a

sua maioria e capaz de interagir com outros ligantes. [Varshney, 20010]

Os lipidios, que sdo outra classe importante de compostos enddgenos, geralmente
interagem com a ASH com menor forca do que os acidos graxos de cadeia longa. [Peters,
1995; Wang, 2015] Além disso, numerosos estudos subsequentes mostraram que a presenca
de acidos graxos tem efeitos imprevisiveis na interacdo do farmaco, tendo sido observadas

interagdes cooperativas e competitivas. [Varshney, 2010]

IIIa-h6

IIIa-h6 ITa-h2

b) 90° IITa-h6

Figura 19. Comparacéo entre as estruturas cristalinas de: a) ASH nativa [PDB-ID, 1A06] e
b) ASH complexada com acido céprico. [PDB ID, 1E7E]. De modo a realizar uma
comparacgdo sistematica entre diferentes estruturas cristalinas de ASH, foram tomadas como
referéncia relativa as hélices-a. pertencentes aos subdominios Ila-h2 e Illa-h6. As estruturas
foram construidas usando o programa JSmol

Uma descri¢do mais detalhada dos sitios de interacéo para cidos graxos estd mostrada
a seguir, onde as moléeculas de acidos graxos (AGs) ligadas a ASH sdo representadas como
bastdes (Figura 20). Duas vistas sdo mostradas para cada sitio, sendo os modelos de estrutura
tridimensional de ASH [PDB-ID, 1E7E, 1E7F, 7TAAE, 1E7H, 1E71, 1GNI, 1GNJ] usando o
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programa Pymol. [The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC]
[Linciano, 2022]

FA5 FENDA FA1 FA1

FA6 FA3

Figura 20. Representacdo estrutural do modo de interacdo de multiplos acidos graxos (AGSs)
para ASH para os diferentes sitios de interacdo (FAL1 — FA7). A representacdo da superficie
molecular da ASH é mostrada em duas orientagdes (rotacdo de 90°). [Linciano, 2022]

2.2.3 Os sitios de interacao primarios para compostos endégenos e exdgenos

Em contraste aos acidos graxos, muitos farmacos interagem preferencialmente a um
conjunto de sitios de interacdo formado por diferentes regides na proteina, conhecidos
inicialmente como sitios | e Il de Sudlow (Figura 28) [Sudlow, 1975, 1976], como
confirmado posteriormente por estudos estruturais. [Ryan, 2011] No entanto, um terceiro sitio
de interacdo priméria esta presente no subdominio 1B, denominado de sitio SIlI (Figura 21), o
qual foi posteriormente identificado como o principal local de interacdo de um fotoisémero de
bilirrubina, [Zunszain, 2008] da hemina, [Zunszain, 2003; Wardell, 2002], de um derivado de
sulfonamida [Buttar 2010] e do antibidtico esteroidal acido fusidico. [Zunszain, 2008; Zsila,
2013]

Carter e colaboradores afirmaram que o subdominio IB (Sitio Ill) é a terceira maior
regido de interagdo a farmacos da ASH, cuja importancia ndo foi reconhecida anteriormente
por Sudlow (Figura 21). [Carter, 2010; Carter, 2007; Burke, 2010; Carter, 2007b; Wang,
2006; Carter, 2008; Kragh-Hansen, 1981; Zsila, 2013] Além disso, o subdominio IB (sitio 11I)

é acoplado alostericamente com os sitios de Sudlow (sitios I e Il) e, consequentemente, pode
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levar a mudangas do modo de interagdo da ASH, impactando seriamente seu perfil
farmacocinético. [Kratochwil, 2002; Curry, 2009; Carter, 1994; Zsila, 2013]

Sitio IIT

Sitio I

Figura 21. Estrutura cristalina de ASH indicando as regifes de interacdo primaria de
farmacos enddgenos exogenos: sitio S, sitio Sl e sitio SIIl. [PDB-1D, 1A06] A estrutura foi
preparada usando o programa JSmol.

Em particular, o sitio SI de Sudlow (subdominio 11A) se sobrepde ao sitio de acido
graxo FA7 e compartilha pelo menos duas cadeias laterais de aminoacidos com o sitio de
acido graxo FA2; por outro lado, o sitio SII de Sudlow (subdominio Il11A) se sobrepde aos
sitios de &cidos graxos FA3-FA4 [Varshney, 2010], enquanto o Sitio SlII (subdominio IB) se
sobrepde ao sitio de &cidos graxos FAL. [Leboffe, 2020]

Os sitios de interacdo Sl e Sl de Sudlow também sdo conhecidos como sitio da
varfarina e do ibuprofeno, os quais foram descritos como compostos modelo que interagem
com residuos de a-aminoacidos (Tyrl50, Lys195, Lys199, Arg222, Leu238, Arg257 e
Ala291) e (Leu 37, Arg410, Tyr 411, Lys414, Val433, Leu453 e Ser489) (Figuras 22a e 22b
respectivamente), enquanto que o sitio SllI é conhecido como sitio do 4cido salicilico, o qual
interage com os residuos dos a-aminoacidos Argl86, Lys190, Gly189, Phel49, His146 e
Tyrl61 (Figura 22c). [Rabbani, 2019; Leboffe, 2020]

Deve-se notar também que a existéncia de mais de dois sitios de interacdo de farmacos
na ASH foi considerada por Kragh-Hansen na década de oitenta, sugerindo quatro sitios de
interacdo primarios separados para varfarina, digitoxina, diazepam e vermelho de fenol.
[Kragh-Hansen, 1981; Kragh-Hansen, 1985; Zsila, 2013]
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Sitio | Sitio Il Sitio Il

) b) c)

Figura 22. Representacdo da complexacdo nos sitios primarios de interacdo de farmacos
enddgenos exdgenos com ASH a) sitio | de Sudlow ou sitio da varfarina, b) sitio 1l de Sudlow
ou sitio do ibuprofeno e c) sitio Il ou sitio do &cido salicilico. [Leboffe, 2020]

Muitos trabalhos na literatura empregaram amplamente métodos de interacao
competitiva para investigar a seletividade dos sitios priméria (SI, SIl e SIIl) com diferentes
compostos bioativos no reconhecimento molecular e na interagdo com o ligante. A agua
dentro da cavidade da proteina é crucial para manter o equilibrio entre a natureza hidrofébica
e hidrofilica do sitio de interacdo. Ap6s o desdobramento e redobramento da ASH, mais
moléculas de agua ficam presas dentro dos sitios de interacdo, o que causa algum inchaco que

impede a recuperacéo total do seu estado nativo. [Varshney, 2010; Abou-Zied, 2015]

Além dos estudos de interacdo competitivas, as alteracdes induzidas nos espectros de
dicroismo circular (DC) para o complexo biliverdina-ASH e hemina-ASH indicam interacdes
alostéricas entre o sitio Sl (IB) e os sitios Sl e SII de Sudlow. Esses achados complementam
0 antigo quadro focado principalmente na interacdo alostérica entre os subdominios 1A e 1A
e chamam a atencdo para a complexa rede alostérica interdominios de ASH, na qual as
regides de interacdo de farmacos em cada dominio sdo mutuamente acopladas umas as outras.
[Zsila, 2013] Estudos cristalogréaficos realizados com complexo ligante/ASH revelaram mais
detalhes moleculares dos sitios de interacdo. [Ghuman, 2005; Buttar, 2010; Yang, 2007;
Petitpas, 2001; Ryan, 2011; Zsila, 2013]

2.2.3.1 Ositio de interacéo | de Sudlow (subdominio 11A)

O sitio SI de Sudlow é uma cavidade de interacdo relativamente grande, caracterizado
como uma regido conformacionalmente adaptavel e que pode ser separada em trés subsitios
ndo sobrepostos. De modo geral, estes subsitios podem ser classificados como o subsitio de

indometacina (IMN), [Ghuman, 2005] subsitio salicilico (SAL), localizado na parte interna do
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sitio S, [Yang, 2007] e um subsitio 3'-azido-3'-desoxitimidina (AZT), localizado proximo a
abertura do sitio SI. [Zhu, 2008; Rabbani, 2019] Este sitio que interage com grande afinidade
com compostos heterociclicos relativamente volumosos com uma carga nhegativa
deslocalizada, sendo o ligante prot6tipo para este sitio o farmaco anticoagulante varfarina
(Figura 22a). [Leboffe, 2020] No tdpico 2.5 estdo relacionados compostos com atividade
bioldgica que interagem com o sitio | de Sudlow estudados no Laboratério de Fotoquimica da

UFRRJ, pelo grupo de pesquisa do Dr José Carlos Netto Ferreira.

Vaérios residuos carregados de ASH, incluindo Lys195, Arg218, Arg222 e Glu292,
estdo localizados na abertura do sitio | de Sudlow. [Ghuman, 2005; Rabbani, 2019] Existem
59 residuos de lisina em ASH sendo que a maioria desses residuos se projeta da ASH para um

ambiente hidrofilico, estando em contato direto com a agua (Figura 15).

Ja a Lys199 esta localizada em uma cavidade hidrofobica no subdominio 1A que é
predominantemente delimitado pelos residuos: Lys195, Trp214, Arg218, Leu219, Arg222,
Phe223, Leu238, His242, Arg257. Leu260, 11e264 e Ser287 (Figura 22a). A Lys199 forma um
conjunto externo proximo a entrada do sitio SI de Sudlow, com a Lys195 e a His242 (Figura
23). A Lys199 projeta-se para o centro do sitio, e desempenha um papel fundamental na
interacdo de farmacos no subdominio 1A de ASH (sitio SI de Sudlow), e muitas vezes forma
ligacdo de hidrogénio ou pontes salinas entre os farmacos e os residuos de aminoacidos
presente em cada sitio. [Bertucci, 1998; Ghuman, 2005; Diaz 2001; Li, 2014; Gou, 2014;
Petitpas, 2003; Gou, 2016]

O sitio de interacdo mostra ter uma capacidade de ionizacdo que é importante
considerar quando se utiliza farmacos que interagem ao sitio SI de Sudlow. [Abou-Zied,
2015; Gou, 2016]
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Figura 23. Representacdo da estrutura cristalina do ambiente préximo a Lys199 para a
estrutura nativa da ASH. [Gou, 2016]

O interior da cavidade do sitio SI de Sudlow € predominantemente apolar e contém um
aglomerado de residuos de oa-aminoacidos hidrofobicos por natureza (Phe21l, Leul98,
Trp214, Leu219, Leu238) [Ghuman, 2005; Rabbani, 2019], enquanto em direc¢éo ao fundo do
sitio sdo encontrados os residuos de a.-aminodcidos polares Tyr150, His242 e Arg257. [Artali,
2005; Abou-Zied, 2015]

Na presenca de miristato, foi observada a cointeracdo de varios farmacos ao sitio SI de
Sudlow (Tabela 3), sugerindo que a presenca de acido graxo induz mudangas conformacionais
no sitio Sl de Sudlow. [Zhu, 2008; Leboffe, 2020]
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2.2.3.2 Ositio de interacéo 11 de Sudlow (subdominio 111A)

O sitio de interagdo Sl de Sudlow tem um tamanho de cavidade de interagdo menor
que sitio SI de Sudlow e também possui carater hidrofébico, podendo assim se associar a
compostos hidrofébicos. [Rabbani, 2019] O sitio de interacdo SII de Sudlow é considerado o
principal para um grande nimero de farmacos que normalmente contém uma carga negativa
localizada, tal como anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), anestésicos e ansioliticos,
sendo o ibuprofeno o protétipo do ligante para o sitio Il de Sudlow (Figura 22b). [Leboffe,
2020]

A interacdo neste local é geralmente forte e especifica com estequiometria 1:1.
[Sudlow, 1975; Sudlow, 1976; Abou-Zied, 2015] Os residuos de aminoacidos Arg410 e
Tyr411 sdo os principais constituintes polares que formam um lado da entrada deste sitio de
interacdo e também fornecem interacdes de hidrogénio ou pontes salinas com moléculas de
farmacos que, com os residuos de a-aminoacidos Phe488 e Ser489, compbem a entrada do
sitio SII de Sudlow. [Ghuman, 2005; Wang, 2015]

O interior do sitio de interacdo SIl de Sudlow para a complexacdo com ibuprofeno é
formado por um conjunto de o-aminoacidos predominantemente hidrofdbicos: Leu387,
11e388, Leu430 e Val433. [Ghuman, 2005; Leboffe, 2020]

2.2.3.3 O sitio de interacéo 111 (subdominio IB)

O sitio de interacdo Sl pode ser descrito como uma cavidade no subdominio IB, com
os compostos hemina, bilirrubina e miristato representando os ligantes prototipicos. [Zsila,
2013; Zsila, 2013b; Leboffe, 2020] A interacdo simultanea de uma molécula de acido graxo
(AG) e uma molécula de farmaco (como no caso de azapropazona, naproxeno ou &cido
salicilico) com o sitio SlIl, bem como o fato de que diferentes classes de farmacos
(antibidticos, antineoplasicos, antirretrovirais e anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE))
interagem de formas diferentes no Sitio Ill, é consistente com a presenca de subsitios
adicionais. [Ghuman, 2005; Petitpas, 2001; Ryan, 2011; Bhattacharya, 2000; Ryan, 2011b;
Lejon, 2008; Zhu, 2008; Curry, 1998; Zsila 2013; Kaneko 2011; Leboffe, 2020]

Conforme mostrado na Figura 24, dois subsitios principais estdo localizados na
cavidade do sitio SIII. Em particular os compostos volumosos, como o &cido fusidico [PDB-

ID 2VUF], interagem com o sitio SIIl nas proximidades da Tyrl61l e interagem com 0S
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residuos de o-aminodcido Leullb5, Valll6, Tyrl38, Phel57 e Phel65 envolvidos no
reconhecimento do composto heme e de acidos graxos (AGs), enquanto compostos menores,
como o0 AZT, sdo encontrados perto do residuo His146, interagindo com Argll4, Arg 186 e
Lys190. [Leboffe, 2020] Acredita-se também que o reconhecimento do ligante para o sitio
SII conduz a mudanca conformacional que se propaga do subdominio IB para 0s
subdominios IA, 1A e IIB. [Fanali, 2011; Fasano, 2005; Ascenzi, 2010; Zsila, 2013; Kaneko,
2011; Ascenzi, 2013; Ascenzi, 2015; di Masi, 2015; Leboffe, 2020]

Figura 24. Representacdo estrutural para complexacdo no sitio SIII de ASH com: a) &cido
fusidico e b) AZT. [Leboffe, 2020]

Inimeros experimentos de competicdo e de dicroismo circular (DC) revelaram o
aprisionamento de uma variedade diversificada de moléculas cidas, neutras e basicas dentro
do sitio SIHII  (subdominio 1B), incluindo agentes anticancerigenos (camptotecina,
doxorrubicina, daunorrubicina, teniposido, suramina, inibidores de tirosina quinase,
anticoagulantes (dicumarol), varios esteroides (acidos biliares e carbenoxolona),
antiinflamatérios ndo esteroidais (ANIES), substancias naturais (&cido aristoloquico, acido

glicirretinico) e corantes sintéticos (laranja de metila e azocarmim B). [Zsila, 2013]
2.2.4 Residuo de Cys34 livre

A presenca de um residuo de Cys34 livre na forma reduzida confere atividade
antioxidante & ASH devido a presenca de um grupo tiol livre que pode agrupar e capturar
radicais livres [Lee, 2001; Fabisiak, 2002], o que é bastante raro entre as proteinas
extracelulares. [Rabbani 2019] Além disso, Cys34 pode se ligar a alguns ions metalicos com
alta afinidade, como ions Au (I), Zn (1), Pt (1I), Hg (Il) e Cd (Il). [Otagiri, 2005; Zheng,
2014, Liu, 2010; Elsadek, 2012; Blindauer, 2009]
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A Cys34 esté localizada na parte inferior da fenda semiaberta no subdominio 1A e tem
acessibilidade limitada ao solvente (Figura 25). Aproximadamente 70% da albumina
circulante na corrente sanguinea é mercaptalbumina contendo uma Cys34 acessivel, que néo ¢é
blogueada por compostos sulfidrilicos endégenos. [Gou, 2016]

O grupo HS livre da cisteina-34 é uma caracteristica Unica de uma proteina
extracelular e é responsavel por aproximadamente 90% da concentracdo de tiol no plasma
sanguineo. [Kratz, 2014]

Figura 25. Representacdo da estrutura cristalina do ambiente proximo a Cys34 para a
estrutura nativa da ASH. [Gou, 2016]

A forma de anion tiolato de Cys34 esta parcialmente internalizada no subdominio 1A e
proximo a trés grupos ionizaveis: o anel imidazol de His39, que pode formar ponte salina, o
grupo carboxilato de Asp38 e o grupo hidroxila de Tyr84. [Stewart, 2005] Essa geometria
mantém a Cys34 em estado reduzido a baixo pKa ~ 5 [Peters, 1995], e previne a formacéo de
dimerizacdo de ASH por interacdo dissulfeto intermolecular. [Ascenzi, 2000]

Em particular, 40-80% da atividade antioxidante total de ASH € devida a presenca de
residuos de Cys34 e Met87, Metl123, Met298, Met329, Met446 e Met548. [Bourdon, 2005;
Nakashima, 2018; Rabbani, 2019]

2.2.5 A atividade pseudoenzimatica da ASH

A atividade pseudoenzimatica da ASH semelhante a esterase foi relatada pela primeira
vez em 1951 e extensivamente investigada por décadas. [Rabbani, 2018; Goncharov, 2017] A
atividade do tipo esterase da ASH esta intimamente relacionada a interagédo do farmaco com
os sitios Sl e Sl de Sudlow, e €é principalmente mediada no sitio SI de Sudlow pelo residuo

Lys199 e no sitio I por Tyrd1l.
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Os residuos de aminodcido nas posicdes 199 e 411 e o ambiente circundante sdo
criticos para esta atividade e, portanto, formam um sitio reativo primario (sitio R) para a
atividade da esterase. [Salvi, 1997] Além disso, essa atividade semelhante a esterase € crucial
do ponto de vista clinico, pois pode converter pro-farmacos em farmacos ativos no plasma.
[Kurono, 1992; Rabbani, 2019]

Huang et al. resolveram a estrutura do complexo ASH/aspirina e forneceram
evidéncias sélidas para 0 mecanismo estrutural da atividade da Lys199. [Yang, 2007; Wang,
2014] De acordo com os seus resultados, eles propuseram um mecanismo molecular para a
reacdo de abertura do anel de monossacarideos no subdominio I1A de ASH. A presenga da
Lys199 no sitio de Sudlow SI de ASH parece ser o residuo-chave para catalisar a reacdo de

abertura do anel de glicose (Figura 26). [Gou, 2016]
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Figura 26. Representacdo mecanistica para a atividade tipo esterase da Lys199 no
subdominio 1A de ASH mostrando a hidrélise da aspirina a &cido salicilico. [Gou, 2016]

A Lys199 de ASH foi proposta como um residuo relacionado a hidrolise. [Aldini,
2006] Este residuo foi modificado na hidrélise de alguns substratos, incluindo aspirina
[Liyasova, 2010; Walker, 1976] e HNE (4-hidroxi-trans-2-nonenal). [Aldini, 2006] O residuo
Lys199 também foi um dos principais sitios de interacdo na reacdo de acil glicuronideos com
ASH. [Ding, 1993] A Lys199 localizado no sitio SI de Sudlow da ASH esta cercada por
residuos carregados positivamente, tais como Arg 186, Lys195, Arg218 e Arg222.

A alta reatividade de Lys199 pode estar relacionada a sua localizagdo especifica na
estrutura ASH, levando a um pKa anormalmente baixo de 7,47 quando comparado ao pKa
regular de lisina que é 10,76. [Wa, 2007; Diaz, 2001] Este residuo, juntamente com residuos
de His242 e Arg257, foram sugeridos como os principais mediadores da atividade do tipo
esterase. [Phuangsawai, 2014; Wang 2015] Em associacdo com a hidrdlise de ésteres, alguns
residuos de ASH podem ser modificados covalentemente pelo produto da hidrélise (acidos

carboxilicos), formando derivados estaveis (Figura 26). Os derivados acetilados de ASH
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geralmente perdem a funcdo de hidrolisar novos ésteres. Diferentes tipos de residuos de
aminoacidos de ASH, incluindo lisinas, serinas, treoninas e tirosinas, também sé&o relatados
como modificados por esterificagdo, em um processo semelhante ao descrito para a Lys199 e
a Try411. [Lockridge, 2008; Wang, 2015]

A Tyr41l é outro residuo importante para a atividade do tipo esterase da ASH.
[Lockridge, 2008; Yoshida, 1985] Na hidrolise do acetato de p-nitrofenila, o residuo Tyr411 é
acetilado. [Means, 1975, 1979] O Tyr411 esta localizado no sitio SII Sudlow (subdominio
I1IA de ASH), e possui um baixo pKa, 0 que permite um ataque nucleofilico ao grupo
carboxila de ésteres. [Watanabe, 2000; Sakurai, 2004]

O residuo Arg410 esta proximo ao Tyrd11 (4,5 A) [He, 1992; Sugio, 1999] e parece
facilitar a hidrélise do substrato formando interacbes de hidrogénio com o oxigénio
carbonilico do éster, promovendo assim um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do
éster pelo oxigénio fendlico de Tyr411. A desacetilacdo da acetil-albumina ocorre por catalise
geral &cida ou béasica e com a participacdo da molécula de 4gua [Sakurai, 2004] e € promovida
por argininas préximas. [Lockridge, 2008; [Watanabe, 2000; Wang, 2015]

2.2.6 Mddulo de interagdo com ASH semelhante a proteina G

A ASH também apresenta sitios de interacdo que permitem a sua interacdo com outras
proteinas e, como exemplo, podemos citar a interacdo ASH-Modulo GA. O mdédulo GA
(modulo de interacdo com albumina semelhante a proteina G, que é descrita como uma classe
de proteinas envolvidas na transducgdo de sinais celulares) é uma pequena proteina dimérica
encontrada em uma familia de proteinas de superficie presentes em diferentes espécies
bacterianas.

O modulo GA interage proximo a uma fenda em um sitio entre os dominios IlA e
dominio IIB da molécula de albumina e envolve um Unico sitio que consiste em um
segmento que abrange os residuos 330-548 (Figura 27). [Cramer, 2007; Lejon, 2004;
Varshney, 2010]
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Moédulo GA Mbédulo GA

Figura 27. Representacdo da estrutura cristalina da ASH complexada com: a) modulo GA
[PDB-ID, 1TFQ] e b) s-naproxeno e o modulo GA [PDB-ID, 2VDB]. As estruturas foram
preparadas usando 0 programa JSmol.
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2.2.7 Efeito alostérico para ASH

O paradigma do efeito alostérico é que o ligante induz uma mudanca na conformacéo
da proteina alvo que, por sua vez, produz uma determinada resposta que pode se estender por

todo o sistema proteico, tornando a analise muito complicada.

A interacdo simultanea de varios ligantes a molécula de ASH é uma situacdo
complexa na qual a proteina reconhece ligantes individuais por interacdes especificas e ndo
especificas. Esse reconhecimento, por sua vez, é fortemente dependente do microambiente da

proteina, pois ela altera sua conformacéo in vivo.

Em condicdes fisiologicas, a proteina experimenta varios ambientes como pH, forca
ibnica variavel etc., o que induz mudancas consideraveis na estrutura da proteina nativa.
[\Varshney, 2010]

2.2.8 Albumina como carreador de farmacos ou compostos biologicamente

/farmacologicamente ativos

A longa persisténcia de circulacdo, pouca funcdo imunoldgica, e uma extraordinaria
capacidade da ASH em transportar moléculas de farmacos levaram a que muitos estudos
fossem direcionados a explorar a possibilidade de usar ASH para entregar varios tipos de
novos farmacos projetados para alvos especificos. [Rabbani, 2019]

A interacdo com a albumina por parte de ligantes altera o padrdo e o volume de
distribuicdo, diminui a taxa de depuracdo e aumenta a meia-vida plasmatica do ligante.
[Abou-Zied, 2015] A ASH interage principalmente com farmacos hidrofébicos; no entanto, a
seletividade dos sitios de interacdo é determinada principalmente pelos residuos de albumina
carregados ou polares que estdo presentes na vizinhanca das cavidades hidrofébicas. [Abou-
Zied, 2015]

InteracBes fortes podem diminuir a concentracdo de farmacos livres no plasma,
enquanto uma interacdo fraca pode levar a um tempo de vida curto. A interagdo com a ASH
tem um grande impacto na transferéncia de farmacos para os tecidos. [Pirnau, 2008; Abou-
Zied, 2015] Dois comportamentos de interagcdo foram descritos, denominados como interagéo
restritiva e permissiva. Na interagdo restritiva, apenas a fracdo do farmaco que esta livre no

liquido extracelular estd disponivel para ser transferida para os tecidos. Isso corresponde aos
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compostos de forte interacdo com cinética de dissociagdo lenta. Pelo contrério, a interacdo
permissiva é caracterizada por uma interacdo que ndo restringe a quantidade de farmaco que é
ingerida pelos tecidos, sendo controlada exclusivamente pela afinidade do tecido em

particular pelo farmaco. [Colmenarejo, 2003; Abou-Zied, 2015]

Assim, entre o0s quatro aspectos importantes da farmacocinética de farmacos
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do, ou ADME), a ASH tem forte impacto nos
trés dltimos, [Meloun, 1975; Wang, 2015] sendo que a afinidade de interacdo de ASH é
altamente dependente de suas mudancas conformacionais. [Varshney, 2010] Nesse sentido, a
ASH surgiu como um carreador versatil para agentes terapéuticos, principalmente para o
tratamento de diabetes e cancer, melhorando o perfil farmacocinético do farmaco ou

entregando o farmaco ao sitio patogénico. [Kratz, 2014]

Para o tratamento de cancer, além da capacidade de atuar como um carreador, também
tém sido exploradas as caracteristicas que estdo ligadas ao diametro hidrodinadmico efetivo de
7,2 nm da ASH, permitindo extravasamento para o tecido tumoral, mas ndo para o tecido
normal [Yuan, 1995; Hobbs, 1998]. Além disso, devido a ASH ter peso molecular >40 kDa,
ela pode ser eliminada lentamente do intersticio tumoral; consequentemente, altas
concentracdes intratumorais permanecem mesmo 4 dias apds a aplicacdo. [Noguchi, 1998]
Dessa forma, a combinacdo de permeabilidade e retencdo aumentadas deve ser o fator
responsavel pelo acimulo de albumina em tumores sélidos. [Maeda, 2000; Gou, 2016]

O desenvolvimento de prdé-farmacos é uma das estratégias mais promissoras para
aumentar a eficiéncia e diminuir os efeitos colaterais de farmacos. [Joshi, 2014] Os pré-
farmacos baseados em ASH tém sido extensivamente estudados devido a grande
disponibilidade de residuos de a-aminoéacidos contendo grupos funcionais que possuem
atomos de S e N bem como carboxilatos, agindo como doadores de elétrons, e que sdo ativos
para modificacdo quimica. [Zheng, 2014; Liu, 2010; Elsadek, 2012; Gou, 2016]

As principais tecnologias que usam albumina como carreador de farmacos sdo: a)
farmacos, pro-farmacos ou polipeptideos que podem interagir fisicamente atraves de um
ligante ou grupo de interacdo de proteina a ASH; b) farmacos, pro-farmacos ou polipeptideos
que podem interagir covalentemente através de um ligante ou grupo de interacdo de proteina a
ASH; c) nanoparticulas, estruturas micelares ou microbolhas com farmacos lipofilicos ou

agentes de diagnostico que podem ser preparadas como formulagdes galénicas solGveis em
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agua, adequadas para injecdo intravenosa e d) nanocorpos ou anticorpos bi-especificos que

interagem fisicamente ou sdo fundidos com albumina substituindo o fragmento Fc da
imunoglobulina G (Figura 28). [Kratz, 2012]
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Figura 28. Representacdo esquematica dos processos mecanisticos empregando ASH como
carreador de compostos

bioativos. [Kratz,

2012]

41



2.3 Propriedades de proteinas fluorescentes

Nas aplicacbes bioquimicas normalmente se utiliza a fluorescéncia intrinseca da
espécie a ser investigada. Em proteinas, os trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina (Phe),
tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) sdo os responsaveis pelo processo de emissdo. O triptofano,
que é o fluor6foro com o maior rendimento quéntico de fluorescéncia, esta presente em
aproximadamente 1 mol % na proteina. As proteinas possuem normalmente um ndmero
reduzido de Trp em sua estrutura, o que facilita a interpretagdo dos dados espectrais.
[Lakowicz, 2006]

Do ponto de vista espectroscépico, a grande vantagem da utilizacdo do triptofano na
interpretacdo estrutural das proteinas reside no fato de que a sua emissdo € sensivel ao
ambiente quimico em que se encontra. Sendo assim, mudancgas no espectro de emissdo de
fluorescéncia a partir do Trp estdo associadas a alteragdes conformacionais da estrutura
secundaria das proteinas. [Lakowicz, 2006]

A emissdo de fluorescéncia do Trp pode ser suprimida pela adicdo de um supressor
externo ou por grupos proximos dentro da proteina. Um fator que complica a interpretacdo da
fluorescéncia de proteinas é a presenca de inUmeros aminoécidos fluorescentes, tais como
tirosina, fenilalanina e triptofano bem como possiveis mudancas conformacionais. O ambiente
de cada residuo é distinto, da mesma forma que as suas propriedades espectrais. Entretanto, o
espectro de absorcdo e emissdo de residuos de Trp em proteinas recobre a maioria dos
comprimentos de onda Uteis sendo dificil separar contribuicbes de cada Trp em uma proteina
multi-Trp. Mesmo as proteinas com um unico Trp como a ASH, exibem intensidade de
desativacdo multi-exponencial dificultando uma interpretacdo do processo de desativacdo via

tempo de vida. [Lakowicz, 2006]

A fluorescéncia de proteina pode ser complexa, entretanto, um progresso consideravel
foi alcancado nas décadas passadas. A origem do decaimento multi-exponencial do Trp em
agua esta agora largamente entendida como consequéncia da presenca de isbmeros rotacionais
(rotdmeros). Estes rotdmeros tém diferentes orientagdes dos grupos amino e carboxila em
relacdo ao anel inddlico. A grande variacdo do rendimento quéntico de fluorescéncia do Trp
em diferentes proteinas parece resultar de supressores que se encontram nas proximidades do
Trp, os quais incluem residuos de lisina e histidina. Sob condi¢bes apropriadas, parece que

mesmo grupos amida na coluna peptidica podem atuar como supressores. [Lakowicz, 2006]
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Efeitos anisotropicos exibidos por Tyr e Trp sdo sensiveis a difusdes rotacionais totais
de proteinas e ao grau de movimento segmental durante o tempo de vida do estado excitado.
Portanto, a fluorescéncia de proteinas pode propiciar informagfes consideraveis sobre a
estrutura e a dindmica proteicas e é sempre usada para estudar dobramento de proteinas e
reacOes de associacdo. [Lakowicz, 2006]

Sumarizando, o crescente entendimento da fotofisica do grupo indol, a habilidade de
se alocar o residuo Trp em locais almejados e a avaliagdo de numerosas estruturas de
proteinas tem resultado no crescente entendimento de fatores gerais que governam 0 processo
de fluorescéncia de proteinas. A alta sensibilidade da emisséo de fluorescéncia do Trp quanto
aos detalhes de seu ambiente local tem proporcionado inimeras oportunidades para se estudar

funcéo, dindmica e dobramento de proteinas. [Lakowicz, 2006]
2.3.1 Propriedades espectrais dos aminoacidos aromaticos

Como dito anteriormente, os aminoacidos responsaveis pela emissdo de fluorescéncia
nas proteinas sdo Tirosina (Tyr), Fenilalanina (Phe) e Triptofano (Trp), que apresentam
diferentes coeficientes de absor¢do molar e rendimento quéntico de fluorescéncia (Tabela 3).
O processo de emissao de fluorescéncia das proteinas € normalmente dominado pelo residuo
do triptofano (Trp) que absorve em comprimento de onda deslocado para o vermelho quando
comparado com tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) (Figura 29), exibindo alto coeficiente de
supressao molar, sendo que normalmente a energia absorvida pela fenilalanina e tirosina é

transferida para o residuo Trp na mesma proteina. [Lakowicz, 2006]

Tabela 3. Coeficientes de absortividade molar e rendimento quantico de fluorescéncia para
Phe, Tyr e Trp em solugdo aquosa neutra a 23°C.

Aminoéacido Labs (NM) Aem(nm) g (Mtem?) o
Fenilalanina, Phe 257 282 200 0,03

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

[Lakowicz, 2006]
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Figura 29. Espectro de absor¢do e emissdo de fluorescéncia para 0s aminoacidos a)
fenilalanina, b) tirosina e c) triptofano. [modificado de Lakowicz, 2006]

A fenilalanina (Phe) exibe os seus espectros de absorcéo e emisséo deslocados para o
azul quando comparados com os demais residuos fluorescentes (Aaps = 257 € Aem= 282 nm). Ja
para o residuo de Tyr os processos de absorcdo e emissdo se encontram em uma Situacao
intermediaria (Aabs = 274 e Aem=303 nm), sendo relativamente insensiveis & polaridade do
solvente. Os espectros de absor¢do e emissdo do Trp estdo deslocados para o vermelho e em

agua apresentam os seguintes valores: Aans = 280 nm e Aem= 340 nm. [Lakowicz, 2006]

Nos estudos de fluorescéncia de proteinas, estas sdo geralmente excitadas em seu
maximo de absorcdo, a cerca de 280 nm ou em comprimento de onda mais longo.
Consequentemente, a fenilalanina (Figura 29) ndo é excitada na maioria dos experimentos.
Além disso, o rendimento quantico de fluorescéncia da Phe é pequeno, em torno de 0,03
(Tabela 3). Assim, a emissdo deste residuo proteico é raramente observada. A absorcdo da
proteina em 280 nm se deve tanto aos residuos de Tyr quanto ao Trp. A 23 °C, em solugéo
aquosa neutra, o rendimento quantico de fluorescéncia de Tyr e Trp € de 0,14 e 0,13
respectivamente. Em comprimentos de onda maiores que 295 nm a absor¢do €

predominantemente a partir do Trp. [Lakowicz, 2006]
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Devido as suas caracteristicas quimicas, a tirosina se apresenta como um fluordforo
bastante simples. Seu comportamento fotofisico pode apresentar uma maior complexidade em
determinados pH. A funcdo fendlica presente em sua estrutura faz com que o seu
comportamento quimico no estado excitado seja totalmente diferente do estado fundamental.
No estado excitado a tirosina pode ser facilmente ionizada (pKa=4), enquanto no estado
fundamental esse residuo de aminoacido apresenta menor acidez (pKa=10) Em solucdo neutra,
0 grupo hidroxila do sistema aromatico pode dissociar durante o tempo de vida de estado
excitado, levando a diminuicdo do rendimento quantico de fluorescéncia. Emissao de tirosina
sO é observavel em algumas proteinas, porém, acredita-se que o caminho preferencial para o
processo de desativacdo a partir do estado excitado seja o processo de ionizacdo. [Lakowicz,
2006]

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

esperar ainda efeito de filtro interno em altas concentracdes de proteinas. [Lakowicz, 2006]

O residuo indélico do triptofano possui duas bandas de emissdo caracteristicas. A
possibilidade de excitagdo eletronica para dois niveis de energia quase isoenergéticos, L, e
Ly introduz o fendmeno de anisotropia molecular e consequentemente apresentam bandas de
absorcao (Figura 30) e emissdo distintos que sdo diferentemente sensiveis a polaridade do
solvente (Figura 31). [Lakowicz, 2006]

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

da fluorescéncia por um mecanismo colisional. [Lakowicz, 2006]
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Figura 30. Espectro de excitacdo para a fluorescéncia (I) e de anisotropia do triptofano (r),
em propilenoglicol a -50°C. Também sdo mostrados 0s espectros de anisotropia-resolvida das
transicdes L, (pontilhada) e Ly (tracejada). [modificado de Lakowicz, 2006]
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Figura 31. Espectro de emissdo de fluorescéncia do residuo ind6lico do triptofano em
diferentes ambientes quimicos. [modificado de Lakowicz, 2006]
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2.4 Estudos da interagdo de compostos bioativos com ASH realizados no Laboratério de

Fotoquimica do Instituto de Quimica da UFRRJ

Nos Ultimos dez anos, buscando contribuir para a ampliacdo do conhecimento da
interacdo de compostos bioativos com proteinas séricas, o grupo de fotoquimica liderado pelo
professor Dr. José Carlos Netto-Ferreira tem se concentrado nos estudos da interacdo de uma
série de compostos de grande interesse bioldégico com albuminas, principalmente albumina
sérica humana. Os trabalhos em colaboracdo com diferentes grupos de pesquisa nacionais e

internacionais resultaram na publicacdo de uma série de artigos cientificos.
Nesse sentido podemos destacar os estudos dos compostos:

a) Compostos do grupo das feofitinas (18FP) extraido das folhas da planta Talinum
triangulare. Essas substancias, relacionadas a clorofila, possuem propriedades fotofisicas que

Ihes conferem potencial aplicacdo em terapia fotodinamica. [Chaves, 2015]

18FP

b) Compostos da classe dos tiofeno-chalconas halogenadas (TCH T1-9) mostraram

potentes atividades como inibidores seletivos reversiveis da MAO-B. [Chaves, 2017]

X=H, Br, Cl ¢

Y=Br, Cl, F

TCHT1-9
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C) ,,Compostos derivados da tiossemicarbazida (ETS1 e ETS2) com significativa
atividade biologia em direcdo da enzima tirosinase. [Chaves, 2018] e [Chaves, 2018]

O
x N No N _N N
N H -
Y Y
H S H S
EST1 EST2

d) Compostos derivados fluorados da metformina (MTF1, MTF2 e MTF3) que é um
hipoglicemiante oral prescrito para o tratamento do diabetes mellitus tipo I1. [Chaves, 2018]

NH NH NH NH NH NH

\N)LNJLN \N)LN)LN \NJLNJLN
l H | | H ) | H |
L o0
F
MTF1 MTF2 MTF3

e) Compostos com potencial antiparasitarios benznidazol (BZL), metronidazol (MTZ),
nifurtimox (NFX) e megazol (MZ). [Chaves, 2018]

BZL MTZ NFX MZ
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f) Compostos derivados biologicamente ativos de 1,4-naftoquinona (FNP e FNP4Br) que
demonstrou potencial atividade biolégica como inibidor da cepa de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, bem como possivel inibidor de seis cepas de Candida: C. albicans, C.
krusei, C. parapsilosis, C. kefyr, C. tropicalis e C. dubliniensis, e inibidor de quatro linhas de
células tumorais humanas: HL-60 (leucemia), SF-295 (CNS), HCT-8 (c6lon) e MDA-MB435

(melanoma). [Ferreira, 2018]

0 0]
0 — -0 —
O IO
0] O

FNP FNP4Br

9) Uma nova série de derivados mesoidnicos piperonais (PMI 1-6) com potencial

inibicdo da tirosinase. [Lopes, 2018]

PMI-1 R=H,R'=H
PMI-2 R=H,R’=NO:
" PMI-3 R=H,R’=Br
PMI-4 R=NO2,R’=H
PMI-5 R=CILR'=H
PMI-6 R=Br,R'=H

PMI

h) Compostos derivados semissintéticos da trans-desidrocrotonina-metil-hidrazona
(MHDCTN) e fenil-hidrazona (PHDCTN) exibindo potencial atividade anticancerigena.
[Chaves, 2018]

MHDCTM PHDCTM
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) Uma série de N-aril-2-fenil-hidrazinacarbotioamidas (HCTA) tem sido investigada
como possivel inibidora da tirosinase, enzima envolvida no desenvolvimento de melanomas.

[Sousa-Pereira, 2018]

x (MX=H
| )L (3)X=Cl
N__. (4) X = Br

NN (5) X = OCHj
H H (6) X =CH,4

HCTA

), Composto com potencial anticancerigeno derivado da capsaicina (RPF101). [Chaves,
2018]

0. 0
O~ N NN
(T Y N1
O - ‘v/

RPF101

k) Composto derivado da tiossemicarbazona (MTSC) apresentando alta capacidade de

inibir o crescimento de células cancerigenas, bem como baixa toxicidade. [Chaves, 2019]

!
'.4;\\ Z .//\§:§ //\QQN,"N\ ” NH2
70CH,
MTSC
) Composto derivado da chalcona-tiossemicarbazonas (CTSC) com atividade
antileishmania. [Mendes, 2019]
S.__NH;
S5a X=H
N_ 5b X =CH3
i §c¢ X=CN
J 7 3 5d X=F
) | 'l Se X=Cl
- 5f X=Br
b 2 6g X=NO;
S5a-g
CTSC
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m) Composto natural Artepillin-C (ATP-C) extraido da propolis verde brasileira
produzida na regido sudeste do pais pelas abelhas Apis mellifera, que apresenta diversas
atividades biolégicas como antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatdrio e antioxidante que

estdo associados a presencga do (ATY-C). [Chaves, 2019]

ATP-C

n) Com um composto derivado do 1,2,4-triaz6is (124TZ) com atividade tripanocida.
[Franklim, 2018]

N
N—
o N |' N>—“—:s
C
o
124TZ

0) Composto com potencial antiparasitario (E)-2-((6-iodobenzo[d][1,3]dioxol-5-
il)metileno) hidrazinacarbotioamida (6-IPTSC). [Chaves, 2020]

H

I
0NN, AN NH;
SO G
07NN S

6-1PTSC
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9)] Complexo sintético derivado da BF-naftiridina (BF2NF 1la-i) com atividade de

inibicdo da acetilcolinesterase. [Chaves, 2020]

N sms P X
/:\ NN N J/I\T\ EN IN
F—B_ & F_n- - F—R_
P | i | A P oy |
e ib 1c
CF, CF,
% 1o Jaol
+/ ‘/"’)‘Q?,:, _\'/ .{'/ N 2= ’Q'\‘, N/ §/ N
b ) R S
z R Xy H, 007 NF 07N NS 0N
F | F | ' F |
y " e "

S N N
12 |

P—B‘
Z Fw B AN ~ P
F /\W H,CO™ 2 - Xy O,NT - o i
P B B AP

1g 1h NF NMe, i

BF2NF

q) Com compostos derivados da 2-amino-1,4-naftoquinona (NQA-F) com potencial
atividade contra quatro cepas de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e cinco Gram-negativas (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella

pneumoniae B-lactamase positiva). [Silva, 2020]

O H 0 H o} I?I OH
csaadiceagcliceng
o] NQA o} NQB o] NQC
‘#“w#‘ ‘#i‘ o#w
NQE

NQ

52



r Os compostos derivados de cloreto de (E)-3-fenil-5-(fenilamino)-2-estiril-1,3,4-
tiadiazol-3-io (TD5a-d) com potencial atividade biologica contra linhagens celulares MT2 e
C92 infectados com o virus linfotropico humano de células T tipo 1 (HTLV-1), que causa

leucemia/linfoma de células T do adulto (ATLL). [Sousa-Pereira, 2020]

QLo

A
- S)\hl,]
ba-d H

R = CH, (5a), OCH, (5b), CI (5c), Br (5d)
S) Com monossacarideos frutose, glicose e arabinose, que tém forte impacto na formagéo

de produtos finais de reacdo de glicacdo avancada de ASH (AGESs), prevalentes em pessoas

com diabetes. [Chaves, 2021]

CHOH 4y CHy0H CH,OH o4
(0) 0
0. OH
HO OH | HO
CH,OH N
OH OH OH
Frutose Glicose Arabinose

Em todos os casos estudados os resultados obtidos pela supresdo de fluorescéncia
através das equacdes de Stern-Volmer, indicam um processo estatico. Os valores
termodinamicos AG?, AH? e AS® a 310K bem como os respectivos sitios de interacdo com ASH

estdo descritos na tabela 4.
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Tabela 4. Estudo da interacdo de compostos bioativos com ASH realizados pelo grupo de
fotoquimica da UFRRJ liderado pelo prof. Dr José Carlos Netto Ferreira.

Composto  AG(kJ-mol™)  AH®(kJ-mol™)  AS°(kJ-mol™!-K™!) Sitio (ASH) Referéncia
18-FP —28,4 155+1,.2 0,145 | [Chaves, 2015]
TCH-T1 —28,1 141+0/4 0,136 | [Chaves, 2017]
TCH-T2 -27,9 419+44 0,225 | [Chaves, 2017]
TCH-T3- =277 241+18 0,167 | [Chaves, 2017]
TCH-T4 —28,0 228+25 0,164 | [Chaves, 2017]
TCH-T5 -33,1 -18,7+0,5 0,0305 I [Chaves, 2017]
TCH-T6 —29,6 150,8 £ 21,3 0,582 | [Chaves, 2017]
TCH-T7 —28,0 17,0+ 3,1 0,145 | [Chaves, 2017]
TCH-T8 -27,0 13,6 + 2,0 0,131 | [Chaves, 2017]
TCH-T9 —28,9 111+11 0,129 | [Chaves, 2017]
EST1 -30,0 -28,7+2,9 3,940 | [Chaves, 2018]
ETS2 -24,6 334+33 0,187 I [Chaves, 2018]
MTF1 -25,1 -135,0+8 -0,357 | [Chaves, 2018]
MTF2 272 -192+4.4 0,025 | [Chaves, 2018]
MTF3 —23,7 -31,1+23 —-0,023 | [Chaves, 2018]
BZL -31,1 -5,3+0,55 0,083 | [Chaves, 2018]
MTZ -32,1 -1,1+0,02 0,100 | [Chaves, 2018]
NTZ -27,3 27,6 +2,20 0,177 | [Chaves, 2018]
MZ -31,6 -6,1+ 0,04 0,082 | [Chaves, 2018]
FNP -29,1 -15,1+0,29 0,045 | [Ferreira, 2018]
FNP4BR -24.9 -3,5+£0,29 0,069 | [Ferreira, 2018]
PMI5 -28,8 -4.9 0,077 | [Lopes, 2018]
PMI6 -28,3 -16,5 0,038 | [Lopes, 2018]
MHDCTN -31,9 -185+1,9 0,043 I [Chaves, 2018]
PHDCTN -31,8 41,4+6,5 0,236 | [Chaves, 2018]
HCTA4 -27,8 172+1.3 0,145 | [Sousa-Pereira, 2018]
RPF101 -28,6 149 + 20 0,573 | [Chaves, 2018]
MTSC -28,2 116+11 0,053 | [Chaves, 2019]
CHTSCb5e -27,6 -5,8 £0,27 7,020 | [Mendes, 2019]
ATP-C -33,5 -199+ 1,10 0,043 | [Chaves, 2019]
124TZ -31,1 51+0,29 0,117 | [Franklim, 2019]

54



Tabela 4

continuagéo

BF2NFla -29,1
BF2NF1b —34.,9
BF2NF1c —-30,0
BF2NF1d =522
BF2NF1le —36,4
BF2NF1f —29,0
BF2NFlg -29,7
BF2NF1h —68,1
BF2NF1i -31,5
6-1PSC —98,8
NQA -75,7
NQC 37,4
NQF -49,7
TD5a -28,9
TD5b -29,2
TD5c -29,7
TD5d -29,4
Frutose -167
Glicose -134
Arabinose -184

~25,9+0,09
-31,9+327
22,4+ 158
~39,7+0,08
~32,2+193
14,4 +0,33
10,3+1,31
~473+2,18
-30,0 +1,31
-62,2
-47,8+4,9
-31,6+0,9
-37,8+0,3

-2,64 £ 0,15
-1,88 +£0,17
6,27 +0,10
3,43+0,16

-92,0+19,9
=146 £2,7
-98,3+ 21,7

0,010
0,009
0,169
0,040
0,013
0,140
0,129
0,067
0,004

0,118

0,089
0,018
0,038

0,085
0,088
0,116
0,106

0,243
0,191
0,275

[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]
[Chaves, 2020]

[Chaves, 2020]

[Silva, 2020]
[Silva, 2020]
[Silva, 2020]

[Sousa-Pereira, 2020]
[Sousa-Pereira, 2020]
[Sousa-Pereira, 2020]
[Sousa-Pereira, 2020]

[Chaves, 2021]
[Chaves, 2021]
[Chaves, 2021]
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2.5 Moléculas bioativas
2.5.1 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (TSCNs) constituem uma ampla familia de compostos com
estrutura geral RiR.C=N-NH-C=S-NR3Rs (Esquema 1). S& compostos particularmente
atraentes porque muitos deles apresentam alguma atividade bioldgica contra uma ampla gama
de microrganismos e células cancerigenas. Sua atividade pode estar relacionada as suas
propriedades eletrdnicas e estruturais que oferecem um rico conjunto de atomos doadores para
coordenacdo de metais e uma alta deslocalizacao eletrénica, proporcionando diferentes modos

de interacdo para biomoléculas. [Matesanz, 2021]

S
H
4
\_IN/ N_R-‘
/ /
R, R,

R;, R,, Ry, Ry = H, grupo alquil ou aril

Esquema 1

As tiossemicarbazidas podem ser obtidas por uma série de procedimentos sintéticos
(Esquema 2). Por exemplo, a reacdo de hidrato de hidrazina com isotiocianatos ou a reacao de
aminas com dissulfeto de carbono, seguida da adi¢cdo de hidrato de hidrazina. [Lobana, 2012;
Matesauz, 2009]

NH:-NH: ’(‘S: Lk ?\H;R;

H S
S
\ H X ' /< % O R, \\ /:
N i R: /
% =y — \ —N N—H
H>N /
/ R Ry
NH,-NH; +R3NCS R;
Esquema 2

Sua aplicabilidade especifica varia em fungdo da modificacdo quimica apropriada e
sua interacdo com diferentes metais de transicdo. [Sales, 2021] A forte tendéncia dos TSCNs
de formar quelatos com ions metalicos proporciona complexos com alta estabilidade. Essa
tendéncia torna as moléculas de TSCN uma fonte potente para extrair ions metalicos de

diferentes ambientes. [Matesanz, 2021]
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Segundo Casas e colaboradores [Casas, 2000], as tiossemicarbazonas ndo substituidas
na posi¢cdo N4 (C=N-NH-C=S-NH) séo aproximadamente planares, com o atomo de enxofre
em posicado anti em relacdo ao atomo de nitrogénio da funcdo imina (Esquema 1). [Tendrio,
2005]

As tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas com extrema deslocalizacéo
eletronica, principalmente quando ha grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Esta
afirmacéo esta baseada nos trabalhos pioneiros de Palenik e colaboradores [Palenik, 1974]. O
Esquema 3 mostra a influéncia nos comprimentos de interacdo devido a deslocalizagdo dos
elétrons nas tiossemicarbazonas. [Tendrio, 2005] Pode-se observar que o fragmento N-C-N
apresenta um comprimento de interagdo muito préximo ao observado para as ligacdes duplas
(C=C, 1,201-1,246 A) [Allen, 1983], enquanto na intera¢do C-S (1,685 A) ocorre exatamente
o0 inverso, indicando que o atomo de enxofre permite um maior envolvimento das duas

ligacdes C-N na deslocalizacdo dos elétrons. [Casas, 2000; Tendrio, 2005]

O carater parcial de interacdo dupla C-N também pode ser facilmente evidenciado pela
técnica de espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN !H), uma
vez que os hidrogénios em NH, aparecem como dois sinais ndo equivalentes. Isto acontece
devido a rotacéo restrita da interacdo C-NH> por conta da interacdo dupla parcial que, desta

forma, torna os hidrogénios diastereotdpicos. [Tarasconi, 2000; Jouad, 2001; Tendorio, 2005]

O espectro na regido do infravermelho (IV) mostra a forma predominante deste
tautomerismo, uma vez que o aparecimento de uma banda forte na regido de 1028-1082 cm*
indica a presenca da tiocarbonila (C=S). Contudo, a auséncia desta banda e o aparecimento de
outra na regido de 2500-2600 cm™ demonstram que a forma tiol é mais predominante. [Bharti,
2003; Antonini, 1977] Vale ressaltar que o baixo valor da banda de estiramento de C=S é
devido ao seu acentuado carater de interacdo simples, e que esta pode variar de acordo com 0
ambiente quimico. [Galabov, 2003; Lauvergnat, 1997; Vassilev, 2003; Crews, 1998; Tenorio
2013] Por exemplo, seu carater hidrofébico depende da substituicdo dos atomos de hidrogénio
da amina. [Tendrio, 2005; Matesanz, 2009; Sales 2021]
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a

Comprimentos de ligagao em Angstron (A)

b

Esquema 3

Devido a disponibilidade do grupo NH-C=S, a tiossemicarbazona exibe tautomerismo
tiona-tiol. No solido eles existem na forma de tiona, mas em solucdo eles existem como uma

mistura de equilibrio de forma de tiona e tiol como mostrado no Esquema 4. [Muleta, 2019]

S
\
N N
/ /

—N N—H — ,/~=—N N—H
Ar/_ H’ Ar/— /

Forma Tiona Forma Tiol
Ar = arll

Esquema 4

A versatilidade e aplicacdo dos TSCs podem ser grandemente expandidas devido ao
fato desses compostos (apresentando diferentes padrbes de substituicdo) em particular

poderem apresentar isomerismo E/Z (Esquema 5). [Sales, 2021]

H\ S SH
~_< Ar N=<
/ — /
/-=N ,N—I-I ” \= N /N_H
Ar H H
E Z
Esquema 5

Tiossemicarbazona pode adotar uma variedade de modos de coordenagédo diferentes.

Na maioria das séries, a tiossemicarbazona coordena como ligantes bidentados via nitrogénio
azometina e enxofre tiona/tiolato. [Muleta, 2019] As tiossemicarbazonas podem atuar como
um ligante monodentado que se liga ao ion metalico através do atomo de enxofre [Lobana,

2006; Suvarapu, 2012] ou como um ligante bidentado que coordena o ion metalico através do
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atomo de enxofre e um dos atomos de nitrogénio da fracdo hidrazina para formar quelato com
anéis de quatro ou cinco membros. [Basuli, 1998; Suvarapu, 2012] A forma tiona atua como
ligante bidentado neutro e a forma tiol pode desprotonar e servir como ligante bidentado

monoanidnico em complexos metalicos (Esquema 6). [Muleta, 2019]
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- NH™ N NN
—  f¢ N Re————Ry N R4
R2 R

Esquema 6

A capacidade de coordenacdo das tiossemicarbazonas pode ser aumentada devido a
presenca de aldeidos ou cetonas contendo grupo (s) funcional (is) adicional (is) em posicao
(6es) adequada (s) para quelacdo. [Dessy, 1978; Suvarapu, 2012] Uma série de
tiossemicarbazonas e seus complexos contendo heterociclos como pirrol, imidazol, tiazol e
triazol demostrou grande capacidade de formacdo de um ligante tridentado (Esquema 7).
[Matesanz, 2021]

OH,

R, Co"
NG N )\
N, =
%\7 N7 SNHR,
R3
Esquema 7

59



A fracdo de atomos de flior quando presente em moléculas biologicamente ativas
levou a um aumento muito importante em seus efeitos biologicos. [Wang, 2014; Sharif, 2010]
Por vérias vezes, as interacfes farmaco-receptor sao melhoradas na presenca da fracdo
fluoreto e o transporte do farmaco é facilitado pela alta lipofilicidade dos compostos
organoclorados. [Abid, 2012; Santos, 2017]

A substituicéo por flior desempenha um papel central na quimica medicinal. Sabe-se
que a introducdo criteriosa de fldor em uma molécula organica pode influenciar
produtivamente na conformagéo, pKa, poténcia intrinseca, permeabilidade da membrana, vias
metabolicas e propriedades farmacocinéticas. Em levantamento feito pelo FDA em 1955,
cerca de 150 moléculas fluoradas foram aprovadas para uso terapéutico. Em 2010, estimou-se
que cerca de 20% dos medicamentos administrados contém atomos de flaor ou grupos fldor
alquila, uma tendéncia que estd aumentando de 20% para cerca de 30% para todos 0s

medicamentos recém-aprovados, excluindo produtos biofarmacéuticos. [Harrowfield, 1983]

O atomo de fldor pode ser introduzido em moléculas organicas como um grupo
fluoreto ou trifluormetila, que tém tamanhos e conectividades semelhantes, pela substituicao
do atomo de hidrogénio, ou de grupos hidroxila ou carbonila, que tém eletronegatividades
semelhantes. [Abram, 1998; Salsi, 2020]

Trés bis-quelatos de indio (Il1l) com S,N,S-tridentato tiossemicarbazonas (H2L)
parcialmente fluoradas (Esquema 8) foram preparados e suas estruturas foram estudadas em
solucdo e no estado s6lido por RMN, ESI MS e Difracdo de raios X de monocristal. Os
resultados indicam que a proporcdo espécies com 5 e 6 coordenadas depende do substituinte
presente, sendo as espécies hexacoordenadas preferenciais quando o substituinte é CFs. [Salsi,
2020]

R=H
R = p-F
R = p-CF;

Esquema 8
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Em estudos anteriores com uma série de tiossemicarbazonas fluoradas, obtidas pela
condensacdo de cloretos de N-(dietilaminotiocarbonil) benzimidoila halogenados com 4,4-
dimetil-3-tiossemicarbazida, foi demonstrado que a fluoracdo influencia fortemente as
propriedades bioldgicas dos compostos halogenados contra o parasita Trypanosoma cruzi. O
composto metafluorado (Esquema 9) foi identificado como o mais potente (ICso= 9,0 1M,
CC50>200 iM), possuindo um indice de seletividade (SI = IC50/CC50) que é 4 vezes maior
do que o composto ndo substituido. [Salsi, 2018]

MezN S
R'=F,R2=H,R3=H;
R'=H,R?2=F,R®=H;
R1 | J\ R'=F,R2=H,R3=F

NN R'=H, R?=CF3 R®=H;
R? R1=CF;,R2=H,R3=H

Esquema 9

Uma tiossemicarbazona contendo atomo de fldor como substituinte (2E)-2-[1-(4-
fluorofenil)etilideno]-N-metil-hidrazina-1-carbotioamida (Esquema 10) foi estudada por
cristalografia de Raio-X (refinado pelo Método semi-empirico PM7) e métodos
computacionais (calculos ab initio MP2), indicando que a forma tautomeérica tiona é
termodinamicamente mais estavel do que a forma tautomérica tiol em 52,46 kJ/mol na fase

gasosa, sendo que o tautbmero tiona predomina no estado solido. [Singh, 2019]

|
HN.__S

|
HN S.
H

HN

HN

F

Esquema 10
Uma série de complexos mistos [3+2] formados entre rénio (Re) e tiossemicarbazonas
tridentadas, tendo um grupo fenila substituido por atomos de flior em 4-F, 3,5-di-F e 4-CF3
(Esquema 11), apresentaram propriedades antiparasitarias quando testadas contra as formas
epimastigotas e tripomastigotas de duas cepas de Trypanosoma cruzi e a forma amastigota de
uma delas. Os resultados deste estudo indicam que a atividade dos complexos de rénio pode

ser claramente modulada pela substituicdo de seus ligantes por fluoro. [Salsi, 2019]
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Uma série de 2-quinolona tiossemicarbazona fluoradas (Esquema 12) apresentou
atividade antibacteriana com MCB (minima concentracdo bactericida) na faixa de 15 a 29
mM contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus Rosenbach (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella
typhimurium. A melhor atividade foi observada quando um halogénio de maior raio atbmico,
como cloro e bromo, foi substituido em C-6 na estrutura de quinolona e quando um grupo
fenila planar estava presente na porcdo tiossemicarbazona. A atividade foi reduzida quando
um atomo de fluor estava presente em C-6 ou quando um grupo metila estava ligado a
tiossemicarbazona. [Govender, 2019]

Hou I I m
RO GE SN
N0 9 R, H CHz ph
H
Esquema 12

Os estudos para um conjunto de (E)-tiossemicarbazonas substituidas com grupo fenila
indicam que, dos compostos fluorados estudados (Esquema 13), aquele apresentando
substituicdo por flior na posicao 3 foi 0 mais ativo biologicamente frente a inibicdo de MAO-
B, apresentando valores de IC50 de 0,27 + 0,015 uM. [Mathew, 2018]

s
N\ )}\
& N NH, R

4-F
P 3-F
f - 2-F
R—“ 4 CF:,
\\7//'
Esquema 13
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2.5.2 Metforminas

A histéria da metformina estd intimamente ligada a Galega officinalis, um
medicamento tradicional a base de plantas (também conhecido como arruda de cabra e lilas
francés), que foi usado desde a Idade Média para tratar os sintomas do que agora sabemos ser
diabetes. A erva € uma fonte rica em alcaloides, incluindo guanidina (aminometanomidina) e
a galegina, menos tdxica (isoamilenoguanidina). [Bailey, 2004; Thomas, 2017; Drzewoski,
2021]

Pesquisas subsequentes confirmaram essas observagdes, mas a variabilidade da
concentracdo de glicose, a curta duracdo do efeito hipoglicémico e a baixa tolerancia
limitaram a sua utilidade clinica. Para eliminar esses inconvenientes, uma série de analogos de
guanidina foi sintetizada. Logo ficou provado que moléculas com duas guanidinas
(biguanidinas) na mesma estrutura: metformina (1,1 dimetilbiguanida), fenformina
(feniletilbiguanida) e buformina (butilbiguanida) tém maior efeito do que aquelas que contém

apenas uma guanidina (monoguanidinas). [Drzewoski, 2021]

A sintese pioneira da metformina foi realizada em 1922, por dois quimicos irlandeses,
Werner e Bell. [Werner, 1922; Drzewoski, 2021] A atividade bioldgica das biguanidinas foi
relatada pela primeira vez para a metformina (N,N-dimetilbiguanida) em 1929. [Slotta, 1929]
As décadas de 50 e 60 assistiram ao surgimento de quase todas as biguanidinas famosas, com
atividade em varios campos terapéuticos como: antidiabéticos, antimalaricos, desinfetantes e
antivirais. [Kathuria, 2018; Grytsai, 2021]

Atualmente, o cloridrato de metformina é um farmaco antidiabético oral de primeira
linha, com énfase especial no tratamento de individuos com diabetes mellitus tipo I,
especialmente em pessoas obesas ou com sobrepeso, [Campbell, 1996] sendo comercializada
com o nome: Glifage, Dimefor, Glucoformin, Glucophage, entre outras marcas, e como

medicamento genérico. [Andei, 2016]

Recentemente, as biguanidinas ganharam atengdo particularmente crescente em varias
areas, como design de farmacos, quimica de coordenacdo e ciéncia de materiais. [Kathuria,
2018; Grytsai, 2021] As biguanidinas tém sido usadas em quimica como materiais de partida
versateis em sintese organica sendo precursores de varios heterociclos como 1,3,5-triazinas,
pirimidinas, heterociclos de boro e benzo[f]quinazolinas [Kathuria, 2018], como catalisadores
principalmente para a transesterificacdo de varios oOleos vegetais [Gelbard, 1998], como

63



superbases [Ishikawa, 2013] e como ligantes para complexagdo de metais [Ray, 1999] como
V(IV), Cr(111), Mn(l11), Mn(1V), Co(ll), Co(l11), Ni(l1), Cu(l1), Zn(11), Pd(11), Re(V), Os(VI)
[Ray, 1961], sendo que esses complexos encontraram aplicacfes na area de catalise em varias
reacOes organicas como os acoplamentos de Ullmann, de Suzuki, de Suzuki-Miyaura e a
reacdo de Heck. [Kathuria, 2018; Grytsai, 2021]

Os estudos atuais sugerem que a metformina pode ser empregada como farmaco
antitumoral, resultando em uma diminuicdo consideravel na incidéncia de cancer pancreético.
[Kordes, 2015] Metformina também pode desempenhar um papel neuroprotetor ao reverter
marcas de lesdo cerebral (disfuncdo metabolica, distrofia neuronal e perda celular), alem de
alteracdes cognitivas e comportamentais que acompanham o aparecimento de certas doengas

cerebrais, como a doenca de Alzheimer (DA) e depressdo. [El Massry, 2021]

A biguanidina ou amidinoguanidina corresponde a uma fung¢do quimica Unica com
caracteristica puramente sintética, sendo um composto quimico derivado da guanidina no qual
duas moléculas de guanidina estdo ligadas por meio de um atomo de nitrogénio comum.
[Grytsai, 2021] Quimicamente, a biguanidina é formada por um pequeno grupo quimico que
compreende cinco heteroatomos, cinco potenciais sitios aceptores de ligagcdes de H, e pelo
menos cinco sitios doadores de ligacGes de H e oito possiveis formas tautoméricas, sendo
duas as mais representativas (Esquema 14). O principal tautdmero da biguanidina tem sido

debatido ha muito tempo e diferentes representagdes foram descritas.

Historicamente, a estrutura da biguanidina apresentou-se de forma semelhante as
dicetonas (Esquema 14a), 0 que gerou equivocos na tentativa de explicar as propriedades e a
reatividade dessa classe de compostos. Uma descricdo mais detalhada foi obtida por difragéo
de raio-X mostrando que a biguanidina ndo possui &tomo de hidrogénio na posicao 3 [Ernst,
1977], o que foi confirmado posteriormente por estudos de otimizacdo de geometria quimica
quantica (Esquema 14b). [Kathuria, 2018; Grytsai, 2021] De acordo com essas observagoes,
uma representagcdo mais realista da biguanidina incluiria uma deslocalizacéo da densidade de
elétrons m ao longo da molécula, juntamente com uma ligacdo de hidrogénio intramolecular
(Esquema 14c). Apesar das evidéncias, a estrutura mostrada no Esquema 14a permanece

comumente utilizada na literatura cientifica. [Grytsai, 2021]
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Esquema 14

As biguanidinas sdo bases relativamente fortes, com pKa 1H = 11,5 (pKa do &cido
conjugado da biguanidina); entretanto, significativamente menos bésico que a guanidina (pKa
= 13,6). [Kuhlmann, 1996] Estudos cristalograficos de raios X e estudos de modelagem
molecular mostraram que a primeira protonacdo ocorre principalmente no atomo de
nitrogénio N4, enfraquecendo substancialmente o carater intramolecular da interacdo por
interacdo de H. A segunda protonacdo ocorre no atomo de nitrogénio N3, causando ruptura de
carater planar e impedindo a interacdo por interacdo de H (Esquema 15). [Kathuria, 2018;
Grytsai 2021]

®
NH, NH 0

NH2 NHZ NH2 NH2
SN, S eI

H,N” N” “NH,

Esquema 15
O mecanismo de agdo da metformina na diabetes mellitus tipo 11

Vaérios estudos identificaram que a ativacdo da proteina quinase dependente de AMP
(AMPK) é o principal alvo da metformina. [Eid, 2010; Anwar, 2014; Foretz, 2006; Mroueh,
2019; Geagea, 2019] AMPK é um complexo heterotrimérico de serina/treonina quinase.
[Emerling, 2009] Consiste em uma subunidade o catalitica e subunidades B e y reguladoras. A
AMPK e descrita como o principal sensor de energia e a chave mestre para a regulacéo do
metabolismo da glicose e lipidios, e é expressa de maneira especifica para o tecido. [Eid,
2010; Hardie, 1997; Mitchelhill, 1994; El Massry, 2021] Apos seu transporte intracelular
através da membrana plasmatica, a metformina inibe seletivamente o complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial de forma fraca e reversivel, resultando em aumento da relacdo

AMP/ATP. [Rena, 2017] Isso, por sua vez, aumenta a fosforilagdo da AMPK em sua alca de
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ativacdo treonina 172, permitindo que ela exerca seu efeito em grande parte em trés niveis

diferentes:

1) Reduzindo a producdo de glicose hepética, diminuindo a gliconeogénese e a
glicogendlise, enquanto aumenta a captacdo de glicose via transloca¢do de GLUT-1 para os
hepatocitos em um mecanismo mediado pelo substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2)
[Hundal, 2000; Gunton, 2003];

2) Regulagdo positiva da utilizacdo de glicose por o6rgdos periféricos, como 0s
musculos esqueléticos. Este processo foi sugerido para compreender um aumento na atividade
da tirosina quinase do receptor de insulina, na glicogénese e no numero e atividade do
transportador GLUT-4; [Cusi, 1998; Johnson, 1993; Klip, 1990; Rossetti, 1990]

3) Regular o metabolismo lipidico, reduzindo a oxidagdo dos acidos graxos enquanto
promove a sua reesterificacdo, o que se acredita melhorar a secrecdo e a sensibilidade da

insulina, minimizando o nivel de acidos graxos livres circulantes. [Massry, 2021]

Na literatura recente temos alguns estudos envolvendo a interagdo de metformina e
ASH em diferentes condicdes. O mais recente envolve o estudo do comportamento da
interacdo entre albumina sérica humana glicada e nao glicada (JASH) e metformina (Met) na
presenca de nanoparticulas de prata (AgNPs), realizado pela combinacdo de espectroscopia,
calorimetria e dindmica molecular. [Ezazi-Toroghi, 2022] Nesse caso, foi observado que a
interacdo de metformina com ASH glicada e néo glicada na presenca de 3 diferentes AgNPs
(Agl =1,7; Agll = 6,5 e Aglll = 13,7nm), apresentou a afinidade de interacdo de metformina

para gASH na presenca de AgNPs menor que o sistema sem as AgNPs.

O caso do complexo metformina-(gASH-Agll) apresentou uma diminuicdo na
polaridade do microambiente proximo ao Trp214, resultando em aumento da afinidade de
interacdo de metformina e (QASH-AgIl) quando comparado a outros sistemas. Esse estudo
apontou que diferentes constantes de velocidade de supressao da emissao de fluorescéncia de
gASH na interacdo com metformina na presenca de AgNPs foi indicativo do papel critico dos

tamanhos de AgNPs na formacdo do complexo gASH-metformina. [Ezazi-Toroghil, 2022]

Um estudo focando as condicBes fisico-quimicas e mecanisticas envolvidas na
interacdo de diferentes compostos (Esquema 16), incluindo metformina, com ASH glicada e
ndo glicada indicam que a interacdo de farmacos com ASH glicada é fortalecida em
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comparacdo com ASH ndo glicada ou permanece da mesma ordem. [Ghosh, 2022] Isso
implica que a capacidade de interacdo desses farmacos nao € afetada adversamente em
condicdes diabéticas. E ainda inferido que as moléculas de farmaco de cadeia aberta com
grupo biguanidina tém capacidades de interacdo melhoradas para a proteina glicada e,
portanto, ttm maior importancia no campo da diabetes. [Ghosh, 2022]
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Aminoguanidina Metformina Piridoxamina
Esquema 16

Em um trabalho utilizando derivados da metforminas fluoradas (Esquema 17)
[Chaves, 2018], foi observado que em todos os casos 0s valores de AG® < 0 (variando entre -
29,3 e -23,9 kJmol™) sdo decorrentes principalmente das interagdes hidrofilicas muito fortes,

principalmente para os derivados contendo fllor nas posicdes 1 e 3 (orto/para) com valores
de AH® < 0 da ordem de -135,8 e -31,1 kJ/mol, respectivamente, sendo que em ambos 0s
casos a contribuicdo entrdpica é desfavoravel com AS° < 0 com valores de -0,357 e -0,0236
kJ/mol, evidenciando que fortes interacdes hidrofilicas como ligacdo de hidrogénio e
interacdes dipolares séo preponderantes no processo de interacdo ligante/ASH. [Ross,1981]

Ja 0 composto derivado da metformina possuindo substituicdo por atomo de fldor na
posicao meta, que impede qualquer deslocalizacdo eletrdnica por mecanismos de ressonancia,

apresenta valores de AH® = -19.2 kJ/mol e AS® = +0,0258 kJ/mol, indicando uma menor
contribuicdo entélpica para o valor de AG® < 0 entre os trés compostos estudados devido as
menores interacdes hidrofilicas, tendo sido também observada uma pequena participacao

hidrofobica evidenciada por  valor de AS° > 0. [Ross, 1981]
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Esquema 17

A interacdo entre a metformina e a albumina sérica humana (ASH), bem como a sua
forma glicada (gASH), foi investigada por multiplas técnicas espectroscopicas, potencial zeta
e modelagem molecular em condicGes fisioldgicas. [Rahnama, 2015] Os dados de estado
estacionario e de fluorescéncia resolvida no tempo mostraram que 0 mecanismo de supressao
de ASH-metformina e gASH-metformina era estatico. As informac6es de interacdo, incluindo
as constantes de interacdo, nimero de sitios de interacdo e constante de supressdo efetiva
mostraram que a afinidade de interacdo da metformina para ASH era maior do que para
gASH, o que também foi confirmado por medicdes de anisotropia. Os espectros de CD de UV
demonstraram que o conteudo a-helicoidal diminuiu com o aumento da concentragdo de

metformina. [Rahnama, 2015]

Um estudo envolvendo complexos ternarios cobalto(l1)-metformina-glicina, histidina e
prolina (Complexo 1 a 3) foram estudado por técnicas espectroscopicas de fluorescéncia e
absorcdo UV-Vis. [Jayasri, 2023] Os resultados mostraram que os complexos exibem
capacidade adequada para suprimir a fluorescéncia de ASH através principalmente de um

mecanismo de supressdo estatico. [Jayasri, 2023]
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2.5.3 Chalconas

As chalconas (1,3-difenilpropen-3-ona) séo produtos naturais encontrados em diversas
espécies de plantas, representando um grupo importante de compostos naturais e sintéticos, e
atuando como precursores na biossintese de compostos heterociclicos com importancia
bioldgica, como flavonas, flavanonas, flavondides, cromanonas, benzodiazepinas, pirazolinas.
[Bayach, 2019; Michelini, 2018; Custodio, 2018; Montes-Gozalez, 2019; Khamees, 2018;
Lemes, 2018; Maidur, 2017; Makhlouf, 2017]

Além disso, as chalconas sdo usadas em varios campos de aplicacéo, tais como filtros
de absorcdo do UV em polimeros, na aplicacdo direta como filtro solar, em fotografia a cores,
em resinas sensiveis a irradiacdo, como catalisadores para fotopolimerizacdo, padrdo
cromatografico para sistemas de eluentes em cromatografia liquida de alta eficiéncia, em
células coletoras de energia solares conversor de frequéncias de luz para a faixa de cor verde
para azul, em diferentes tipos de materiais dpticos, na industria de alimentos e tecnologias de

registro hologréafico. [Rachelin, 2018]

Quimicamente, as chalconas (Esquema 18) podem ser definidas como cetonas «,f-
insaturadas onde tanto a carbonila quanto a porcdo olefinica estdo ligadas a grupamentos
aromaticos. Tais interacdes favorecem a deslocalizacdo dos elétrons m com o grupo
carbonilico (C=0), resultando em que as chalconas sejam moléculas com um consideravel

momento de dipolo (2,9 D) em benzeno. [Abegéo, 2017]

0
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Esquema 18

A maioria das chalconas pode ser sintetizada em laboratorio com o uso de método de
baixo custo a partir da condensacdo de aldeidos aromaticos com cetonas aromaticas (ou seus
analogos substituidos), em presenca de base forte, através da reacdo de Claisen-Schmidt.
[Abegéo, 2017]

Devido & presenga de um grupo croméforo cetovinilico (-CO-CH=CH-), a chalcona e

seus analogos  possuem interessantes  propriedades  Opticas e  espectrais.
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Para a maioria das chalconas, o sistema o,p-insaturado (-CO-CH=CH-) apresenta a
configuracdo trans como sendo mais estavel em relacdo a configuragéo cis devido a presenca

de um efeito estérico entre o anel cinamoilico (anel B) e o grupo carbonilico nesta tltima.

A fotofisica e a fotoquimica de o,pB-enonas sdo muito sensiveis a sua estrutura
(aciclica ou ciclica), aos substituintes, a polaridade e a viscosidade do solvente e também ao
estado de agregacao. Substituintes tanto doadores quanto aceptores de elétrons causam uma
diminuicdo na energia do estado excitado singlete (n-m*). [Markhlouf, 2017] O baixo
rendimento quantico de fluorescéncia observado a partir desse estado singlete € devido a uma
conversdo interna rapida para S° ou o estado (nr—n*) pode ser estabilizado pela rotagio ao
redor da interacdo C=C e assim a rotacdo do &ngulo ¢ deste estado pode levar a um um
minimo de energia na geometria proxima a ¢$=90°. Proximo ao minimo ¢$=90° o estado
excitado *(n—n*) pode cruzar com o estado S° levando & isomerizagdo da interagdo dupla
(Esquema 19). [Sashida, 1991] Além do mais, esse modelo proposto por Becker prevé um
processo eficiente de fotoisomerizagdo a partir de um estado *(n—n*) para a excitacdo acima
de 300 nm.

Apesar da excitacdo fotoquimica em solucdo resultar na isomerizacdo da interacdo
dupla para chegar ao estado fotoestacionario [Nicodem, 1981], quando no estado solido esse
movimento é dificultado e a velocidade de isomerizacdo torna-se insignificante, favorecendo

consequentemente o processo de fotocicloadi¢do intermolecular (Esquema 19).

Z-Chalcona (Z-CH) E-Chalcona (E-CH) Dimeros
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Esquema 19
A substituicdo por um grupo funcional apropriado em cada um dos dois anéis
aromaticos gera um eixo de transferéncia de carga intramolacular (TCI) devido a presenca de

conjugacéo cruzada, através da qual as cargas sdo transferidas do doador para o grupo aceptor
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tanto no estado fundamental como no estado excitado. [Satheeshchandra, 2019; Bayach,
2019]

Outro aspecto interessante das chalconas refere-se as suas propriedades incomuns de
emissdo de fluorescéncia em condigdes especiais quando protonadas, em solventes viscosos
ou no estado sélido, resultando no processo de fluorescéncia dupla, bem como apresentando
deslocamentos de Stokes extraordinariamente grandes, tornado estes compostos excelentes
sondas fluorescentes com elevada sensibilidade ao meio circundante, tais como polaridade,

efeitos de ligacdo de hidrogénio, pH, temperatura e fatores relacionados. [Fayed, 2004]

Uma série de investigacdes bioquimicas e moleculares revelou que as proteinas
(incluindo enzimas) sao frequentemente os "alvos" para chalconas terapeuticamente ativas de
origem natural e sintética. Os possiveis beneficios fitoterapicos e farmacéuticos das chalconas
levaram a uma investigacdo intensa acerca da sua interacdo com proteinas, visando fornecer
uma base molecular para elucidar o mecanismo de sua acdo como farmaco. No entanto, muito
pouco se sabe sobre 0 modo de interacdo desses compostos com suas respectivas proteinas-
alvo em nivel molecular. Devido a grande flexibilidade na sua estrutura molecular, chalconas
sdo capazes de se ligar a diferentes receptores e, como consequéncia, possuem um amplo

espectro de atividade bioldgica. [He, 2005]

Na literatura ha alguns poucos estudos envolvendo a interacdo de ASH com chalconas,
nas quais a sua estrutura basica se mantém preservada (sistema carbonilico o,p-insaturado).
As informag6es mecanisticas sobre a interacdo de cinco analogos de chalcona ligados a triazol
(CT1-CT5) (Esquema 20) com albumina sérica humana foram obtidas usando vérias técnicas
espectroscopicas (absorcdo UV-visivel, fluorescéncia e dicroismo circular) e docagem
molecular. [Yadav, 2019] Os resultados de constante de interacdo obtidos pela supressao da
fluorescéncia de ASH (K, ~ 105° L.mol) indicam um mecanismo estatico.

As propriedades termodinamicas, como as variacbes negativas de energia livre de
Gibbs (4G° ~ -56 a -28 kJ.mol™) e de entalpia (4H° ~ -171 a -28 kJ.mol ™), revelaram que o
processo de interacdo foi espontaneo e exotérmico, e implicam o envolvimento de interaces
de ligacdo de hidrogénio e dipolo-dipolo na formacdo do complexo CT/ASH. J& os valores
negativos para a entropia (4S° ~ - 0,108 a - 0,059 kJ.mol. K1), exceto para CT2, indicam
auséncia ou pouca contribuicdo hidrofdébica para a espontaneidade do processo. Alem disso,
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0s andlogos com maior nimero de porgdes triazol e &tomos de flior apresentaram maiores

valores de constantes de interacdo (K») em comparagdo com outros analogos. [Yadav, 2019]
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Esquema 20

O derivado heterociclico (E)-3-(antracen-10-il)-1-(6,8-dibromo-2-metilquinolin-3-il)
prop-2-en-1-ona (ADMQ) foi estudado por técnicas espectroscopicas e modelagem molecular
computacional (Esquema 21). [Kumar, 2018] O valor de entalpia positivo (AH° = 5,84
kJ.mol™) encontrado para a antracenil chalcona ADMQ, indica que o processo de interacéo
ADMQ/ASH foi endotérmico. O valor de entropia positivo (AS° = 0,108 kJ.molt.K™?)
evidencia que o tipo de interacdo entre a ADMQ/ASH possui carater hidrofébico, sendo que
os valores de AG® negativos (AG° = -33 a -32 kJ.mol™) demonstram a espontaneidade da
interacdo do derivado da chalcona ADMQ/ASH. [Kumar, 2018]

Esquema 21

O mecanismo de interacdo entre trés derivados da chalcona, 2'.4'4-triidroxiflavona
(2',4',4-triHC), 2',4'-diidroxiflavona (2',4'-diHC) e 4-hidroxiflavona (4-HC) (Esquema 22)
com a albumina sérica humana (ASH) foi investigado por supressdo da fluorescéncia da
proteina, e absorcdo na regido do UV-vis, indicando um processo de supressdo estatico. As
afinidades de interacédo de trés chalconas com ASH em pH=7,4 foram classificadas, segundo a

constante de interacdo, na ordem 2'.4’4-triHC > 2’4’ -diHC > 4-HC, com constantes de
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interacdo na faixa de 0,28 — 2,39 x 10° L.mol™?, indicando que as trés chalconas exibiram
afinidades fortes para ASH e que o grupo hidroxila presentes nas chalconas desempenhou um

papel fundamental em suas afinidades de interacdo com ASH. [Ma, 2017]

HO O HO ©
L O
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2'.3'.4-triHC 2' 4' -diHC 4-HC OH

Esquema 22

A interagdo entre derivados de tiofeno-chalconas halogenadas T1-T9 com ASH, foi
investigada in vitro, sob condicdes fisiologicas simuladas, por técnicas espectroscopicas (UV-
vis, fluorescéncia e dicroismo circular), potencial zeta e docagem molecular (Esquema 23).
[Chaves, 2017] Os valores para a constante de velocidade de supressdo (kq = 10*2 M1s?)
indicam um mecanismo de supressdo estatico com valores trés ordens de grandeza mais alto
do que a constante de velocidade de difusdo (ki = 5,00 x 10° M~'s™! a 298 K) [Brune, 1993]
Ja as constantes de interacdo de Stern-Volmer modificadas (Ka = 10* L. mol™"), dicroismo
circular e dados de superficie potencial sugerem que a associacdo ASH-tiofeno chalcona é
moderada e ndo hd uma perturbacédo significativa na estrutura secundéria da albumina, bem
como em sua superficie.

Os parametros termodinamicos de energia livre de Gibbs negativos (AG® ~ -34 a -20
kJ mol™?) indicam uma associacéo espontinea. Os valores positivos tanto para a entalpia (AH®
=158 a 11 kJ mol™?) quanto para a entropia (AS° = 0582 a 0,031 kJ mol* K1) indicam que o
processo de interacdo para a maioria dos derivados da chalcona é regido predominantemente
por interacdes hidrofébicas. Por outro lado, para o derivado TO05, além da associacdo
impulsionada pela entropia (AS° = 0,031 kJ mol? K?), ha também uma contribuicdo da
variagdo negativa de entalpia (AH°= -18,7 kJ mol™). Os resultados do docagem molecular
sugerem interaces por ligacdo de hidrogénio e interagdes hidrofobicas como as principais
forcas de interagdo para a associagdo ASH/tiofeno chalconas. [Chaves, 2017]

X Y
Tl H Br
0 ™2 H
P 3 H F
To4 Br Br
=
\ T05 Br Cl
S 06 Br F
Y 7 a e
X T8 C Cl

T09 C F

73



Esquema 23

Uma série de a-triazolil chalconas mostrou atividades antibacterianas e antiflingicas
eficazes sendo que o composto aTC9a (Esquema 24) foi o que apresentou os resultados mais
promissores, sendo este entdo submetido a estudo da interagdo com ASH por técnicas
espectroscopicas. [Yin, 2014] Os resultados obtidos demonstraram que o0 mecanismo de
supressdo de fluorescéncia foi estatico, enquanto pardmetros termodindmicos calculados
indicaram que o processo de interacéo foi espontaneo (AGP entre -25 — 26 kJ mol™), com AH®
=-13,189 e AS? = 0,043 kJ mol?, indicando que a espontaneidade do processo é favorecida

tanto entalpica como entropicamente. [Yin, 2014]

Esquema 24

A cardamonina (2*,4*-diidroxi-6“-metoxichalcona), um dos principais constituintes das
sementes de Alpinia katsumadai Hayata, (Esquema 25) demonstrou atividade antibacteriana,
antiinflamatdria e outras importantes atividades terapéuticas de poténcia significativa e baixa
toxicidade sistémica. [He, 2005] A interacdo da cardamonina com a albumina sérica humana
(ASH) foi estudada por métodos espectroscépicos, incluindo espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier, dicroismo circular (CD) e espectroscopia de absor¢do no UV-vis
em combinacdo com supressao de fluorescéncia sob condicdes fisiologicas Os resultados
obtidos para os parametros termodinamicos (AH® = - 25,31 kJ.mol e AS? = + 0,007 kJ.mol~
1 K1) sugerem que tanto interagdes hidrofdbicas como interagdes hidrofilicas contribuem para

a espontaneidade do processo (AG° = - 27 kJ.mol™). [He, 2005]

HO O
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Esquema 25
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2.5.4 Xantonas

As xantonas, do grego "xanthos" para "amarelo”, sdo uma classe de compostos
heterociclicos que contém uma fragdo orto-piranica condensada com dois anéis de benzeno

descritas pela IUPAC como 9H-xanten-9-ona (Xantona - XT), mostrada no Esquema 26.
[Masters, 2012]
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Esquema 26

As xantonas também podem ser classificadas como flavondides e se destacam dos

demais compostos desta classe por apresentarem uma estrutura totalmente planar (Esquema

27). [Wang, 2014]
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Do ponto de vista do sistema piranico, as xantonas ainda podem ser englobadas em

um vasto conjunto de compostos encontrados amplamente em produtos naturais, tais como
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cumarinas, benzopiranos, aglcares etc. (Esquema 28), sendo a porcdo heterociclica
classificada como blocos de construgdo predominantes para compostos biologicamente ativos.
[Kumar, 1983]

2H-pirano 4H-pirano 2H-1-benzopirano 4H-1-benzopirano
o}
o X
| N
| | ] 0" o
(0] 0 o
2-H-nafto[1,2-b]pirano piran-2-ona piran-4-ona cumarina
o o 0
CLA, ©\)ﬁ Q\% LI
diidrocumarina cromona croman-4-ona xantena xantona
Esquema 28

Na natureza, as xantonas sdo encontradas como metabolitos secundarios em plantas
da familia das Clusiaceae, Gentianaceae, Moraceae e Polygalaceae e em muitas espécies de
fungos [Brase, 2009], liquens e bactérias [Masters, 2012], sendo ainda isolados de
combustiveis fosseis, 0 que sugere uma estabilidade consideravel da estrutura basica da
xantona. [Masters, 2012] Em uma revisdo recente, pode ser observada a porcentagem de

derivados de xantona segundo a sua fonte natural (Figura 32). [Pogam, 2016]

ORIGENS DE XANTONAS NATURAIS

®uPlantas

Fungos nio
liquenizados

m Liquens

Figura 32. Distribuicdo da origem para 1940 xantonas naturais. [Pogam, 2016]

A familia das xantonas pode ser dividida nas seguintes categorias, com base nas suas

caracteristicas estruturais; monémeros, dimeros e heterodimeros de xantona e ainda em trés
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subclasses com base no nivel de oxidacdo de um dos anéis arométicos xantonicos: diidro,

tetraidro e hexaidro-xantona (Esquema 29). [Masters, 2012]
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Esquema 29

Alguns dos compostos a base de xantona sdo encontrados em aplicagbes como
corantes, em terapia fotodindmica e em tecnologias de laser. Como compostos biologicamente
ativos, as xantonas apresentam uma ampla gama de atividades biolégicas como: anticancer,
antimalérico, antimicrobiano, anti-HIV, anticonvulsivante, anti-colinesterase, antioxidante,
anti-inflamatorio e como inibidores de varias enzimas: glicosidase, topoisomerase, proteina
quinase, aromatase, entre outras, com a atividade variando conforme a estrutura quimica e a

posi¢do dos substituintes no anel aromatico. [Shagufta, 2016]

O uso de derivados de xantona na medicina popular remonta a milhares de anos,
com plantas da espécie Swertia, ricas em compostos xantdnicos, bem como diferentes
flavondides, sendo empregadas como fitoterapicos, especialmente em paises asiaticos. [Li,
2017] Durante séculos, na pratica tradicional da medicina indiana e chinesa, plantas contendo
mangiferina (uma xantona glicosilada), obtida principalmente da mangifera indica, tém sido
empregadas tanto como um componente importante no tratamento de doencas quanto
relacionadas a diversos beneficios a saude [Ehianeta, 2016]. Sabe-se de ha algum tempo que a
biossintese do nucleo de xantona monomérico procede de forma diferente em fungos [Li,

2017] e plantas superiores. [Ehianeta, 2016]

Os estudos fotoquimicos de xantonas sdo fortemente influenciados pela rigidez da

sua estrutura, pois qualquer medida cinética realizada experimentalmente que apresenta
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dependéncia com a polaridade do solvente pode ser atribuida inicialmente a processos
fotofisicos, e ndo a mudancas significativas na estrutura do seu estado excitado [Vachev,
1996] Além disso, moléculas planas e rigidas tém maiores constantes de velocidade de

cruzamento entre sistemas do que as suas analogas ndo planas. [Nijegorodov, 1994]

Em muitos casos, compostos carbonilados aromaticos fluorescem em solventes
polares e ndo exibem fluorescéncia em solventes apolares, indicando que o estado excitado
fluorescente singlete tem carater 'mn* em solventes polares, enquanto em solventes apolares
0 estado excitado singlete de energia mais baixa tem carater nw*. Sabe-se que a xantona
fotoexcitada apresenta constante de velocidade de cruzamento entre sistemas (Kees) muito alta,
no dominio do tempo de 1 ps. Consequentemente, o seu rendimento quantico de fluorescéncia
na maioria dos solventes é muito baixo (aproximadamente 10#). Surpreendentemente, o
rendimento quéantico de fluorescéncia em agua é 100 vezes maior que em acetonitrila, mesmo
que o cruzamento entre sistemass (Kces) ainda seja rapido (aproximdamente 1 ps). [Scaiano,
1980] O rendimento quantico para 0 cruzamento entre sistemass da xantona € de 0,97 em

acetonitrila, a temperatura ambiente. [Scaiano, 1980]

Devido a estas caracteristicas, ou seja, mudanca da configuracéo do estado excitado
como uma funcéo da polaridade do solvente e variacdo do momento dipolar ap6s 0 processo
de excitacdo eletronica, xantona tem sido frequentemente empregada como sensor de
polaridade do ambiente micro heterogéneo em complexos supramoleculares formados por
micelas, [Mohtat, 1998] ciclodextrinas, [Song, 2001; Okano, 2001] membranas de Nafion,
[Weir, 1987] e zeolitas. [Scaiano, 1995, 1997] A reatividade do estado excitado triplete de
xantona (Amax = 630 nm e = 1,8 us, em ACN) [Scaiano, 1980] tem sido exaustivamente
estudada. Estudos por fotolise por pulso de laser mostraram que a irradiagdo de xantona em
presenca de supressores que tém a capacidade de doar elétron, como aminas, resulta na
formacdo do seu anion radical, [Kumar, 1983] enquanto em presenca de doadores de
hidrogénio, tais como alcoois, hidreto de tributil estanho, indol e alguns fendis, observa-se a

formacéo do radical cetila correspondente. [Santos, 2007]
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3OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar a interacdo da albumina sérica humana (ASH)
com uma serie de compostos bioativos derivados de: tiossemicarbazona (UTS, DFTS e
TFTS); metformina (MFCI, MFBr e MFCF3); chalcona (4-bromo-indoilchalcona IC9) e
xantona (IMTX, 2MTX, 4MTX, 23MTX e 34MTX) (Esquema 30), através de técnicas
espectroscopicas de absorcdo no UV/Vis, de emissdo de fluorescéncia, dicroismo circular e
modelagem molecular visando obter informac6es sobre 0s parametros fisico-quimicos Ka, Ksy,
Kq, Kb, N, elipticidade-a, AG°, AH® e AS° bem como a forma de interacdo envolvida nos

processos de complexacdo ASH/ligante.
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Esquema 30.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Aparelhos

Os espectros na regido do ultravioleta/visivel (UV-vis) e os espectros de emissao
fluorescéncia foram obtidos em um espectrofluorimetro/polarimetro Jasco modelo J-815 com
cela de quartzo de 1 cm de passo Optico equipada com sistema termostatizado Jasco PFD-
425S15F com preciséao de (0,1°C).

Os experimentos de emissdo de fluorescéncia com resolucdo temporal foram
realizados utilizando-se um espectrofluorimetro Edinburgh Instruments modelo FLS-920,
onde foi empregado, para excitacdo, um laser de diodo pulsado da Edinburgh Instruments
(Aexc =280 £ 10 nm; pulso de 850 ps; 1,8 uW/pulso).

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

Os experimentos de emissdo de fluorescéncia sincrona (SFS) e fluorescéncia
tridimensional (F3D) foram realizados em um espectrofluorimetro da Edinburgh Instruments

modelo Xe-900 com cela de quartzo de 1 cm de passo Optico.
4.1.2 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 solucdo de etanol/agua, com 10% de
NaOH, durante 24 horas;

- Enxaguada com agua corrente;

- Enxaguada com agua destilada;

- Enxaguada com etanol P.A.;

- Enxaguada com acetona P.A.;

- Enxaguada com acetona grau espectroscopico;

- Seca em estufa a 150 °C.
80



4.1.3 Reagentes

As tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS foram sintetizadas pelo grupo liderado
pela professora Dra. Aurea Echevarria, do Departamento de Quimica Organica, do Instituto
de Quimica, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro
conforme descrito na literatura. Todos os produtos foram caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho, espectrometria de massas € RMN *H e 3C. [Oliveira, 2008; Paiva,
2014]

As metforminas halogenadas MFCI, MFBr e MFCF3 e o derivado analoga a chalcona
4-bromo-indolilchalcona IC9 foram sintetizadas conforme descrito na literatura por grupos
liderados pelo Dr. Bijo Mathew, da Divisdo de Design de Medicamentos e Laboratdrio de
Pesquisa em Quimica Medicinal, Departamento de Quimica Farmacéutica, Ahalia School of
Pharmacy, Palakkad, Kerala, india. Todos os dados espectroscopicos e espectrométricos do
produto estdo totalmente de acordo com a estrutura proposta. [Mahmoud, 2016; Sasidharan,
2016]

As metoxixantonas IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT foram sintetizadas
conforme descrito na literatura pelo grupo liderado pela Dra. Madalena Pinto, do Centro de
Estudos de Quimica Organica, Fitoquimica e Farmacologia, da Faculdade de Farmacia, da
Universidade do Porto, Portugal. Todos os produtos foram caracterizados por espectroscopias

na regido do infravermelho, espectrometria de massas e RMN *H e 3C. [Pedro, 2002]
Metanol, grau espectrofotométrico, foi adquirido a Vetec.
Albumina sérica humana (ASH) foi comprado da Aldrich.

Sachés de PBS, comprados da Aldrich, foram utilizados na preparacdo de solucdes
tampéo fosfato de pH = 7,4.

Agua, grau milli-Q, foi obtida através do aparelho DIRECT-Q, modelo MILLIPORE,
que se encontra no Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular de Artropodes da
Universidade Federal Rural do Rio de janeiro (LBBMA-UFRRJ).
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4.2 Métodos de analise

A interacdo entre a albumina sérica humana (ASH) e os compostos bioativos foi
analisada por técnicas de: espectroscopia na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis),
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia e dicroismo circular (DC) em diferentes
temperaturas e por modelagem molecular, onde foram utilizadas as técnicas de docagem
molecular (molecular docking). Alguns compostos foram ainda analisados por fluorescéncia
sincronizada e fluorescéncia tridimencional (F3D), fluorescéncia com resolucdo temporal e
modelagem molecular por mapeamento de potencial eletrostatico molecular (molecular

electrostatic potential mapping).
4.2.1 Solucbes

Solugdes de concentragdo de 1,00 x 103 mo/L dos derivados dos compostos bioativos

em etanol (solucéo 1);

Solucgdo tampdo fosfato (PBS) a pH = 7,4 (1 saché solubilizado em 1 L de agua milli-

Q);

Solugdes 1,00 x 10° mol/L de albumina sérica humana (ASH) em solugdo tamp&o
fosfato (PBS) a pH = 7,4 (solucéo 2);

Solugdes 1,00 x 10 mo/L de albumina sérica humana (ASH) em solucdo tamp&o
fosfato (PBS) a pH = 7,4 (solucéo 3).

4.2.2 Estudos espectroscopicos na regidao do ultravioleta/visivel

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis (200 a 450 nm) foram obtidos usando
um espectrofotdmetro Jasco J-815 para 0os compostos bioativos em solucdo tampédo de PBS
(pH = 7.4), para ASH livre (JASH] = 1,00 x 10° M, em solugdo tamp&o de PBS pH = 7,4) e
complexada com os compostos bioativos por titulagcdo (Solucéo 1), resultando em solugdes

com concentracdo crescente de cada ligante segundo as tabelas 9-11 na temperatura de 310 K.
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4.2.3 Estudos espectroscopicos de emissdo de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos por
titulacdo espectrofotométrica usando um espectrofluorimetro Jasco J-815 (Aex = 280 nm,
emissdo 290 - 450 nm), para ASH livre ([ASH] = 1,00 x 10° M, em solugdo tamp&o fosfato a
pH = 7,4) e complexada com o0s compostos bioativos, resultando em solucdes com
concentracdo crescente de cada ligante segundo as tabelas 5-7, nas temperaturas de 296 K,
303 K e 310 K para as tiossemicarbazonas; 305 K, 310 K e 315 K para as metforminas e
metoxixantonas e 296 K, 303 K, 310 K e 317 K para 4-bromo-indolilchalcona. O volume das
aliquotas dos compostos bioativos ([Q] = 1,00 x 10" mol/L) adicionadas a solugio de ASH
([ASH] = 1,00 x 10° M) foram ajustadas de modo a obter um valor de supressdo inicial de
fluorescéncia (Fo-F) com aproximadamente 10% do valor da fluorescéncia inicial da ASH
(Fo). J& para a obtencéo das constantes de supressdo de Stern-Volmer, as condices utilizadas
para as analises foram as seguintes: espectro de emissdo de fluorescéncia (varredura de 337
nm a 343 nm), e comprimento de onda de excita¢do (Aexc = 280 nm), com fendas de emisséo a

5,0 nm e de excitacdo a 10 nm e velocidade de 100 nm/min.

Em todos os casos, para a determinacéo das constantes de velocidade de supressao Kq,
foi utilizado o valor de to = 10 ns para o tempo de vida de ASH na auséncia de supressor.
[Kandagal, 2006; Zhang, 2008; Cheng, 2009]

4.2.4 Correcao do efeito filtro interno

Para compensar o efeito do filtro interno, os valores de intensidade de fluorescéncia
das amostras contendo ASH complexadas com os compostos bioativos, foram corrigidos para
a absorcéo das solucdes de cada ligante com concentragdo crescente segundo as tabelas (5-7)

nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao usando a equacdo (1). [Weert, 2010]

[Aexc | Aem]
Fcor: Foble -

Equacéo 1
4.2.5 Estudos espectroscopicos de fluorescéncia resolvida no tempo

Os espectros de decaimento de emissdo de fluorescéncia foram obtidos em um
espectrofluorimetro Edinburgh Instruments, modelo FL-920 CD para uma solucdo de ASH

livre (J[ASH] = 1,00 x 10° M, em solucdo tamp&o de PBS pH = 7,4) e complexada com 0s
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compostos bioativos por titulacdo, resultando em solugdes com concentracdo crescente de
cada ligante segundo as tabelas 5-7 a temperatura ambiente (a 298 K) e com monitoramento

da emissao a (340 nm).
4.2.6 Estudos espectroscopicos de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos usando um espectropolarimetro
Jasco J-815 para ASH livre ([ASH] = 1,00 x 10 M, em solucéo tamp&o de PBS pH = 7,4) e
complexada com o0s compostos bioativos por titulacdo, resultando em solucdes com
concentracdo crescente de cada ligante segundo a tabela (8). As andlises foram feitas na faixa
de (200-260 nm), com velocidade de (100 nm/min) no espectropolarimetro a temperatura de
(T = 310 K). A linha de base foi realizada com uma solugcdo aquosa de PBS (pH = 7,4). Os
contetidos helicoidais de ASH livre e na presenca dos ligantes foram calculados a partir dos
valores de elipticidade residual molar (MRE) nos comprimentos de onde de 208 e 222 nm.
[Chen 1972]

4.2.7 Estudos espectroscopicos de fluorescéncia sincronizada

Os espectros de fluorescéncia sincrona (SFS) foram obtidos em num
espectrofluorimetro da Edinburgh Instruments modelo Xe900 para ASH livre (1,00 x 10° M,
em solucdo tampédo de PBS pH = 7,4) e associada com 0s compostos bioativos por titulagéo,
resultando em solugdes com concentragdo crescente de cada ligante segundo as tabelas (5-7).
As caracteristicas de fluorescéncia sincrona de ASH/compostos bioativos foram anotadas em
diferentes intervalos de varredura de AL (AL = XemAex). Quando AA = 15 nm, as
caracteristicas do espectro de residuos de tirosina de proteina foram observadas e quando AL
= 60 nm, as caracteristicas de espectro de residuos de proteina triptofano foram observadas a

temperatura ambiente (298 K).
4.2.8 Estudos espectroscopicos de emissao de fluorescéncia tridimensional

Os espectros de fluorescéncia tridimensionais (F3D) foram obtidos em um
espectrofluorimetro da Edinburgh Instruments modelo Xe-900 para ASH livre (1,00 x 10 M,
em solucdo tampéo de PBS pH = 7,4) é complexados com o ligante 4-bromo-indolilchalcona
([IC9] = 1.32 x 10 M) nas seguintes condicdes: faixa de comprimento de onda de excitagio
de 200-370 nm e faixa de comprimento de onda de emissdo de 210-470 nm e um incremento
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de 10 nm. Os outros parametros de varredura foram os mesmos dos espectros de supresséo de
fluorescéncia e realizada a temperatura de (310K).

4.2.9 Estudos espectroscopicos de competicao

Os experimentos de competicdo foram realizados usando sondas para diferentes sitios:
varfarina, ibuprofeno e digitoxina para os sitios I, 1l e Ill, respectivamente [Sudlow, 1976;
Zsila, 2013], mantendo a concentracdo de ASH e das sondas constantes na razdo 1:1 (JASH]
= [Sonda] =1,00 x 10° M). A titulacio de supressdo de fluorescéncia foi realizada como
descrita no item 4.2.3 de modo a determinar a constante de interacdo de ASH-compostos
bioativos na presenca das sondas de sitio a temperatura de 310 K. Para cada dado, a correcao
do filtro interno foi introduzida como mostrado na equacéo (1) e os valores de constante de
supressao Ka, na presenca de cada marcador de sitio, foram obtidos da equacdo de Stern-

Volmer modificada (Item 4.3.4). [Lakowicz 2006]
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Tabela 5. Concentracdo final dos compostos bioativos, apos a adicdo de aliquotas de uma
solugo estoque de 4-bromo-indolilchalcona (1C9) (1,0 x 10 mol/L), a 3 mL da solugio de
ASH (1,00 x 10° mol/L).

Adicdo do composto bioativo Concentracéo de Q
(de 5 pL em 5 pL) (x10°M LY

0 uL 0

05 puL 1,66
10 uL 3,32
15 uL 4,97
20 pL 6,62
25 uL 8,28
30 uL 9,96
35uL 11,62
40 pL 13,20

Tabela 6. Concentracao final dos compostos bioativos, apos a adicdo de aliquotas de uma
solucgéo estoque das tiossemicarbazonas (UTS, DFTS e T FTS), metforminas (MFCI, MFBr e
MFCF3) e dimetoxixantonas (23MXT e 34MXT) (1,0 x 10 mol/L), a 3 mL da soluc&o de
ASH (1,00 x 10®° mol/L).

Adigdo do composto bioativo Concentracéo de Q
(de 10 pL em 10 pL) (x10°M L)

0pL 0

10 pL 3,32
20 uL 6,62
30 uL 9,90
40 pL 13,20
50 pL 16,40
60 uL 19,60
70 puL 22,80
80 uL 26,00
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Tabela 7. Concentracdo final dos compostos bioativos, ap6s a adi¢cdo de aliquotas de uma
solugdo estoque das monometoxixantonas (IMXT, 2MXT e 4MXT) (1,0 x 10° mol/L), a 3
mL da solucio de ASH (1,00 x 10° mol/L).

Adicdo do composto bioativo Concentracéo de Q
(de 15 pL em 15 pL) (x10°M L)
0 uL 0
15 ul 4,98
30 uL 9,96
45 uL 14,94
60 uL 19,92
75 uL 24,90
90 pL 29,88
105uL 34,86
120 uL 39,84

Tabela 8. Concentracdo final dos compostos bioativos, apds a adi¢cdo de aliquotas de uma
solucdo estoque de 4-bromo-indolilchalcona (1C9), tiossemicarbazonas (UTS, DFTS e TFTS),
metforminas (MFCI, MFBr e MFCF3) e metoxixantonas (IMXT, 2MXT, 3MXT, 23MXT e
34MXT) (1,0 x 10 mol/L), a 3 mL da solucio de ASH (1,00 x 10°® mol/L)

Adicdo do composto bioativo Concentracgéo
(x10M L%
0 pL (1:0) 0
12 L (1:4) 3,90
24 ulL (1:8) 7,90
48 L (1:16) 15,70
96 uL (1:32) 31,00
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4.2.10. Estudos tedricos de docagem molecular

A estrutura cristalografica da ASH foi obtida do Protein Data Bank [PDB ID, 1N5U]
[Wardell 2002]. Estruturas moleculares dos ligantes, isto é, tiossemicarbazonas (UTS, DFTS
e TFTS); metforminas (MFCI, MFBr e MFCF3); 4-bromoindiolcahlcona IC9 e
metoxixantonas (LMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT), foram construidas e
minimizadas em energia por célculos da Teoria Funcional da Densidade (DFT) (potencial
B3LYP) com conjunto de bases 6-31G*, disponivel no programa Spartan“14 (Wavefunction,
Inc.). [Hehre 2003]

Os estudos de docagem molecular foram realizados com o programa GOLD 5.2
(CCDC, Cambridge Crystallographic Data Centre). Atomos de hidrogénio foram adicionados
a proteina de acordo com os dados inferidos pelo programa sobre a ionizacdo e estados
tautoméricos.  [http://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/] O
numero de operacdes genéticas (crossover, migracdo, mutacdo) em cada corrida de docagem
usada no procedimento de busca foi definido como 100.000. O programa otimiza as
geometrias das interacdes de hidrogénio girando grupos hidroxila e amino das cadeias laterais

de aminoacidos.

A funcdo de pontuagdo utilizada foi ,,ChemPLP*, que ¢ a fung¢do padrdo do programa
GOLD 5.2. [http://lwww.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/] A
pontuacgdo de cada pose identificada foi calculada como o negativo da soma de uma serie de
termos energéticos envolvidos no processo de interacdo proteina-ligante, de modo que, quanto
mais positiva a pontuacdo, melhor € a interacdo. As representacGes graficas das melhores

pontuacdes foram geradas com o programa PyMOL (DeLano Scienti.c LLC). [DeLano 2002]

A cavidade de interacdo de docagem na proteina foi estabelecida com um raio de 10 A
do residuo Trp-214. Esse residuo de aminoacido foi escolhido para exploracdo de docagem
devido a descobertas experimentais sobre a interacdo competitiva indicando o Sitio 1 como o
principal local para os compostos bioativos tiossemicarbazona (UTS, DFTS e TFTS);
metformina (MFCI, MFBr e MFCF3); 4-bromoindiolcahlcona IC9 e (IMXT, 2MXT, 4MXT,
23MXT e 34MXT).
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4.2.11 Estudos tedricos de calculo quimico quantico
Metformina (MFCI, MFBr e MFCF3)

A otimizagdo da geometria, 0 mapeamento do potencial eletrostatico molecular e os
calculos dos orbitais moleculares de fronteira dos trés derivados da metformina foram
realizados na fase gasosa usando o pacote de software Gaussian 09W com Density Functional
Theory (DFT). O conjunto de base usado foi 6-31 G(d') que envolve uma funcgédo de
polarizacdo, enquanto o B3LYP usado na abordagem DFT contéem funcionais hibridos de

correlacdo de troca que podem fornecer parametros geomeétricos razoaveis. [Lee, 1988]
4-bromo-indoilchalcona (1C9)

A otimizacdo da geometria molecular foi realizada na fase solvente (agua) usando a
teoria funcional da densidade (DFT) com polarizacdo contida no conjunto de base e funcdes
difusas 6-31+G(d,p), de acordo com o modelo continuo polarizavel do pacote de software
Gaussian 09W. [Frisch, 2009] O presente célculo funciona com a palavra-chave B3PW91,
que invoca o método hibrido de trés parametros de Becke. [Lee, 1988] A anélise do potencial
eletrostatico molecular (MESP) foi concluida com o mesmo nivel de teoria usado para
otimizacdo. A analise NBO foi concluida usando NBO 3.1 incorporado no pacote Gaussian
09W no nivel B3PW91/6-31+G(d,p) para entender vérias interacbes intramoleculares entre 0s
orbitais preenchidos de um subsistema e os orbitais vagos de outro subsistema. [Joy, 2017]
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4.3 A espectroscopia de absorcéo, emissdo de fluorescéncia e suas aplicagbes em

experimentos de supressao
4.3.1 Absorcao de luz no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A absorcdo de luz ndo-polarizada é descrita pela absorbancia (A) e é definida pela
equacéo (2). [Fasman, 1996; Woody, 1995]

A = log(lo/1)

Equacéo 2

Onde:

A - absorbancia;
lo - intensidade da luz incidente;
| - intensidade apds a luz percorrer uma distancia | no meio.

Segundo a lei de Lambert-Beer (Equacdo 3) [Pace, 1995] pode-se determinar o
coeficiente de supressdo molar, ou coeficiente de absorcdo molar, ou absortividade molar (g).
[Pace, 1995]

A=c¢g.cl
Equacéo 3
Onde:

A - absorbéncia;

¢ - concentracdo da espécie que absorve a luz (em mol/L);
| - distancia que a luz percorre no meio (emcm) e

g - coeficiente de supressé@o molar (em L/cm.mol).

Efeitos de deslocamento na banda de absor¢do maxima da ASH préximo a regido de
Amax = 280 nm é referente a transicdo nn* que esté diretamente ligada ao residuo cromoforico
do triptofano, e podem indicar a formagdo de um complexo de associacdo (interacdo ligante)
entre 0s compostos bioativos-proteina. Um deslocamento para menores comprimentos de
onda, quando sob complexacdo, comparado com o espectro de absorcdo da proteina livre,
indica um ambiente quimico mais hidrofobico, enquanto que o oposto, um desolacameto
batocromico estd diretamente associado a um ambiente quimico proximo ao residuo do

triptofano como sendo mais hidrofilico. [Lakowicz, 2006]
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4.3.2 Absorcao de luz circularmente polarizada (Dicroismo Circular)

O dicroismo circular (DC) é uma técnica sensivel que possibilita monitorar mudancas
conformacionais em proteinas, [Yue, 2008] sendo geralmente usado para a determinacdo da
estrutura secundaria de macromoléculas. [Kelly, 2005; Cheng, 2009] O dicroismo circular é
particularmente util para o estudo de moléculas quirais e macromoléculas, tais como
proteinas, carboidratos, dendrimeros etc., compostos esses que possuem unidades oticamente
ativas, ou seja, podem exibir sinal na espectroscopia de dicroismo circular. O DC é uma
forma de espectroscopia que faz uso da absorcéo diferenciada da luz polarizada no sentido
horéario (direita) ou no sentido anti-horéario (esquerda). O DC ¢ a diferenca de absorcdo (A) da
luz circularmente polarizada a esquerda e a direita (Equacao 4). [Fasman, 1996; Hecht, 1998;
Woody, 1995]

DC = Ae - Ap.
Equacéo 4
Onde:

DC - dicroino circular;
Ag - absorbéancia para a luz circularmente polarizada para a esquerda e
Ap - absorbancia para a luz circularmente polarizada para a direita.

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

supressdo molar para a direita ou para a esquerda, ep € &g, respectivamente.

O dicroismo circular molar (Ag), (Equacéo 5), é definido como a diferenca entre os
coeficientes de supressao a esquerda e a direita. [Fasman, 1996; Hecht. 1998; Woody, 1995]
Ag = €e - ep = (Ae - Ap)/c.l
Equacédo 5
Onde:

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

€k - coeficiente de supressdao molar para a luz circularmente polarizada para a esquerda
(em L/cm.mol) e

ep - coeficiente de supressdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita
(em L/cm.mol).
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A luz linearmente polarizada € composta de dois componentes circularmente
polarizados de mesma intensidade. Em cada uma dessas componentes o vetor eletromagnético
gira na direcdo de propagacdo. Observando-se perpendicularmente a variacdo no vetor
elétrico com o tempo, para uma amostra que apresente dicroismo circular, percebe-se que a
ponta deste vetor segue uma hélice, rodando no sentido horéario para a luz polarizada
circularmente para a direita e anti-hordrio para a esquerda (Figura 33).

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

Figura 33. Esquema da luz elipticamente polarizada gerada por dicroismo circular, onde (R)
e (L) representam a magnitude dos vetores elétricos da luz circularmente polarizada para a
direita e esquerda respectivamente, sendo 6 o valor medido para a elipticidade como resultado
do efeito Cotton observado.

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

Todos os instrumentos comerciais de DC (Figura 34) medem a variacdo de
absorbancia (AA) (AA = Ae - Ap = (ee — ep).c.l). Por razBes historicas, entretanto, 0s

aparelhos de DC sdo calibrados para elipticidade (6) (Equacdo 6). [Fasman, 1996; Woody,
1995; www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]

6(em deg) = 180.In10.AA/41t = 32,98AA
Equacéo 6

Onde:

6 - elipticidade (em deg (graus));
AA - variagdo de absorbancia.

Para eliminar os efeitos do caminho Optico e da concentracdo, a elipticidade (0) é

expressa na forma de elipticidade molar (6m), (Equacdo 7) [Fasman, 1996; Hecht, 1998;
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Woody, 1995; www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf], que também ¢
representada por MRE (elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual).
Dessa forma, o dicroismo circular (DC) gera luz elipticamente polarizada.

[www.ioc.fiocruz.br/peptideos2008/pdf/dicroismo_circular.pdf]
m = 1000/c.l =3298A¢
Equagéo 7
Onde:

Om - elipticidade molar (em deg.cm?.dmol™);

0 - elipticidade (em deg (graus));

C - concentracdo da espécie que absorve a luz;

| - distancia que a luz percorre no meio (em cm) e
Ag - dicroismo circular molar (em L/cm.mol).

MONOCROMADOR

FONTE DE LUZ R
CAMARA DE AMOSTRA
Espelhos
Moveis M2 etector

de
fluorescéngia

Detector DC

Espelhos Moveis M5

Amostras

Figura 34. Representacdo esquematica de um aparelho de dicroismo circular DC, onde sdo
mostrados 0s componentes basicos para a sua opera¢do. [modificado de
http://www.photophysics.com/tutorials/circular-dichroism-cd-spectroscopy/5-cd-
spectrometer-performance]

Para avaliar a estrutura secundaria de proteinas globulares que apresentam sua
conformacdo preferencial na forma de uma hélice-a sdo feitas medidas na regido do
ultravioleta, sendo que valores negativos maximos de elipticidade (6) em 208 nm e 222 nm
indicam a presenca de uma estrutura predominantemente na conformacéao hélice-a, enquanto
que bandas negativas a 205 nm e 225 nm sugerem a presenca de estrutura em folha-f3 (Figura
35). [Johnson, 1988; Venyaminov, 1996; Cordeiro, 2005]
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Existem algumas vantagens na utilizacdo desta técnica, uma vez que sdo experimentos
simples e rapidos; ha a recuperacdo total da amostra (técnica ndo destrutiva); as analises sao
feitas em solucdo e tem-se uma reproducao muito proxima do que é a realidade dos sistemas

bioldgicos in vivo. [modificado de www.chem.uzh.ch/zerbe/CD-Spectroscopy.pdf]
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Figura 35. Espectros de dicroismo circular representativos de estruturas secundarias de
proteinas. [modificado de www.chem.uzh.ch/zerbe/CD-Spectroscopy.pdf]

4.3.2.1 Calculos da porcentagem de estrutura hélice-a

Estimativas acerca da % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca de supressor podem ser estimadas usando as equacdes (8) e (9).[Chen, 1972] Os
valores experimentais de elipticidade molar (Bm) nos comprimentos de onda de 208 nm e 222
nm sdo utilizados para calcular a elipticidade residual significativa ou elipticidade molar
residual (MRE), especificamente MRE2os € MRE222 (Equacéo 8). [Chen, 1972] Essas bandas
negativas em torno de 208-209 nm e 222-223 nm (na regido do ultravioleta) s&o
caracteristicas da estrutura hélice-o. de proteina e correspondem as transicBes nmn* que
ocorrem na sua estrutura secundaria (no caso, albumina sérica humana (ASH)). [Chen, 1972]

Posteriormente, os valores de MRE2os € MRE222 sdo substituidos na equagdo (9) e assim
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usados para calcular os valores de percentual de hélice-a. na estrutura secundaria da ASH (%

hélice-a.).
MRE=m
Equacéo 8
Onde:
MRE = elipticidade residual significativa ou elipticidade molar residual
(deg.cm?/dmol);

0 = elipticidade observada (mdeg);

n = ndmero de aminodacidos residuais ou residuos de aminoécido (582 para ASH);
| = comprimento Optico da cubeta (1 cm);

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

{ —MREppg —4000)

%hélice — cx=[ , ]xll]l] Ohélice — a= [M
(33000 —2000)

]xlﬂﬂ
30300

Equacéo 9
Onde:

MRE2s - elipticidade residual significativa em 208 nm (deg.cm?dmol);
MRE_», - elipticidade residual significativa em 222 nm (deg.cm?/dmol);
% hélice-a - percentual de hélice-a na estrutura da ASH

4.3.3 A espectroscopia de emissao de fluorescéncia

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia pode ser aplicada a uma ampla gama de
problemas nas ciéncias quimicas e bioldgicas. As medi¢es podem fornecer informacGes
sobre um grande conjunto de processos moleculares, incluindo as interacfes de moléculas de
solvente com fluoroforos, difusdo rotacional de biomoléculas, distancias entre sitios em
biomoléculas, mudancas conformacionais e interacGes de interacdo. A luminescéncia é a
emissao de luz de qualquer substancia e ocorre a partir de estados eletronicamente excitados.
A luminescéncia é formalmente dividida em duas categorias — fluorescéncia e fosforescéncia

— dependendo da natureza do estado excitado. [Valeur, 2002; Lakowicz, 2006; Turro, 2008]

A fluorescéncia ocorre a partir de estados excitados singlete, com o elétron no orbital
excitado estando emparelhado (por spin oposto) ao elétron no orbital do estado fundamental.

Consequentemente, o0 retorno ao estado fundamental é permitido por spin e ocorre
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rapidamente pela emissdo de um féton. As constantes de velocidade de emissdo de

fluorescéncia sdo observadas tipicamente no intervalo de 10*° a 108s™. [Turro, 2008]

A fluorescéncia normalmente ocorre a partir de moléculas aromaticas. Algumas

CHp=CH

H

CHy CHj

| 7 ! ;
E o o CH30 i COgH H CoHg clo;

POPOP Fluoresceina

substancias fluorescentes tipicas (fluoréforos) sdo mostradas na Figura 36.
o | S0 < W -
1 | c
O 02

Piridina 1

Figura 36. Diversos compostos fluorescentes em diferentes regibes do visivel do espectro
eletromagnético. [modificado de Lakowicz, 2006]

Um espectro de emissdo de fluorescéncia € um gréafico da intensidade de fluorescéncia
versus comprimento de onda (nandmetros) ou nimero de onda (cm™?) (Figura 37). Para a
obtencdo deste tipo de espectro € realizado o processo de excitagdo em um determinado
comprimento de onda (na regido de absorcdo do composto fluorescente), sendo analisada a
emissao de luminescéncia em um intervalo de comprimento de onda superior ao comprimento
de onda de excitacdo. Uma caracteristica importante da fluorescéncia é a alta sensibilidade de
deteccdo que, para a ASH, pode ser observada na faixa de concentragdo entre 10° a 10
mol.L. [Lakowicz, 2006]
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Figura 37. Espectro de fluorescéncia da albumina sérica humana [ASH].= 1x10° mol.L*

[proprio autor]
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Os processos que ocorrem entre a absor¢cdo e a emissdo da luz sdo geralmente
ilustrados pelo diagrama de Jablonski que podem ser usados em uma variedade de formas
para ilustrar os varios processos moleculares que podem ocorrer a partir de estados excitados.
(Figura 38).

Nivel de energia
Absorgio (107155)
Fluoreséncia (10710-10-7 5)
I—'cosforescéncia(10'4 -10s)
WA Conversio imema(lO'“-lo'g s)
Relxagdo vibracional (10712.10-105)
s~ Cruzamento interssistema (10-10-10-8 s)

=N\ VAV aVaVaVe ——]
A £ S —__— _
1 e

== T, v,

4 k4
SO

Figura 38. Diagrama de Jablonski. [modificado de https://www.edinst.com/blog/jablonski-

diagram-2/]

No diagrama de Jablonski o singlete de energia mais baixa (estado fundamental) e os
estados excitados eletronicos subsequentes sdo representados por So, Si, S2 ... Sp,
respectivamente. Em cada um desses niveis de energia eletronica, os fluoréforos podem
existir em varios niveis de energia vibracional, representados por 0, 1, 2, etc. As transicdes
entre os estados sdo representadas como linhas verticais para ilustrar a natureza instantanea da
absorcdo de luz. As transicdes ocorrem em cerca de 10 s, um tempo muito curto para

deslocamentos significativos de nlcleos. Este € o principio de Franck-Condon. [Turro, 2008]

Posteriormente a absorcdo de luz, varios processos podem ocorrer. Um fluoréforo
geralmente é excitado para algum nivel vibracional mais alto de S; ou S;. Com algumas raras
excecdes, moléculas em fases condensadas relaxam rapidamente para o nivel vibracional mais
baixo de S1. Esse processo é chamado de conversao interna e geralmente ocorre dentro de 10
1032 102 s ou menos. Como os tempos de vida da fluorescéncia s&o tipicamente proximos de
101% a 10® s, a conversdo interna geralmente é completa antes da emissdo. A emissido de
fluorescéncia geralmente resulta de um estado excitado termicamente equilibrado, ou seja, o

estado vibracional de menor energia de S1. [Turro, 2008]
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Outra propriedade geral da fluorescéncia é que 0 mesmo espectro de emissdo de
fluorescéncia é geralmente observado independentemente do comprimento de onda de
excitacao. 1sso é conhecido como regra de Kasha, embora Vavilov ja tivesse relatado em 1926
que os rendimentos quanticos eram geralmente independentes do comprimento de onda de
excitacdo. Ao retornar ao estado So, o fluoréforo pode retornar a qualquer um dos niveis
vibracionais do estado fundamental, os quais tém espacamento semelhante aos do estado S;
(Figura 39). [Lakowicz, 2006]
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Figura 39. Regra da imagem especular e fatores de Franck-Condon. Os espectros de absorcao

e emissdo para antraceno. [modificado de Lakowicz, 2006]

Moléculas no estado S; também podem sofrer uma inversdo de spin para o estado
excitado triplete, o que é chamado de cruzamento entre sistemas, sendo que, a partir do estado
triplete de menor energia T1, pode haver novo de cruzamento entre sistemas para um estado
fundamental vibracionalmente excitado ou emitir luz por um processo conhecido como

fosforescéncia. [Turro, 2008]
4.3.3.1 Tempo de vida e rendimento quantico de fluorescéncia

O tempo de vida da fluorescéncia e o rendimento quéantico sdo talvez as caracteristicas
mais importantes de um fluordéforo. O rendimento quantico € o nimero de fétons emitidos em
relacdo ao numero de fotons absorvidos. Substéncias com os maiores rendimentos quanticos,
aproximando-se da unidade, como rodaminas, exibem as emisses mais intensas. O tempo de

vida também é importante, pois determina o tempo disponivel para o fluoréforo interagir ou
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difundir em seu ambiente. Os significados de rendimento quantico e tempo de vida séo
melhor representados por um diagrama de Jablonski simplificado (Figura 40). [Lakowicz,
2006]
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Figura 40. Diagrama de Jablonki simplificado para ilustrar o significado de rendimentos

quanticos e tempos de vida. [modificado de Lakowicz, 2006]

Em particular, estamos interessados nas constantes de velocidade de emissdo do
fluoréforo (ke) e do decaimento ndo radiativo para So (knr). Ambas as constantes de
velocidade, kr e knr, despopulam o estado excitado e, sendo assim, a fracdo de fluoréforos que
decai por emissdo e, portanto, define o rendimento quantico, é dada pela equacdo (10).
[Lakowicz, 2006]

Ky

Tkt

Equacéo 10

O rendimento quantico pode estar proximo da unidade se a constante de velocidade de
decaimento ndo radiativo for muito menor que a constante de velocidade de decaimento
radiativo, ou seja, knr < ke. E importante salientar que o rendimento quéntico para a emissio
de fluorescéncia é sempre menor que a unidade devido a processos ndo radiativos tais como
conversao interna (IC). Por conveniéncia, agrupamos todos os processos de decaimento nédo

radiativos possiveis com uma Unica constante knr. [Lakowicz, 2006]

O tempo de vida do estado excitado é definido pelo tempo médio que a molécula passa
no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental. Geralmente, os tempos de vida de
fluorescéncia sdo proximos de 10 ns. Para o fluoroforo ilustrado na Figura 39, o tempo de

vida é obtido pela equacéo (12):
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B |
kF+ knr

T

Equacéo 11

A emisséao de fluorescéncia € um processo aleatdrio, e poucas moléculas emitem seus
fotons precisamente em t = 1. O tempo de vida é um valor médio do tempo gasto no estado
excitado. [Lakowicz, 2006]

O tempo de vida do fluoréforo na auséncia de processos nao radiativos € chamado de

tempo de vida intrinseco ou natural e é obtido pela equacédo (12),

1
T, = 1

ky
Equacéo 12

Em principio, o tempo de vida natural Tn pode ser calculado a partir dos espectros de
absorcdo, coeficiente de supressdo e espectros de emissdo do fluoréforo. A constante de

velocidade de decaimento radiativo ke pode ser calculada usando a equagéo (13):

(V) dv
v

ky~ 288 x 10° 1

JF(v)dv ng ;

TR dv v =2.88 X 109n2<V_3>_1J
A% V/V

\%

Equacéo 13

Onde F(v) é o espectro de emissdo plotado na escala do nimero de onda (cm™), e(v) é 0

espectro de absorcédo e n € o indice de refracdo do meio.

O tempo de vida natural pode ser calculado a partir do tempo de vida medido () e do

rendimento quéantico de fluorescéncia (Q) pela equacédo (14). [Lakowicz, 2006]

r=1/0Q
Equacéo 14

Muitos fluor6foros bioquimicos ndo se comportam de forma tdo previsivel quanto os
compostos aromaticos. Portanto, muitas vezes hd pouca concordancia entre o valor de Ty

calculado a partir da equacgéo (14) e aquela calculada a partir de seus espectros de absorcéo e
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emissdo (Equacédo 12). Essas discrepancias ocorrem por uma variedade de razfes, como uma
fracdo dos fluoroforos localizados préximos a grupos supressores, 0 que as vezes 0corre para
residuos de triptofano em proteinas. O rendimento quantico e o tempo de vida de
fluorescéncia podem ser modificados por fatores que afetam qualquer uma das constantes de
velocidade (kr ou knr). Por exemplo, uma molécula pode ser ndo fluorescente como resultado
de uma grande constante de velocidade de conversdo interna ou uma baixa constante de

velocidade de emissdo. [Lakowicz, 2006]
4.3.3.2 Fluorescéncia resolvida no tempo

Fluorimetria pulsada, técnica de fluorescéncia resolvida no tempo utilizada nesta tese,
trabalha no dominio de tempo. A amostra é excitada por um pulso de luz curto (um LED ou
um laser pulsado com comprimento de onda no méaximo de absor¢do do fluoréforo) e a

resposta da fluorescéncia é apresentada em fungdo do tempo (Figura 41). [Valeur, 2002]
EXCITAGAOD RESPOSTA
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Figura 41. Principios de fluorimetria resolvida no tempo. [modificado de Valeur, 2002]

Supondo, em um exemplo, que uma amostra contendo um fluoréforo seja excitada
com um pulso de luz infinitamente curto, resultando na excitagdo de uma populagéo inicial No
de fluoroforos para o primeiro estado excitado singlete, o decaimento para o estado
fundamental ocorre com uma constante de velocidade kr + knr (Equagéo 15). [Valeur, 2002]

dN(t)

Equacéo 15
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Onde: N(t) - numero de moléculas excitadas no tempo t,
kr - constante de velocidade radiativa (fluorescéncia ou fosforescéncia) e

knr - constante de velocidade de decaimento ndo radiativo.

A emissdo é um evento aleatério, onde cada fluoréforo possui igual probabilidade de
emissdo num dado intervalo de tempo. Ao integrar a equagdo 15, tem-se um decaimento

exponencial da populacdo excitada (Equacao 16). [Valeur, 2002]
N=N, - exp(—t/1)

Equacéo 16

Como a intensidade radiativa (I) é proporcional a N(t) pode ser expresso como:
I=a - exp(—t/T)

Equacéo 17
onde 7 é o tempo de vida e a a intensidade no tempo zero, com = sendo mostrado na equacao
18.

T = -logl(t)/t

Equacéo 18
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 através

do coeficiente angular do grafico log I(t) versus t (Figura 42). [Valeur, 2002]

Puls&;cuﬂo (a) (b)
X Inclinacio
=-1/1
== (ketkpy)
- o
o
Tempo Tempo

Figura 42. Curva de decaimento de fluorescéncia: (a) segundo a equagdo 17; (b) segundo a
equacéo 18. [modificado de Valeur, 2002]
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4.3.4 Os mecanismos de supressdo de fluorescéncia

A intensidade da fluorescéncia pode ser diminuida por uma ampla variedade de
processos. Essa diminuicdo de intensidade é chamada de supressdo e pode ocorrer por
diferentes mecanismos que podem incluir reacdes de estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, transferéncia de elétron, entre outras. Na maioria dos casos, a
supressdao ocorre pela formacdo de complexos supressor/fluoréforo no estado fundamental
chamado de Supressao Estatica (Figura 43a) ou por processos colisionais que ocorrem pelo
encontro do supressor e o fluoréforo no estado excitado, o que é denominado de Supressao

Dinamica (Figura 43b)

A supressdo estatica refere-se a qualquer mecanismo que inibe a formacéo do estado
excitado do fluoroforo [Braslavsky 2007] e, assim, extingue completamente sua fluorescéncia
original. Como resultado, qualquer fluorescéncia medida é devida apenas aos fluoréforos que
ndo estdo interagindo com o supressor e, portanto, seu tempo de vida de decaimento ndo é
afetado; a fluorescéncia total no estado estacionario é obviamente reduzida, uma vez que 0s
complexos fluordforo/supressor ndo sdo fluorescentes. Em muitos casos, esses chamados
complexos de estado fundamental podem levar a alteracbes no espectro de absorcdo do
fluordforo. [Xiang, 2010; Xu, 2008; Zhang, 2009]

A supressao dinamica refere-se a qualquer processo nao radiativo no qual o supressor
interage com o estado excitado do fluoréforo [Braslavsky, 2007] e, portanto, resulta em uma
mudanca tanto na intensidade da fluorescéncia no estado estacionario quanto no tempo de
vida da fluorescéncia. [Weert, 2011] A supressao dinamica pode ainda englobar outras formas
de supressdo, como 0s processos de transferéncia de energia por ressonancia de Forster
(FRET), que ocorre por um mecanismo doador para um aceptor através do acoplamento

dipolo-dipolo néo radiativo.

De acordo com essas defini¢cdes, a supressdo estatica pode ser distinguida da dindmica
pela medida dos tempos de vida de fluorescéncia. Somente se o tempo de vida diminuir, a
supressdo dindmica estara presente. [Weert, 2011] Além dos processos descritos acima, a
supressdo aparente pode ocorrer devido as propriedades Opticas da amostra. Altas densidades
Opticas ou turbidez podem resultar na reducgdo da intensidade de fluorescéncia. Também pode
ocorrer supressdo como resultado de mudangas estruturais em torno do (s) fluoréforo (s). Isso

significa que quaisquer alteragdes estruturais podem levar a variagdes no ambiente do
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fluordforo, o que, por sua vez, pode alterar a fluorescéncia, sendo possivel se observar tanto

um aumento como uma diminuicdo da fluorescéncia. [Weert, 2011]

Figura 43. Mecanismos de supressdo de fluorescéncia: a) mecanismo estatico e b) mecanismo
dindmico. [modificado de Lakowicz, 2006]

Tanto o processo de supressdo colisional como o estatico podem ser ilustrados no
diagrama de Jablonski modificado (Figura 44), juntamente com as respectivas equacoes

cinéticas (Esquema 31).

Sl — FRET
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Figura 44. Diagrama de Jablonski (energia) para o processo de desativacdo do estado
excitado de uma molécula por diferentes mecanismos. [modificado de Lakowicz, 2006]
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Esquema 31 [modificado de Lakowicz, 2006]
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4.3.4.1 O processo de supressao — A Equacéo de Stern VVolmer

I) Na supressdo dindmica, o fluordforo retorna ao estado fundamental durante um encontro
difusivo com o supressor. As moléculas ndo sdo quimicamente alteradas no processo. Para a
definicdo da equacdo de Stern VVolmer podemos resolvé-la para um experimento realizado no
estado estacionario onde d[F*]/dt = 0 (iluminacdo constante) na presenca e na auséncia do

supressor (Esquema 32). [Valeur, 2002]

Na auséncia de supressor Na presenga de supressor
k. k-
S1 7 vv\/*l/si-b—;—— S1 NS A»le >_;._
T r =T,
1 |k $ K, ) |k § k| kalO)
SO ' SO '
Esquema 32 [modificado de Valeur, 2002]
a) Definicdo da equacdo de Stern-Volmer para um processo sob iluminacéo constante
(estado estacionario).
——=f{t) —ky; [Fl, = 0 F, fluorescéncia na auséncia de supressor O
dt _
Equaciio 19 F fluorescéncia na presenga do supressor Q
d|F] ky cte de desativagdo intrinseca
—— = flt) — Ckn+k -0
dt . (Eat ks [ODIF] f{t) ¢éuma funcdo da cte de excitagdo
Equacéo 20

k, ctede velocidade radiativa
kM: kr +k10+ kiSC :kr + knr: ]./ z-O

S . . -
k c cte de velocidade de conversdo interna

k. . —
Fo _k k q [Q] . [ ] isc cte de velocidade de cruzamento intersistema
T M4 — = + k q%o Q
F k ko cte de velocidade néo radiativa
Equagao 21

Para a supressdo dinamica, a diminuicdo da intensidade € descrita pela equagdo de
Stern-Volmer (Equacéo 21).
Fo
=1+ K,[0] =1+ k70lQ]

Equacéo 21
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Nesta expressdo, Ksv é a constante de supressdo de Stern-Volmer, kq é a constante de
velocidade de supressdo bimolecular, o é 0 tempo de vida da espécie ndo suprimida (natural)
e [Q] é a concentracdo do supressor. A inclinacdo de um grafico de Fo/F versus [Q] fornece
entdo o valor de Ksv (Figura 45). Como Ksv=Kqto, cOnhecendo-se t, pode-se entdo determinar
a constante de velocidade de supressdo de fluorescéncia (kq). A constante de supressédo de
Stern-Volmer Ksy indica a sensibilidade do fluoréforo a um supressor. Um fluoroforo interno
em uma macromolécula é geralmente inacessivel aos supressores sollveis em agua, de modo
que o valor de Ksyv é baixo. Valores maiores de Ksy sdo encontrados se o fluoroforo estiver

livre em solucdo ou na superficie de uma biomolécula.

Fo T

— ‘o

F T

[O]

Figura 45. Gréfico de Stern-Volmer para o processo de supressao dindmico. [modificado de
Lakowicz, 2006]

Uma grande variedade de moléculas pode atuar como um supressor colisional.
Exemplos incluem oxigénio, halogénios, aminas e moléculas deficientes em elétrons como a
acrilamida. O mecanismo de supressdo varia com o par fluor6foro/supressor. Por exemplo, a
supressdo do indol pela acrilamida € provavelmente devido a transferéncia de elétron do indol
para a acrilamida. A supressdo por halogénio e &tomos pesados ocorre devido ao acoplamento
spin-Orbita, o qual resulta em um aumento do cruzamento entre sistemas para 0 estado
excitado triplete. [Valeur, 2002; Lakowicz, 2006]

Il) A supressdo estatica ocorre pela formagdo no estado fundamental de complexos néo
fluorescentes do fluoroforo com supressores (Esquema 33). Quando este complexo absorve
luz, ele retorna imediatamente ao estado fundamental sem emissdo de foton. No caso da

supressao estatica, a dependéncia da intensidade de fluorescéncia em relagdo a concentracéo
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do supressor é facilmente obtida pela consideragdo de uma constante de associagdo para a

formacéo de complexo (Equagéo 22). [Valeur, 2002, Lakowicz, 2006]

ks
F+Q = FQ
K.g
Esquema 33
|7 - 0]
Ks = AT
> |Fllo]
Equacéo 22

onde [F — Q] é a concentracdo do complexo, [F] é a concentracdo de fluor6foro nao
complexado e [Q] é a concentracdo de supressor. Se a espécie complexada ndo é fluorescente,
entdo a fracdo da fluorescéncia que permanece (F/Fo) é dada pela fracdo total de fluoroforos
que ndo sdo complexados: f = F/Fo. Lembrando que a concentracgdo total de fluoréforo [Fo] é
dada pela equacéo (23):

|Flo = |F| +|F - Q]
Equacdo 23
substituicdo na equaco (23) obtemos:
[Flo—[F|  |Fy |
Flol ~ [Alo] o]

Equacéo 24

.!!{5 -

Pode-se entdo substituir a concentracdo de fluor6foro por intensidades de
fluorescéncia e, pelo rearranjo da equagdo (24), obtém-se novamente a equagdo (21), ja

descrita como a equacao de Stern-Volmer.,

%:1 ¢ ks[O] = 1 + kyro[O]

Equacéo 21
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Observe que a dependéncia de Fo/F em [Q] € linear (Equacédo 21), o que é idéntico ao

observado para a supressao dindmica (Figura 46). [Valeur, 2002; Lakowicz, 2006]

Fo
F
kS
TO
1 T
(2]

Figura 46. Grafico de Stern-Volmer para o processo de supressdo estatico. [modificado de
Lakowicz, 2006]

Tanto a supressdo estdtica quanto a dinamica requerem contato molecular entre o

fluoréforo e o supressor (Esquema 31).

Do ponto de vista pratico, varios processos podem interferir na linearidade dos

resultados obtidos nos experimentos descritos anteriormente e entre eles podemos destacar:

I11) Um mecanismo combinado estatico/dinamico - que quando operando em conjunto leva
ao desvio da linearidade em direcdo ao eixo y (Figura 47) sendo este entdo melhor descrito

pela seguinte equacdo quimica (Esquema 34):

r—

S
o
"y 5
et ¢ 58

- N

| Kp+Ks

=

Figura 47. Gréafico de Stern-Volmer para 0 processo de supressao estatico/dindmico para a
mesma populagdo de fluoroforo. [modificado de Lakowicz, 2006]
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=1/, !
K, A
F+Q == (FQ)
K.s
Esquema 34

Neste caso a equacdo de Stern Volmer (Equacéo 21) pode ser assim descrita:

Fy .
,; -] I\.npp Q‘
Equacéo 25

Onde Kapp:

» I » » » » |
I\'l‘!‘ [I" |] 0 (Kp + K) + /\l»l\\K)j

Equacéo 26

IV) Suponha existirem duas populacdes de fluoréforos, uma das quais é acessivel (a) para
0 supressor e a outra sendo inacessivel ou blindada (b). Quando isso ocorre é observado o
desvio da linearidade no grafico de Stern-Volmer que se desloca em direcdo ao eixo X (Figura

48a) sendo que uma nova relacdo linear pode ser obtida (Figura 48b):

Fo
F AF

0 [©] 0 1/[0]

a) b)
Figura 48. Grafico de a) Stern-Volmer e b) Stern-VVolmer modificado para a supressao de um

sistema contendo mais de um fluoréforo, sendo um deles inacessivel ao supressor.
[modificado de Lakowicz, 2006]
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Neste caso, a equacdo de Stern-Volmer (Equagéo 21) pode ser reescrita como equagéo
de Stern-Volmer Modificada (Figura 48b) e deve englobar mais de um fluoréforo (Equacéo
27):

Fo = Fo, + Fop

Equacéao 27
Substituindo na equagéo 21 temos:

FOa F
L+ ko]

Equacéo 28

Reescrevendo a equacgédo 28 temos:

Equacéo 29

A qual assume a forma final definida como equacéo de Stern-Volmer modificada (Equacao
29)

F, 1 1
pu— + -

AF - fKJO| 1,
Equacéo 30

Onde fa e definido dos fluordforos acessiveis (Equagao 31)

. F[}a
Fo, + Fo,
Equacéo 31

fa

110



IV) Para um sistema contento mais de um fluoréforo, todos igualmente acessiveis — Para
este caso em particular, onde o supressor pode atuar em um sistema contendo mais de um
fluoréforo (Esquema 35), com ambos tendo a mesma capacidade de formacdo de uma
interagdo com a molécula do supressor, ndo é observado nenhum desvio da linearidade dos
resultados nos estudos de supresséo (Figura 49). No entanto, os resultados obtidos segundo a
nova equacdo de Stern-Volmer Duplo Log tém a capacidade de indicar a constante de
interacdo Kp e 0 numero de sitios de interacdo n (Equacdo 32). [Valeur, 2002; Lakowicz,
2006]

F +nQ —rFQn

Esquema 35

onde:

Kb — [QJEF]"’[ Q ]H[F]
Equacéo 32

sendo que a equacdo de Stern-VVolmer passa a assumir a seguinte forma:

:() F r )
log( 3 ) = log Ky, + n log| Q|

Equacéo 33
&
&
; n
::lz
log Ky
log[ Q]

Figura 49. Gréafico para a supressdo de um sistema contendo mais de um fluoréforo, com a
mesma capacidade de formacdo de uma interacdo com a molécula do supressor. [modificado
de Lakowicz, 2006]
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4.3.4.2 Analise de caso para os experimentos de supressao de fluorescéncia

Muitos modelos baseados na supressao de fluorescéncia de proteinas tém sido usados
para estudar a interacdo entre farmacos e proteinas, como a equacdo de Stern-Volmer [Gu,
2009; Rahman, 2008] e sua forma modificada [Liang, 2008; Zhang 2008], curva de regressao
logaritmica dupla [He, 2009; Ladokhin, 2000; Gatto, 2006; Stella, 2004]] e sua forma
modificada [Braslavsky, 2007; Valeur, 2002], curva de Lineweaver-Burk [Xiang, 2010],
equacdo de Levine [Xu, 2008; Zhang, 2009; Callis, 2004], equacdo de Benesi-Hildebrand
[Zhang, 2008], equacdo de Scatchard [Yang, 2011; Mandal, 2010], equacdo de Johansson
[Wang, 2008] e modelo Tachiya. [Zhang, 2010] No entanto, as constantes de interacdo
obtidas e 0 nimero de sitios de interacdo sdo diferentes quando considerados os diferentes
modelos ou equacgdes. Qual modelo baseado em supressdo de fluorescéncia seria entdo
adequado para estudar a interacdo entre farmaco e proteina? [Weert, 2011] Na Tabela 9 estdo

descritos as equacfes e um resumo das condicdes teoricas especificas para cada método.

As diferentes definicdes apresentadas para a equacao de Stern-Volmer (Tabela 9) tém
sido amplamente empregadas no estudo da interacdo de compostos bioativos com indmeros
sistemas proteicos. Entretanto, em um estudo critico, Weert et al. [Weert, 2010; Weert, 2011]
descreveram uma série de hipdteses que podem ser levadas em consideracdo para melhorar a
interpretacdo dos resultados, tanto do ponto de vista experimental como da andlise tedrica,
que estdo diretamente ligadas aos modelos matematicos propostos e apontam para varias

armadilhas a que cada método empregado pode estar sujeito. [Weert, 2010; Weert, 2011]
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Tabela 9. Modelos matematicos usados para diferentes ajustes nos estudos de supressao de
fluorescéncia para o processo de complexacdo hospede/hospedeiro.

Equacéo Considerac6es
Regressao logaritmica dupla Supressdo estatica; ka é a constante de interagdo; n
nGmero de sitios de interagao.
Ig(Fo — F)
= lgK, + nlg[Q]

Lineweaver—Burk/Stern-VVolmer modificado

(Fo—F) ' =F,' +K;'F;'[Q]

1

Supressao estatica ka é a constante de interagdo.

Lineweaver—Burk modificada

(Fo—F)' =f~'Fy" + K 'Fy ' f'1Q1

Supresséo estatica; f é a fracdo de fluorescéncia
acessivel; ka é a constante de interacgéo.

Stern-Volmer néo linear modificada

Fy

2 = (1+Ksv[QI)(1 + Kal Q1)

Uma Unica classe de fluor6foros, todos igualmente

acessiveis ao extintor; Ksy e ka 80 as constantes de

supressdo dindmica e estética; segunda ordem em
relagdo a [Q].

Regressdo logaritmica dupla modificada

ka € a constante de interacdo aparente; n local de
interacdo; Fmax é a fluorescéncia maxima residual.

[F-Fp 7_ [Q] - (F — Fp)[P]
s | ek nle [
Levine Complexo inibidor-proteina 1:1, ka e a capacidade de
f interacdo; ajustada pelo método dos minimos
nky — kof = R quadrados.

Regresséo de logaritmo duplamente modificada

ka é a constante de interacdo aparente; n é o nimero de
sitios de interagdo, [P] concentracdes totais de proteina

I8F —Fo) _ o+ nig [1Q=(F =Fo)lP]
F Fg
Scatchard v € 0 nimero de moles de inibidor ligado por mole de
kO] proteina; n € o nimero de sitios de interagao.
T 1+ K[Q]
Tachiya Fmax é a intensidade de fluorescéncia saturada; n € o
Frmax 1 nimero de locais de interacéo; r é a distancia entre

Fo o~ 1+ n(Ro/r)°

proteina e o extintor e Ry € a distancia de Forster; [Q]
deve ser suficientemente alto para saturar o valor de
F/Fo.

Lehrer—Fasman

Assumindo que a interagdo de cada molécula de ligante
causa 0 mesmo efeito de supressdo na intensidade de
fluorescéncia; Ka é a constante de associagdo; Q € a
porcentagem corrigida de supressor; Qmax, a supressao
maxima; [Qt] é a concentracdo total de supressor; [Pt] é
a concentragdo total de proteina e n é a estequiometria

de interacio; * B=Q/Qmax € [Q] = [Qt]—"[Pt],

B 1
Ko= ———
1-£10]
Johansson
F _ Omax[Q]
0—F=—"—+-
K;' +[0Q]

Qmax = Fo —Fmax € a fluorescéncia méaxima que pode
ser extinta; ka € a constante de associagdo; curva é
ajusta pelo método dos minimos quadrados

Obs: Fo e F é a fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor respectivamente e [Q] € a concentragdo
adicionada do supressor. Curva de regressdo logaritmica dupla.
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Armadilha 1: Fluorescéncia residual do complexo

1) A formacédo de um complexo nem sempre leva a um complexo ndo fluorescente. No
caso de um complexo fluorescente é necessario adicionar um parametro a equagdo 20, relativo

a contribuicao de fluorescéncia pelo complexo (Equacéo 34):

Fo o .
F —F., s 1Q]
Equacéo 34

onde Fc € a fluorescéncia da proteina totalmente complexada. Como Fc é o valor na
concentragdo infinita do ligante, ele pode ser calculado ajustando a Eq. 34 aos dados

experimentais. [Weert, 2010]

Il) A equacdo de Stern-Volmer modificada (Equacdo 30) foi explicitamente derivada
para um processo de supressdao dindmica, no qual hd uma contribuicdo constante de
fluorescéncia da fracdo ndo extinguivel. No entanto, isso ndo é valido para um processo de
supressdo estatica que resulta em um complexo fluorescente. No entanto, sob condigdes
especiais (ver armadilha 2), o Stern-Volmer modificado produzird valores de Ka e fa que se

aproximam dos valores verdadeiros de Kae fa.

- - =

Equacéo 30

onde fa é geralmente definido como a fracéo de fluoréforos que é acessivel ao supressor. Para
uma supressao estatica com uma fluorescéncia residual do complexo, o fator (1/f2) na verdade
indica a fluorescéncia fracionada do complexo em comparagdo com a proteina nao
complexada. [Weert, 2010]

Armadilha 2: concentracéo de ligante livre versus concentragdo de ligante adicionada

A concentracdo de ligante que deve ser inserida nas equacdes 21 e 30 ndo é a
concentragdo de ligante adicionada, mas sim a concentragdo de ligante livre. Essa
concentragdo de ligante livre pode ser dificil de determinar e, portanto, é necessario projetar o

experimento de modo que [Qlivee =~ [Qlae. O método mais facil é assegurar que a
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concentracdo de ligante seja pelo menos um fator 10 acima da concentracdo de proteina. No
entanto, o valor da constante de dissociagdo (K4=1/Ka) em comparacdo com a concentragéo de
proteina também é importante para poder medir em uma faixa adequada. Na pratica, 0
método deve ser projetado de tal forma que a concentracdo de proteina esteja bem abaixo do
valor de Kg, enquanto a concentracdo de ligante esta proxima do valor de Kq [Epps 1995].
[Weert, 2010] O erro potencial introduzido por esta armadilha é mais importante para a
equacdo de Stern-Volmer modificada (Equacdo 30). Assim, as concentracGes mais baixas de
ligantes, onde os desvios entre as concentracdes de ligantes livres e adicionados sdo maiores,

tém maior influéncia no ajuste linear. [Weert, 2010]

Armadilha 3: Gréficos logaritmicos duplos para determinar a estequiometria e a constante

de interacdo

Embora este procedimento seja matematicamente correto, a regressdo depende muito
da armadilha 1: assumir que um complexo nao fluorescente é formado. Mesmo uma pequena
fluorescéncia residual afetard a inclinagdo da curva, que governa tanto a estequiometria (a
prépria inclinacdo) quanto a constante de associa¢do. Como este Ultimo é a poténcia de 10 do
intercepto, é extremamente sensivel a pequenas mudancas na inclinacdo do procedimento de
ajuste. Além disso, também na equacdo de Stern-Volmer Modificada Duplo Log a questdo
mencionada anteriormente [QJiivre VS [Q]ad tem que ser levada em consideragéo. Para resolver
esse problema da concentragéo [QJiivre VS [QJad pode se usar uma derivatizagdo da equagédo 33

como descrito na equacdo 35 [Weert, 2010]

Fo — F . Fo—F
l()g“—_ nlogK,+n X log( 0] s < 0—*[1’,]
F Fy

Equacéo 35

onde [Py] é a concentracdo total de proteina e [QJiivre é:

N N Fo—F
1O 1iore Q] s — ’0_ *[I)I]
Fo

Equacéo 36
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A equacéo (36) pode ser usada em duas condigdes; primeiro, 0 complexo deve ser ndo
fluorescente (armadilha 1). Em segundo lugar, e mais importante, a equacao (36) sé pode ser
usada se a estequiometria de interacdo for 1:1. Isso desafia todo o propoésito de usar a equacéao
33. [Weert, 2010]

No entanto, a equacdo (36) pode ser usada para contornar os problemas com a
concentracdo de supressor livre desconhecida para a equagdo (33), mas precisara ser

modificado para uso nas equacdes (21 e 30) de acordo com a equacéo (37):

[Q - iQ 2 —_— X[p
L=ln d [',() I( [ t]
Equacéo 37

As equactes 36 e 37 também mostram que para [QJad >> [P, [Qlad = [Qliivre. [Weert, 2010]

Armadilha 4: o efeito do filtro interno

O efeito do filtro interno refere-se a absorcdo da radiacdo que se dirige (excitacdo) ou
emana (emissao) do fluoréforo. Ou seja, quando um composto absorvente é adicionado a uma
solucdo, ele pode reduzir a quantidade de radiacdo de excitacdo que atinge o fluoroforo, ou
pode absorver parte da radiacdo emitida pelo fluor6foro. O método de correcdo mais facil é
determinar a absorbancia no comprimento de onda de excitacdo e emissdo para cada
concentracdo de ligante (incluindo a proteina sem ligante) e entdo multiplicar o valor de
fluorescéncia observado usando o seguinte fator, ja descrito anteriormente pela equacéo (1):
[Weert, 2010]

{Aexc | Aem]
Fcor: Foble -

Equacéo 1

Onde Fcorr € 0 valor de fluorescéncia corrigido, Fobs 0 valor de fluorescéncia medido,
Aexc 0 valor de absor¢do no comprimento de onda de excitagdo e Aem 0 valor de absorgcéo no
comprimento de onda de emissdo. A equacdo 1 assume essencialmente a fluorescéncia de
uma fonte pontual no centro da cubeta, uma situacdo que é improvavel que seja o caso. Deve-
se notar também que esta equagdo em particular é vélida apenas para espectros de
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fluorescéncia que sdo obtidos em cubetas de 1x1 cm e, concomitantemente, para valores de
absorbancia determinados em cubetas de 1 cm. Em outras cubetas, o termo do lado direito
precisa ser alterado para corrigir as diferencas no comprimento do caminho. Assim, a melhor
maneira de lidar com o efeito do filtro interno é garantir que seu efeito seja minimo. Isso
significa que as concentracdes devem ser escolhidas de modo que a absorbancia do ligante

adicionado no comprimento de onda de excitacdo e emissao seja inferior a 0,1. [Weert, 2010]

O efeito do filtro interno (sobreposicdo dos espectros de absor¢do ligante emisséo
fluoro6foro) pode causar problemas adicionais, como a producdo de um deslocamento para o
vermelho percebido nos espectros de emissdo devido a sua absorcdo estar focada no lado

"azul™ do espectro de emisséo. [Sgarbossa, 2013; Condict, 2022]

No entanto, varias abordagens foram desenvolvidas ao longo dos anos na tentativa de
minimizar seu impacto. A equacéo direta de Birdsall et al. (Equacdo 38) é usado para corrigir,

com bons resultados, o efeito do filtro interno. [Birdsall, 1983; Condict, 2022]

Ad
F{‘orr:Fobs/lo ﬁ
Equacéo 38

onde, Fcorr € a fluorescéncia corrigida, Fons € a fluorescéncia medida, A é a absorbancia da
amostra no comprimento de onda de excitacdo e d é a distancia percorrida na direcdo de
excitacdo (geralmente 0,5 cm se for usada uma cubeta de caminho éptico de 1 cm). [Birdsall,
1983; Condict, 2022]
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao acerca dos estudos fotofisicos e calculo molecular da
interacdo dos derivados de tiossemicarbazona UTS, DFT e TFTS, metformina MFCI, MFBr
e MFCF3, analogo da chalcona IC9 e metoxixantona 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MTX e

34MTX, com albumina sérica humana (ASH) estdo apresentados a seguir.

5.1 Dados espectroscopicos para a ASH
5.2 Derivados de tiossemicarbazona
5.3 Derivados de metformina

5.4 Derivado de analogo a chalcona

5.5 Derivados de xantona
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5.1 Albumina sérica humana (ASH)

5.1.1 Espectroscopia na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis), dicroismo circular (DC)

e espectro de emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo.

A albumina sérica humana ASH apresenta uma banda em comprimento de onda em
torno de 280 nm, a qual é atribuida principalmente a absorcdo por parte do triptofano e em

menor grau pela tirosina e pela fenilalanina (Figura 50).
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Figura 50. A) Espectros de absorcdo no UV-Vis para solugdo de ASH e B) Espectro de
emissdo de fluorescéncia para solucdo de ASH; tamponada com PBS (pH = 7,4) na
concentragéo de 1,0 x 10° M.

Estudos de dicroismo circular em diferentes temperaturas (Figura 51) podem fornecer
informacdes sobre a integridade estrutural da albumina sérica humana ASH que, em sua

forma nativa, possui aproximadamente 67% de estruturas na forma de hélice-a.. [Sugio, 1999]
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Figura 51. Espectros de dicroismo circular de ASH (pH = 7,4), [ASH] =1,00x 10° M, a T =
305K, 310 Ke 315 K.
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O espectro de emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo para ASH estd mostrado
na figura 52. Os dois tempos de vida encontrados, t1 = 2,62 ns e 2 = 6,74 ns, estdo
condizentes com os valores apresentados na literatura (2 a 4 ns e 6,3 ns). O tempo t1 esta
correlacionado com o tempo de vida do triptofano livre, enquanto 12 diz respeito ao processo
de decaimento de fluorescéncia que esta relacionado com o tempo de vida da interagdo do
triptofano e seu meio ambiente com as transicdes 'L, e L, com os aminoacidos da parte

hidrofobica da interacdo peptidica. [Valeur, 2011; Lakowicz, 2006]
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Figura 52. a) Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280
nm), para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) ([ASH] = 1,00 x 10° M. O
decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento), b) Distribuicdo dos
residuos.
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5.2 As Tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

A interacdo entre ASH com trés potenciais farmacos antitripanossdémicos derivados da
tiossemicarbazona, isto é, (E)-2-benzilideno-hidrazina-carbotioamida (UTS); (E)-2-(3,4-
difluoro-benzilideno)-hidrazina-carbotioamida (DFTS) e (E)-2-(2,3,4-trifluoro-benzilideno)-
hidrazina-carbotioamida (TFTS) (Figura 53), foi estudada em condicdes fisioldgicas por
técnicas de emissdo de fluorescéncia no estado estacionario, nas temperaturas de 296 K, 303
K e 310 K, fluorescéncia com resolucao temporal, fluorescéncia sincrona e calculos teoéricos

(docagem molecular). [Chaves, 2017]

H i 3
|
X, N _NH, X, -N< ~NH2 X, -N< ~NH2
N N
Y T T
S F F F
uTs F c

DFTS TFTS

Figura 53. Estrutura para as tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS usadas nos estudos de
interacdo com ASH.

5.2.1 Estudo de supresséo de fluorescéncia da ASH pelas tiossemicarbazonas UTS,
DFTSe TFTS

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH pelos compostos
derivados da tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS, em solucdo de tampéo de fosfato (pH=

7,4) na temperatura de 310 K estdo apresentados na figura 54.
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Figura 54. Espectros mostrando a supressdo da emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para
uma solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes
concentracdes das tiossemicarbazonas, [ASH] = 1,00 x 10° M e [UTS] = [DFTS] = [TFTS] =
0; 0,33; 0,66; 0,99; 1;32; 1,64; 1,9; 228 e 260 x 10° M, a T = 310 K.
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Este processo de supressédo indica que compostos derivados das tiossemicarbazonas
UTS, DFTS e TFTS podem estar localizados proximos ao residuo de triptofano. A pequena
alteracdo no comprimento de onda do maximo de emisséo de fluorescéncia para ASH durante
0 processo de supressao € uma evidéncia de que a presenca de UTS, DFTS e TFTS exerce
muito pouca influéncia na polaridade do microambiente dentro da cavidade onde se encontra
0 residuo Trp-214. [Chaves, 2016]

A fim de obter uma compreensdo mais profunda sobre o mecanismo de supressao de
fluorescéncia, se estatico e/ou dinamico, os dados de supressdo de fluorescéncia de estado
estacionario (Figura 55) foram analisados usando a equacdo de Stern-Volmer (Equacao 19)
[Lakowicz, 2006]. Conforme listado na tabela 10, os valores da constante de supressao
bimolecular (kq) para os derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS (kq = X 10'? a
10 Ms?), sdo maiores do que a constante de velocidade de difusdo limite na agua (kait ~
500 x 10° M s7! a 298 K) [Brune, 1993], indicando que a principal supressdo da
fluorescéncia ocorre via processo estatico. Este mecanismo estatico provavelmente se origina
da associacdo do estado fundamental entre a ASH e os derivados da tiossemicarbazona UTS,
DFTS e TFTS. [Barros, 2016]

Os valores da constante de supressao de Stern-Volmer (Ksy) para os derivados de
tiossemicarbazona fluorados DFTS e TFTS diminuem com 0 aumento da temperatura, 0 que é
um indicativo de um mecanismo de supressdo de fluorescéncia estatica, enquanto para o
derivado da tiossemicarbazona UTS, ndo ha tendéncia significativa com o aumento da
temperatura. [Chaves, 2016]

Os valores de Ksv e kq para os estudos da interacdo dos derivados da

tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS com ASH séo apresentados na tabela 10.
F, Ky
F:1+quO[Q]:1+1<,W[Q] k==L

Equacéo 21
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Figura 55. Graficos de Stern-Volmer para a supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280

nm) pelas tiossemicarbazonas a) UTS, b) DFTS e c) TFTS.

Tabela 10. Valores de Ksv e kq obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer para a supressao
da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS nas

temperaturas de 296, 303 e 310K.

T (K) 296 303 310
Ksv Kq Ksv Kq Ksv Kq
(x10*M1) (x102M1s?) (x10* M1 (x102M1s 1) (x10* M (x102M1st
UTS 3.49£0.07 6,65 3.41+0.07 6,49 3,48 £0.06 6,63
DFTS 3.42 +0.06 6,52 3,29+0,08 6,27 3,25+ 0,06 6,20
TFTS 6,94 + 0,23 13,2 6,55+ 0,25 12,5 5,41 +0,23 10,3

As constantes de supressdo efetivas da fluorescéncia de ASH pelos derivados da

tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS, ou constantes de interacdo de Stern-Volmer

modificadas (Ka) foram obtidas a partir da equagdo de Stern-Volmer modificada (Equacao

29), conforme mostrado na figura 56. [Lakowicz, 2006]

111
F-F &[0 f

Equacéo 30
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Figura 56. Gréaficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelas tiossemicarbazonas a) UTS, b) DFTS e ¢) TFTS.

Os valores de Ka encontrados para a interagdo dos derivados da
tiossemicarbazona/ASH (Tabela 11) estdo todos na faixa entre (Ka = 10* a 10° M) em todos
0s casos apresentando boa correlacdo linear (Tabela 11). Esses resultados indicam que 0s
derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS interagem com uma forca moderada a
ASH, pois os valores de K. foram semelhantes ao da literatura para outras moléculas que
apresentam interacdo moderada entre moléculas bioativas e albumina (Ka = 10* a 10° M™).
[He, 2005; Tang, 2006; Li, 2007; Zhang, 2008; Li, 2009]

Tabela 11. Valores para Ka obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificado para a
supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas tiossemicarbazonas UTS, DFTS e
TFTS nas temperaturas de 296, 303 e 310 K.

T (K) 296 303 310
Composto K Ka Ka

(x10% M%) (x10% M%) (x10% M%)

UTS 3,44 +£0,10 2,78+ 0,10 1,90+ 0,10

DFTS 2,34+ 0,10 2,12+ 0,10 1,94+ 0,10

TFTS 4,55+0,10 4,32 +£0,10 4,15+0,10
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Tabela 12. Valores estatisticos obtidos a partir dos gréficos de Stern-Volmer modificados
pela supressdo da fluorescéncia de ASH (hexc = 280 nm) pelas tiossemicarbazonas UTS,
DFTS e TFTS.

Composto Temperatura (K) R? SD N P
296 0.9995 0,0769 8 <0.0001
uTsS 303 0.9996 0,0720 8 <0.0001
310 0.9975 0,1871 8 <0.0001
296 0,9999 0,0546 8 <0.0001
DFTS 303 0,9999 0,0418 8 <0.0001
310 0,9999 0,0968 8 <0.0001
296 0,9996 0,0187 8 <0.0001
TFTS 303 0.9999 0,0391 8 <0.0001
310 0.9998 0,0285 8 <0.0001

Através dos valores de Ka encontrados para a supressdo de ASH pelos derivados da
tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS foram construidos graficos de van“t Hoff (Figura 57)
empregando-se a equacao 39. [Valeur, 2002; Lakowicz, 2006] A partir destes graficos foram
obtidos os parametros termodindmicos de variacdo de entalpia (AH°) e de entropia (AS®)
envolvidos no processo de supressdo da fluorescéncia da ASH, os quais permitiram o calculo
do valor da variacdo de energia livre de Gibbs (AG®°) (Tabela 13). Foram escolhidas as
temperaturas de 296 K, 303 K e 310 K, pois a albumina sérica humana (ASH) nédo apresenta
qualquer degradacéo estrutural nestas condicdes.

AH®  AS°
InK, = - + AG° = AH® — TAS”
RT R
Equacéo 39
104 1905 1072 >
10,00 Ly
1024
¥ Em oo o 19887
£ £ =
100 1066
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1084
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Figura 57. Gréficos de van*t Hoff para a supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pelas tiossemicarbazonas a) UTS, b) DFTS e ¢) TFTS.
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Tabela 13. Valores dos parametros termodindmicos AH®, AS° e AG®° obtidos a partir dos
graficos de van“t Hoff para a supressdao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas
tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS.

AH° AS° AG" R?

Composto (K) kd/mol J/mol.K kd/mol
296 -38,8

UTsS 303 -32,3 0,022 -39,0 0,9848
310 -39,1
296 -24,8
DFTS 303 -10,4 0,048 -25,1

310 -25,5 0,9999
296 -26,4

TFTS 303 -4,9 0,072 -26,9 0,9904
310 27,4

As principais forcas de interacdo entre moléculas e proteinas podem incluir interagdes
eletrostaticas, interacdes de hidrogénio, efeito de empilhamento = e empilhamento T, dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo induzido, forcas dispersivas de London e intera¢cdes hidrofobicas. [Ross,
1981] Os valores de AH° negativos encontrados em todos 0s casos estudados para 0s
derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS, mostraram que 0 processo de interacdo
dos derivados da tiossemicarbazona/ASH foi exotérmico (Tabela 13). Os valores de AS°
positivos evidenciaram que o tipo de interacdo entre os derivados da tiossemicarbazonas/ASH
possuem certo carater hidrofobico, e os valores de AG® negativos (AG° = -39 a -24 kJ/mol)

demonstraram a espontaneidade da interacdo dos derivados da tiossemicarbazona/ASH
(Tabela 13). [Wang, 2014; Chaves, 2017]

Para o processo de interacdo dos derivados da tiossemicarbazona/ASH baseado
simplesmente em um modelo de for¢a intermolecular, podemos inferir que ela pode envolver
uma razoavel interacdo hidrofdbica, evidenciada pelos valores positivos de AS°, 0 que pode
ser explicado pela baixa solubilidade em agua dos derivados da tiossemicarbazona UTS,
DFTS e TFTS.

A partir da andlise termodindmica, a interagdo entre ASH e os derivados da
tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS é conduzida tanto entropicamente como
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entalpicamente, uma vez que ambos 0s valores de variacdo de entalpia e entropia contribuem
para a espontaneidade do processo de interagdo. De acordo com a teoria de Ross e
Subramanian [Ross, 1981], o processo de complexardo global dos derivados da
tiossemicarbazonas/ASH ¢é favorecido entropicamente em uma etapa inicial com a formag&o
de um complexo hidrofobicamente associado que é descrito por valores de AS > 0 (onde as
moléculas de solvente ndo sdo consideradas envolvidas em qualquer extensdo apreciavel), o
qual é seguido de uma etapa de interacfes intermoleculares entre a proteina e 0s compostos
ligantes, sugerindo que nessa etapa pode estar ocorrendo as intera¢@es hidrofilicas tais como
ligacdo de hidrogénio, interacdes dipolares e interacbes do tipo w, 0 que é expresso pelos

valores de AH < 0 (Tabela 13).

Além disso, com o aumento do numero de atomos de fldor como substituinte na
porcdo aromatica das tiossemicarbazonas, observa-se uma menor contribuicdo dos fatores
entalpicos (maiores valores de 4H°) para a espontaneidade da interacdo (AG®), provocado
principalmente pela redistribuicdo da densidade eletronica do sistema conjugado m dos
derivados da tiossemicarbazona e, consequentemente, acarretando a diminuicdo de possiveis

interacGes hidrofilicas. [Ross, 1981]

Para uma supressdo estatica, os sitios de interacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula. Valores de constantes de interacdo (K,) € de ndmeros de
sitios de interacdo (n) foram obtidos a partir da construcdo de graficos de Stern Volmer
modificado de duplo log (Equacéo 33), [Valeur, 2002; Lakowicz, 2006] como mostrados na
figura 58 para UTS, DFTS e TFTS. De acordo com os resultados mostrados na Tabela 14, o
numero de sitios de interacdo entre a ASH e os derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e
TFTS é aproximadamente igual a 1 (um). Isso indica que existe somente uma interacao
molecular entre os derivados das tiossemicarbazonas estudadas UTS, DFTS e TFTS e uma
molécula de ASH.

log(ﬁ) =logkK, + nlogLQ]

Equacéo 33
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Figura 58. Gréficos de Stern Volmer modificado de duplo log (log(Fo-F)/F versus log[Q])
para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelas tiossemicarbazonas a) UTS,

b) DFTSec) TFTS.

Os resultados encontrados para os valores de Ky e n (Tabela 14) mostraram, mais uma

vez, pouquissima dependéncia com a temperatura. De uma maneira geral, os valores de Ky e n

indicam que o provavel mecanismo de supressao de fluorescéncia de ASH pelos derivados da

tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS é estatico, pois ndo houve grandes mudangas com o

aumento da temperatura.

Tabela 14. Valores de nimero e ordem de interacdo (n e Ky) obtidos a partir dos graficos de

log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) pelas
tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS nas temperaturas de 296, 303 e 310K.

Composto T (K) n Kb(x10° M) R? SD

296 1,02 + 0,02 1,75+ 0,11 0,9989 0,015

uTs 303 1,01 + 0,02 1,55 + 0,10 0,9998 0,015
310 1,03 + 0,02 1,97 +0,13 0,9983 0,019

296 1,07 + 0,01 3,41+ 0,08 0,9995 0,011

DFTS 303 1,06 + 0,02 2,72+0,10 0,9991 0,015
310 1,07 + 0,01 3,10 + 0,08 0,9994 0,012

296 1,09 + 0,02 9,05+ 0,12 0,9988 0,018

TFTS 303 1,10 + 0,03 8,94 + 0,16 0,9980 0,023
310 1,09 + 0,02 8,31+0,13 0,9985 0,019

5.2.2 Dicroismo circular (DC) para as tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

Os estudos de dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanca estrutural

de ASH promovida pela adicdo dos derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS. Os

espectros de dicroismo circular obtidos para ASH na auséncia e na presenca dos derivados da
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tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS na temperatura de (T = 310 K), estdo apresentados na
figura 59. Para todos os derivados da tiossemicarbazona estudada, isto €, UTS, DFTS e TFTS,

os espectros de DC foram semelhantes quanto ao formato, somente apresentando variacGes de

intensidade das bandas, o que significa que a estrutura de ASH foi mantida. [Yue, 2008]

Nestes estudos foi observado que a adicdo de aliquotas dos derivados da tiossemicarbazona
UTS, DFTS e TFTS a albumina sérica humana ASH influenciou na sua elipticidade, sendo
que a interacdo dos derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS com a ASH resultou
na diminuicdo de ambas as bandas (208 e 222 nm), sugerindo a ocorréncia de pequenas

mudancas na estrutura secundaria da proteina, o que pode ser indicativo da formacdo de

complexos entre ASH e os derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS.
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Figura 59. Espectros de dicroismo circular para ASH livre e complexada com: a) ASH:UTS,
b) ASH:DFTS e c) ASH:TFTS em (pH = 7,4) a 310 K. [ASH] = 1,00 x107% M e [UTS]
=[DFTS] = [TFTS] =2,60 x1075 M.

Estimativas acerca da % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca dos derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS foram feitas usando as
equacOes (8 e 9). [Chen, 1972] Os valores experimentais de elipticidade (0) foram lidos nos
comprimentos de onda de (208 e 222 nm), e foram utilizados para calcular a elipticidade
residual significativa ou elipticidade molar residual (MRE), especificamente MRE20s € MRE22,

(Equacdo 8). Posteriormente, os valores de MRE20s € MRE22, foram substituidos na equagéo

(9) para calcular os valores de percentual de hélice-o (% hélice-a) na estrutura secundéaria da

ASH (Tabelas 18).

0

MRE =

(10.n.1.Cp)

Equacéo 8
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[ (- MRE,,, —4000) | Y 10 [ (- MRE,,, — 2340) . 10

% hélice -a = 0 % hélice -a = 0

|L (33000-4000) |J T 30300 )
Equacéo 9

Tabela 15. Porcentagem de hélice-o calculada a 208 e 222 nm para ASH livre (pH =7,4) e na
presenca das tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS na temperatura de 310 K. Nas
proporcdes 1:0, e 1:26 de ASH:tiossemicarbazona, [ASH] = 1,00 x 10® M e [UTS] = [DFTS]
=[TFTS] =0e 26,0 x 10° M.

(% hélice- o) (% hélice- o)
Composto ASH:Q
208 nm 222 nm

UTS 1.0 57,0 55,2

1:26 55,4 52,6

1:0 57,8 55,4
DFTS

1:26 55,2 52,3

1:0 57,5 55,2
TSTS

1:26 55,5 52,1

Os resultados obtidos para a variacdo da % hélice-o da estrutura secundéria da
proteina ASH, mostrados na Tabela 15, apresentam uma diminuicdo com a presenca dos
derivados da tiossemicarbazonas (na razdo molar de ASH/tiossemicarbazona de 1:26), quando
comparados com o0s resultados na auséncia dos derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e
TFTS (ASH/tiossemicarbazonas na propor¢do 1:0), indicando que houve interacdo dos
derivados da tiossemicarbazonas com os residuos de aminodcidos da cadeia principal
polipeptidica de ASH e que houve uma diminuicdo da rede de ligacGes hidrogénio [Kang,
2004; Shaikh, 2007; Yue, 2008; Cheng, 2009]. Esta justificativa € compativel com as

mudancas espectrais obtidas pela observacdo dos espectros de emisséo de fluorescéncia.

5.2.3 Estudos da supressdo de fluorescéncia resolvida no tempo para ASH em presenca
das tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

Para confirmar ainda mais o mecanismo de supressdo de fluorescéncia envolvido nas
interacdes ASH/derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS, medigdes de
espectroscopia de emisséo de fluorescéncia resolvidas no tempo foram realizadas (Figura 60).
O tempo de vida de fluorescéncia de ASH livres e ASH/derivados de tiossemicarbazona UTS,
DFTS e TFTS (Tabela 16) na concentragdo maxima de moléculas de supressdo usadas nos
estudos de fluorescéncia em estado estacionario nao variam significativamente, sendo de 5,25

+ 0,10 ns (x* = 1,114) para ASH; 5,18 + 0,10 ns (x* = 1,110) para ASH:UTS; 5,20 + 0,10 ns
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(x* = 1,099) para ASH:DFTS e 5,22 + 0,10 ns (x> = 1,117) para ASH:TFTS. Uma vez que 0
tempo de vida da fluorescéncia do ASH livre ndo é afetado pela presenca dos derivados da
tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS, pode-se concluir que o mecanismo de supressdo da
fluorescéncia é estatico, o que implica uma associacdo do estado fundamental entre os
derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS e ASH [Chaves, 2016].

IRF 3 IRF - % IRF
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Figura 60. Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm),
para uma solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) na auséncia e na presenca das
tiossemicarbazonas: a) UTS, b) DFTS e ¢) TFTS, [ASH] = 1,00 x 10° M e [UTS] = [DFTS]
= [TFTS] =0e 2,6 x10° M, a T = 310 K. O decaimento curto corresponde ao IRF (fator de
resposta do instrumento)

Tabela 16. Valores de tempo de vida 11 e 72 (ém ns) para [ASH] = 1,00 x 10° M, com a adic&o
de aliquota das tiossemicarbazonas [UTS] = [DFTS] = [TFTS] = 2,6 x10° M

Composto 11 (Nns) % relativa 12(NS) % relativa '
ASH 1,75+ 0,14 30,2 5,25+ 0,10 69,8 1,114
ASH:UTS 1,80 + 0,15 30,0 5,18+ 0,10 71,0 1,110
ASH:DFTS 1,82 +0,13 29,5 5,20+ 0,10 70,5 1,099
ASH:TFTS 1,84 +0,15 29,9 5,22 +0,10 72,1 1,117

5.2.4 Estudos de interacdo competitiva para as tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

A fim de identificar os sitios de interacdo dos derivados da tiossemicarbazona UTS,
DFTS e TFTS com ASH, foram realizados experimentos competitivos com marcadores de
sitio. Existem trés sitios de interacdo principais na albumina e, conforme descrito na literatura,
varfarina, ibuprofeno e digitoxina, ligam-se especificamente no sitio SI (subdominio 11A),
sitio SII (subdominio Il1A) e sitio 1l (subdominio IB), respectivamente. [Caruso, 2016; Sun,

2016] A constante de interacdo de Stern-Volmer modificada (Ka), na presenca de cada
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marcador de sitio (Figura 61), foi calculada a 310 K (Tabela 17). Na presenca de varfarina, 0s
valores de Ka mudaram significativamente: 57,9% para UTS, 61,3% para DFTS e 49,4% para
TFTS — enquanto a influéncia de ibuprofeno e digitoxina nos parametros de interagdo ndo é
téo significativa. Esses resultados indicam uma competicdo entre a varfarina e os derivados da
tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS para o mesmo sitio de interacdo na ASH [Chaves,
2017]. Portanto, UTS, DFTS e TFTS interagem preferencialmente no sitio | (subdominio 11A)
da ASH, onde o residuo Trp-214 pode ser encontrado. [Sun, 2016] Este sitio de interacdo foi
previamente descrito como o principal sitio de interacdo para alguns derivados de
tiossemicarbazona [Basken, 2009; Yu, 2013].
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Figura 61. Graficos de Stern—Volmer modificado para as interagdes: a) ASH:UTS, b)
ASH:DFTS e ¢) ASH:TFTS na presenca de marcadores de sitio varfarina, digitoxina e
ibuprofeno a 310 K em (pH = 7,4). [ASH] = 1,00x 10° M, [UTS] = [DFTS] = [TFTS] = 0,33;
0,66; 0,99; 1,32, 1,64, 1,96; 2,28 e 2,60 x10° M.
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Tabela 17. Valores para a constante de interagdo a partir do Stern-Volmer modificado (Ka)
para a interacdo das tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS com ASH na presenca de trés
marcadores de sitio diferentes a temperatura de 310 K.

Composto Marcador Sitio Ka(x10* M) % mudanca R?
Varfarina | 0,80 + 0,10 57,9 0,9999
UTS Ibuprofeno Il 1,88 +0,12 1,05 0,9943
Digitoxina Il 1,70 + 0,11 10,5 0,9978
Varfarina | 0,75+0,11 61,3 0,9977
DFTS Ibuprofeno I 1,80+ 0,12 7,23 0,9966
Digitoxina 1l 1,75+ 0,10 9,79 0,9991
Varfarina | 2,10+0,10 49,4 0,9990
TFTS Ibuprofeno 1 4,00 +0,10 3,61 0,9996
Digitoxina Il 3097 + 0,10 4,34 0,9999

5.2.5 Estudo de supressdo de fluorescéncia sincrona para ASH em presenca das
tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

Os espectros de fluorescéncia sincrona (SFS) podem fornecer informacdes sobre o
ambiente molecular na vizinhanca de cromdéforos internos de proteinas, por meio da varredura
simultanea dos monocromadores de excitacdo e emissdo, mantendo um intervalo de
comprimento de onda constante (AX) entre eles. [Sun, 2016] E bem conhecido que quando AL
é fixado em 15 nm ou 60 nm, o SFS fornecera informacdes caracteristicas sobre os residuos
de tirosina e triptofano, respectivamente. [Chaves, 2017] Conforme observado (Figura 62), o
comprimento de onda maximo de emissdo de fluorescéncia para os residuos Tyr ndo mostra
mudangcas significativas com adi¢bes sucessivas dos derivados da tiossemicarbazona UTS,
DFTS e TFTS, indicando que o microambiente proximo a residuos Tyr ndo é perturbado
pelos ligantes. [Chaves, 2017] Por outro lado, uma varia¢do significativa no méaximo de
emissdo quando AA=60 nm, pelo menos para UTS e DFTS, indica que o microambiente no
entorno do residuo Trp214 estd sendo de alguma forma afetado pela presenca da

tiossemicarbazona. [Sun, 2016]
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Figura 62. Espectros de fluorescéncia sincrona para ASH na auséncia e na presenca de a)
UTS, b) DFTS e ¢) TFTS com (I) AL = 15 nm para Tyr (A) e (II) AL =60 nm para Trp (A").
[ASH] =1,00 x10®° M, [UTS] = [DFTS] = [TFTS] = 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 ¢
2,60 x10° M em solugédo PBS (pH= 7,4) a temperatura ambiente.

5.2.6 Estudos de docagem molecular para as tiossemicarbazonas UTS, DFTS e TFTS

A partir de estudos de supressdo de fluorescéncia e interacdo competitiva, sabe-se que

a interacdo dos derivados da tiossemicarbazona UTS, DFTS e TFTS ocorre no Sitio |
(também conhecido como Sitio | de Sudlow), onde o residuo Trp-214 pode ser encontrado.
[Chaves, 2015] Para sugerir os principais residuos de aminoacidos capazes de interagir com
cada ligante estudado nos complexos ASH/UTS, ASH/DFTS e ASH/TFTS, foram realizados
calculos de docagem molecular. Os resultados obtidos (Figura. 62) mostram a docagem para
cada ligante. De acordo com os calculos, para o derivado da tiossemicarbazona UTS interage
por ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Leu-480 e Arg-484, (Figura 63a),
0 oxigénio peptidico O=C do residuo Leu-480 interage com 0s dois grupos amino como
aceptor potencial para ligacdo de hidrogénio, com distancias de 2,00 e 2,10 A. Além disso,
existe uma ligacdo de hidrogénio entre o hidrogénio NH peptidico do residuo Arg-484 com o
nitrogénio do grupo amina, separados por 2,50 A. O residuo do fluordéforo Trp-214 interage
via empilhamento-T com o anel aromatico do ligante, com uma distancia de 3,90 A.
Enquanto o UTS interage conforme descrito, o derivado difluorado de tiossemicarbazona
DFTS interage com diferentes residuos de aminoacidos dentro da cavidade da proteina; no
entanto, interagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas ainda sdo as principais forcas de
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interacdo neste sistema, envolvendo ASH e o derivado de tiossemicarbazona (Figura 62b).
Um dos atomos de hidrogénio do grupo tiossemicarbazida na estrutura do DFTS esté ligado
ao grupo indol do residuo fluoréforo Trp-214 com uma distancia de 2,50 A. Os residuos Glu-
449 e Ser-453 sdo receptores e doadores potenciais para interagfes de hidrogénio,
respectivamente. O grupo carboxila do residuo Glu-449 interage com um dos atomos de
hidrogénio do grupo ligante amina a uma distancia de 3,70 A e o atomo de hidrogénio do
grupo hidroxila Ser-453 interage com um dos atomos de nitrogénio do grupo
tiossemicarbazida a uma distancia de 3,70 A. Finalmente, uma interacdo hidrofobica via
empilhamento-T também é sugerida pelos resultados de docagem molecular, entre o residuo
Phe-210 com o anel aromético da estrutura DFTS. O derivado da tiossemicarbazona
trifluorada (TFTS) interage de maneira muito semelhante ao DFTS, exceto pelo residuo Glu-
449 (Figura 63c). O atomo de hidrogénio de dois grupos amina diferentes da
tiossemicarbazona € um doador potencial para ligacdo de hidrogénio com o residuo Trp-214 e
Ser-453, com distancias de 2,30 e 3,50 A, respectivamente. O residuo Phe-210 interage via

empilhamento-T com o anel aromaético do ligante em uma distancia de 2,60 A.

Em resumo, para as interagbes ASH/UTS; ASH/DFTS e ASH/TFTS, as forcas
intermoleculares que atuam nestes sistemas, descritas por docagem molecular, estdo de acordo
com as apontadas pelos parametros termodinamicos (4H° e 4S5°). Derivados di e trifluorados
interagem com (quase) os mesmos residuos de aminoacidos, apesar da interacdo UTS com
diferentes aminoacidos, sugerindo uma explicacdo plausivel para a maior diferenca nos
valores de AH° entre derivados ndo fluorados e fluorados, em comparagdo com a menor
diferenca nos valores de 4H° entre DFTS e TFTS.
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Figura 63. Superposicdo da melhor pose de docagem para a) ASH/UTS, b) ASH/DFTS e c)
ASH/TFTS no sitio | de Sudlow, obtido pelo programa GOLD 5.2 (funcdo ChemPLP). A
estrutura dos ligantes esta representada em rosa, a cor verde é a estrutura ASH (PDB: 1N5U),
0s residuos de amino&cidos selecionados estdo em amarelo, o hidrogénio: branco; oxigénio:
vermelho; nitrogénio: azul e enxofre: amarelo mostarda.
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5.3 Os derivados de Metformina MFC, MFBr e MFCF3

Neste topico estdo apresentados estudos acerca da interagdo-entre ASH com os trés
potenciais compostos bioativos derivados da metformina N'-[(E)-(4-clorofenil)metileno]-N,N-
dimetiltriimido-dicarbonico  diamida  (MFCI),  N'-[(E)-(4-bromofenil)metileno]-N,N-
dimetiltriimidodicarbénico diamida (MFBr) e N'-[(E)-(4-(trifluorometilfenil)metileno]-N,N-
dimetiltriimidodicarbbnico diamida (MFCF3) (Figura 64) em condicdes fisiologicas pelas
técnicas espectroscopicas UV-Vis, dicroismo circular, fluorescéncia no estado estacionério
(nas temperaturas de 305, 310 e 315 K) e com resolucdo temporal, fluorescéncia sincrona e

calculos teoricos (docagem molecular). [Chaves 2019]
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Figura 64. Estrutura para os compostos derivados da metformina MFCIl, MFBr e MFCF3
usados nos estudos de interagdo com ASH.

5.3.1 Estudos de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis) para ASH em presenca

dos derivados da metformina

O processo de interacdo no estado fundamental entre os derivados da metformina
MFCI, MFBr e MFCF3 com a ASH foi investigado empregando-se espectros de absorcdo na
regidao do UV-Vis (200 nm a 350 nm). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 65.
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Figura 65. Espectros de absor¢édo no UV-Vis para uma solugdo de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) na presenca de diferentes concentracdes de derivados da metformina: a) MFCI, b)
MFBr e ¢) MFCF3.-[ASH] = 1,00 x 10 M e [MFCI] = [MFBr] = [MFCFs] = 0; 0,33; 0,66;
0,99; 1;32; 164, 19 228 e 260 x 10° M a T = 310 K
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5.3.2 Estudo de supressdo de fluorescéncia para ASH em presenca dos derivados da

metformina

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH pelos compostos
derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3, em solucdo de tampdo de fosfato (pH=7,4)

na temperatura de 310 K estdo apresentados na Figura 66.
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Figura 66. Espectros de supressao da emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para uma
solucéo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragdes das
metforminas a) MFCI, b) MFBr e ¢c) MFCF3. [ASH] = 1,00 x 10° M e [MFCI] = [MFBr] =
[MFCF3] = 0; 0,33; 0,66; 0,99; 1;32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 x 10°M, a T =310 K

Nesses estudos, observou-se que a emissdo de fluorescéncia da ASH foi suprimida
pela adicdo de aliquotas sucessivas dos derivados da metformina. A partir de adicdes
sucessivas dos compostos MFCI, MFBr e MFCF3 ocorreram diminuicdo gradativa na
intensidade de emissdo de fluorescéncia de ASH (Figura 66), fato este que sugere uma
interacdo entre os compostos MFCI, MFBr e MFCF3 e a ASH, e que os derivados da
metformina MFCI, MFBr e MFCF3, estdo localizadas em um sitio de interacdo que esta
proximo ao residuo de triptofano contido na estrutura da albumina [Wei, 2006; Cheng, 2009].
Com o aumento das concentragdes de MFCI, MFBr e MFCF3 na solugdo de ASH né&o foi
observado um deslocamento na banda de emissao de fluorescéncia da ASH, sugerindo que o
fluoréforo presente na ASH (Trp214), apés a adi¢do dos derivados da metformina MFCI,
MFBr e MFCF3 encontra-se em um ambiente semelhante daquele anterior a adicdo dos
supressores, ou seja, na ASH pura (livre) [He, 2006; Cui, 2007; Zhang, 2008; Yue, 2008; Li,
2008, 2009].

Os gréaficos de Stern-Volmer correspondentes a supressdo de fluorescéncia do residuo
de triptofano da ASH pelos derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3, a diferentes
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temperaturas (305 K, 310 K e 315 K), estdo mostrados na Figura 67. Os valores de Ksy € kq
para os estudos da interacdo dos derivados da metformina MFCIl, MFBr e MFCF3 com ASH
vao apresentados na Tabela 18. Os valores para kq obtidos demonstram que 0 mecanismo mais
provavel para o processo de supressdo da fluorescéncia de ASH pela interacdo com os
derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3 ¢é estatico, em funcdo dos altos valores
encontrados para as constantes de velocidade de supressdo pelas metforminas (kq = x 10*2 a
102 Ms?), e sua pouca dependéncia com a temperatura (Tabela 18). Os valores para Kq
encontrados nesse estudo sdo trés ordens de grandeza mais altos do que a constante de
velocidade de difusdo (Keir = 5,00 x 10° M~'s™! a 298 K) [Brune, 1993], indicando a formagao
de uma pré-associagdo entre os derivados da metformina/ASH. Os valores obtidos para Ksv
(10* a 10° M%) e para kq (10 a 101 Mst) foram semelhantes aos descritos na literatura para
outras moléculas. [He, 2005; Xie, 2005; Kandagal, 2006; Li, 2007, 2009; Cui, 2008; Zhang,
2008]

2,2 2,2 22
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FolF
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[MFCI](x10®) M [MFBr](x10°) M [MFCF ](x10°) M

a) b) C)

Figura 67. Gréaficos de Stern-Volmer para a supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pelos derivados da metformina: a) MFCI, b) MFBr e ¢) MFCF3.
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Tabela 18. Valores para Ksv e kq obtidos a partir dos gréficos de Stern-Volmer para a
supressdo da fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) pelos derivados da metformina MFCI,
MFBr e MFCF3 em diferentes temperaturas (305 K, 310 K e 315 K).

T (K) 305 310 315

Ksv Kq Ksv Kq Ksv Kq
I0*MY)  (I02MsY)  (x10*MY)  (xI02MAsY)  (x10°MY)  (x102Ms?)

composto

MFCI 3,69 £ 0,04 6,00 £0,10 3,80 + 0,07 6,18 £ 0,09 3,85+0,03 6,26 + 0,05
MFBr 3,90 £ 0,08 6,34 + 0,08 3,90 £ 0,05 6,34+ 0,07 3,93+ 0,06 6,39 £ 0,05

MFCF3 3,19+ 0,04 5,19 £ 0,06 3,00+ 0,03 4,88 £ 0,05 2,94+0,04 4,78 £ 0,02

As constantes de supressao efetivas para as metforminas, ou constantes de interagdo de
Stern-Volmer modificadas (Ka), foram obtidas a partir da construcdo de gréficos de Stern-
Volmer modificados (Equacdo 30), [Lakowicz, 2006] conforme mostrado na Figura 68 para
os derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3.
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Figura 68. Graficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelos derivados da metformina: a) MFCI, b) MFBr e ¢) MFCF3.

Os valores de Ka encontrados para a interagdo metformina/ASH estéo todos na faixa
entre (Ka = 10° a 10° M) (Tabela 19), apresentando em todos o0s casos boas correlagdes
lineares (Tabela 20), o que deixa claro que os derivados da metformina MFCI, MFBr e
MFCF3 interagem fortemente a ASH, pois os valores de Ka foram semelhantes ao da
literatura para outras moléculas que apresentam interacdo moderada entre as moléculas
bioativas e albumina (Ka = 10* a 10° M™). [He, 2005; Tang, 2006; Li, 2007, 2009; Zhang,
2008]
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Tabela 19. Valores para Ka obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) pelos derivados da metformina MFCI,
MFBr e MFCF3 nas temperaturas de 305, 310 e 315 K.

T (K) 305 310 315
Ka Ka Ka
Composto
(x10° M) (x10° M) (x10° M)
MFCI 3,72 +0,05 4,16 £ 0,02 4,64 + 0,03
MFBr 6,62 +0,01 4,95+ 0,01 3,94 +0,01
MFCF3 1,47 + 0,02 1,16 £ 0,03 1,82+0,04

Tabela 20. Valores estatisticos obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer modificados
pela supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos derivados da metformina
MFCI, MFBr e MFCF3

Valores estatisticos

Composto Temperatura (K) R SD N P

305 0,9998 0,8590 8 <0.0001

MECI 310 0,9981 0,2126 8 <0.0001
315 0,9983 0,1497 8 <0.0001

305 0,9996 0,0818 8 <0.0001

MFBr 310 0,9997 0,0512 8 <0.0001
315 0,9938 0,2435 8 <0.0001

305 0,9999 0,0179 8 <0.0001

MFCF3 310 0,9998 0,0508 8 <0.0001
315 0,9998 0,0387 8 <0.0001

Através dos valores de Ka encontrados para a supressao de ASH foram construidos
graficos de van“t Hoff empregando-se a equacdo 39, [Lakowicz, 2006] os quais estdo

apresentados na figura 69 para os derivados da metformina: MFCIl, MFBr e MFCF3. A partir
destes graficos foram obtidos os pardmetros termodinamicos de variacdo de entalpia AH® e de
entropia AS° envolvidos no processo de supressdo da fluorescéncia da ASH, os quais

permitiram o célculo do valor da variacdo de energia livre de Gibbs AG® (Tabela 21).
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Figura 69. Graficos de van*t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pelos derivados da metformina: a) MFCI, b) MFBr e ¢) MFCF3.

Tabela 21. Valores para os parametros termodinamicos AH®, AS® e AG® obtidos a partir dos

graficos de van“t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos
derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3.

Composto T (K) AH? (kJ/mol) AS° (3/mol.K) AG? (kJ/mol) R?

305 -26,7

MFCI 310 17,58 + 0,05 0,145 £0,010 -27,4 0,9999
315 -28,1
305 -26,2

MFBr 310 18,56 + 0,09 0,147 +0,005 -26,9 0,9986
315 -27,7
305 -27,0

MFCF3 310 9,48 + 0,04 0,120 £0,004 -27,6 0,9999
310 -28,2

Os valores de AH° positivos encontrados em todos os casos estudados para as
metforminas, indicam que o processo de interacdo metforminas/ASH foi endotérmico (Tabela
21). Os valores de AS° positivos evidenciaram que o tipo de interagdo entre as
metforminas/ASH possui carater hidrofdbico, e os valores de AG® negativos (AG° = -28 a -26
kJ/mol) demonstraram a espontaneidade da interacdo dos derivados da metforminas/ASH
(Tabela 21).

De acordo com a teoria de Ross e Subramanian [Ross, 1981], AH° > 0 e AS®° > 0
podem refletir associacdo predominantemente hidrofobica, mas neste caso referindo-se a
retirada parcial do grupo apolar da dgua e ndo a qualquer outra interacdo entre os proprios
grupos apolares. (Tabela 21)
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Os resultados dos estudos de supressdo da fluorescéncia no estado estacionario
descritos acima mostram claramente que a formacdo de uma espécie hidrofobicamente
associada entre os derivados da metformina/ASH pode afetar o ambiente quimico em torno do

residuo de triptofano (Trp-214) presente na estrutura da albumina.

Para uma supressao estatica, os sitios de interacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula. Valores de constantes de interacdo (Kp) e de nimeros de
sitios de interacdo (n) foram obtidos a partir da construcdo de graficos de log(Fo-F)/F versus
log[Q] (Equagéo 33), como mostrados na figura 70. [Lakowicz, 2006] De acordo com o0s
resultados mostrados na Tabela 22, o ndmero de sitios de interacdo entre a ASH e o0s
derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCFs é aproximadamente igual a 1 (um). Isso
indica que existe somente uma interacdo molecular entre os derivados da metformina MFCI,
MFBr e MFCF3 e uma molécula de ASH.

Log(Fo-F/F)
s 5
o -

<56 -5‘.4 -5‘.2 -5“0 ~4‘.8 ~4I.6 -5,6 -.’)',4 -5’,2 -.’)I.O -4',8 -4',6 -5,6 -5‘.4 -5‘.2 -5‘.0 -4‘.8 -4‘,6
Log[MFCI] Log[MFBr] Log[MFCF ]

a) b) c)

Figura 70. Gréficos de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelos derivados da metformina: a) MFCI, b) MFBr e ¢c) MFCF3.
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Tabela 22. Valores de nimero constante de interacéo (n e Ky) obtidos a partir dos graficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supresséo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos
derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3.

Composto T (K) n Kb(x10*M1) R? SD

305 0,99 +£0,10 3,34 £ 0,05 0,9972 0,0076

MFECI 310 0,98 £ 0,09 3,16 £ 0,02 0,9999 0,0046
315 0,96 £ 0,05 2,53+0,02 0,9995 0,0096

305 1,06 + 0,08 3,04 £ 0,08 0,9991 0,0146

MFBr 310 1,03+ 0,07 3,44 £ 0,04 0,9997 0,0076
315 1,00 £ 0,05 3,89+ 0,04 0,9995 0,0106

305 0,93 + 0,06 4,23+ 0,02 0,9996 0,0039

MFCF3 310 0,91 £ 0,05 4,48 + 0,05 0,9999 0,0051
315 0,94 £ 0,02 4,90 £ 0,04 0,9998 0,0059

5.3.3 Estudos de espectroscopia de dicroismo circular (DC) para ASH em presenca dos

derivados da metformina

Os estudos de dicroismo circular (DC) foram obtidos para avaliar a mudanca estrutural
de ASH promovida pela adicdo dos derivados da metformina: MFCI, MFBr e MFCF3. Os
espectros de dicroismo circular obtidos para ASH na auséncia e na presenca dos derivados da
metformina MFCI, MFBr e MFCF3, na temperatura de T = 310 K, estdo apresentados na
figura 71. Os espectros de DC para ASH e dos derivados da metforminas/ASH (Figuras 70)
foram semelhantes quanto ao formato, somente apresentando variacdes de intensidade das
bandas, o que significa que a estrutura de ASH foi muito pouco afetada. [Yue, 2008] Nestes
estudos, foi observado que a adigédo de aliquotas dos derivados da metformina MFCI, MFBr e
MFCF3 a albumina sérica humana influenciou na sua elipticidade, sendo que esta interacdo
resultou na diminuigdo da intensidade de ambas as bandas (208 e 222 nm), sugerindo a
ocorréncia de pequenas mudangas na estrutura secundaria da proteina, o que pode ser
indicativo da formacéo de complexos entre ASH e os derivados da metformina MFCI, MFBr
e MFCF3.
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Figura 71. Espectros de dicroismo circular para ASH em solugdo tampéo de PBS (pH = 7,4)
e ASH/derivados de metformina: a) MFCI, b) MFBr e ¢) MFCF3), nas proporcdes 1:0, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:MFCI, ASH:MFBr e ASH:MFCF3. [ASH] = 1,00 x 10° M e [MFCI]
= [MFBr] = [MFCF3] = 0; 3,98; 7,94; 15,75 ¢ 31,01 x 10° M, a T = 310 K.

Estimativas acerca da % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e

na presenca dos derivados da metformina MFCIl, MFBr e MFCF3 foram feitas usando as
equacOes 8 e 9. [Chen, 1972] Os valores experimentais de elipticidade (0) foram lidos nos
comprimentos de onda de (208 e 222 nm), e foram utilizados para calcular a elipticidade
residual significativa ou elipticidade molar residual (MRE), especificamente MRE2os € MRE222
(Equacéo 8). Posteriormente, os valores de MRE20s € MRE222 foram substituidos na equagdo 9
para calcular os valores de percentual de hélice-a na estrutura secundaria da ASH (Tabela 23).
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Tabela 23. Porcentagem de hélice-a calculada a 208 nm e em 222 nm para ASH em solugéo
tampdo de PBS (pH = 7,4) na presenca dos derivados de metformina MFCI, MFBr e MFCF3
na temperatura de 310 K. Nas propor¢bes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de ASH:MFCI,
ASH:MFBr e ASH:MFCF3. [ASH] = 1,00 x 10°® M e [MFCI] = [MFBr] = [MFCF3] = 0;
3,98; 7,94; 15,75 ¢ 31,01 x 10° M.

Composto ASH:Q (% hélice- @) (% hélice- )
208 nm 222 nm

1:0 56,5 53,9
1:4 56,3 53,3

MFCI 18 54,1 53,3
1:16 49,9 52,6
1:32 41,6 51,9
1:0 54,1 51,9
1:4 53,9 51,6

MFBr
1:8 53,3 51,5
1:16 52,6 51,4
1:32 52,2 50,4
1:0 55,5 51,9
1:4 54,1 51,7

MFCF3
1:8 55,0 51,6
1:16 53,3 51,1
1:32 50,7 50,1

Os resultados obtidos para a variacdo do % hélice-a da estrutura secundaria da
proteina ASH mostrados na Tabela 23 apresentam uma diminuicdo com a adicdo dos
derivados da metformina: MFCI, MFBr e MFCF3 (nas razdes molares de ASH/metforminas
de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando comparados com o0s resultados na sua auséncia
(ASH/metforminas na propor¢do 1:0), indicando que houve interacdo dos derivados da
metformina MFCIl, MFBr e MFCF3 com os residuos de aminoacidos da cadeia principal
polipeptidica de ASH e que houve uma diminuicdo da rede de ligagdes hidrogénio. [Kang,
2004; Shaikh, 2007; Yue, 2008; Cheng, 2009] Esta justificativa é compativel com as possiveis
mudangas espectrais obtidas pela observagdo dos espectros de UV-Vis e de emissédo de

fluorescéncia.
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5.3.4 Estudos da supressédo de fluorescéncia resolvida no tempo para ASH em presenca

dos derivados da metformina

Os resultados dos estudos de decaimento de emissdo de fluorescéncia com resolucdo
temporal para ASH livre e complexada com os derivados de metformina MFCI, MFBr e
MFCF3 estdo mostrados na figura 72. Os valores de t1 e 12 (Tabela 24) encontrados para ASH
na presenca dos compostos MFCI, MFBr e MFCF3 apresentaram uma variacdo dentro do erro
experimental quando comparados aqueles para ASH pura, o que leva a considerar um
processo estatico para a supressdo de fluorescéncia da proteina pelas espécies supressoras
MFCI, MFBr e MFCF3.

” HSA
2 36
IRF 3 00
HSA Saeld T
41 HSA:MFCI HSA:MFCI
g HSA:MFBr - R P——
= HSA:MFCF3 2 00
E & a0
on
£ o 37, HSAMFBr
= 2 37F T
S 2 o0l
© -3.7 . .
HSA:MFCF3
2 44p " "
£ 50 é 0.0
Tempo (ns) © -44L.

Figura 72. Decaimento para a emissdo de fluorescéncia resolvida no tempo (Aexc = 280 nm),
para solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diversas concentragdes
dos derivados da metformina: MFCI, MFBr e MFCF3 ([ASH] = 1,00 x 10° M e [MFCI] =
[MFBr] = [MFCF3] = 2,6 x10°M) a T = 310 K. O decaimento curto corresponde ao IRF (fator
de resposta do instrumento).
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Tabela 24. Valores de tempo de vida 11 e T2 (em ns) para ASH ([ASH] = 1,00 x 10° M), com
a adicdo de aliquotas dos derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3 ([MFCI] = [MFBr]
= [MFCF3] = 2,6 x10°M) na temperatura de 310 K.

[Q] 11 (NS) % relativa 2(nS) % relativa X
ASH 1.80£0.19 26,5 6.15+0.20 73,5 1.085
ASH:MFCI 1.74 £0.15 26,1 6.11+0.18 73,9 1.090
ASH:MFBr 1.71+£0.17 26,0 6.09 £ 0.15 74,0 1.058
ASH:MFCF3 1.68 £0.15 25,9 6.08 £0.16 74,1 1.065

5.3.5 Estudos de interagdo competitiva para ASH em presenca dos derivados da

metformina

A fim de identificar os sitios de interacdo de MFCI, MFBr e MFCF3 em ASH, foram
realizados experimentos competitivos com os marcadores de sitio varfarina, ibuprofeno e
digitoxina. A constante de interacdo de Stern-Volmer modificada (Ka), na presenca da sonda
para cada sitio, foi calculada na temperatura de 310 K e os resultados estao listados na Tabela
25 e representados na figura 73 para os derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3. Na
presenca de varfarina, os valores de K. mudaram significativamente, isto é, ~ 49,1% para
MFCI, 48,6% para MFBr e 47,7% para MFCF3 enquanto a influéncia de ibuprofeno e
digitoxina nos parametros de interacdo € menos significativa. Esses resultados indicam uma
competicdo entre a varfarina e os derivados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3 para o
mesmo sitio de interagdo na ASH, indicando que os trés compostos estudados interagem
preferencialmente no sitio | (subdominio I1A) da ASH, onde o residuo Trp-214 pode ser
encontrado.

24.04
= |buprofeno 14.0 = |buprofeno
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Figura 73. Graficos de Stern-Volmer modificado para as interacdes: a) ASH:MFCI, b)
ASH:MFBr e ¢) ASH:MFCF3 na presenca de marcadores de sitio varfarina, digitoxina e
ibuprofeno a 310 K e solugdo tamp&o de PBS (pH = 7,4). [ASH] = 1,00 x 107> M, [MFCI] =
[MFBr] = [MFCFs] = 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e 2,60 x10° M.
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Tabela 25. Valores para a constante de interacdo a partir do Stern-Volmer modificado (Ka)
para a interacdo de MFCI, MFBr e MFCF3 com ASH na presenca de trés marcadores de sitio
diferentes: varfarina, digitoxina e ibuprofeno, na temperatura de 310 K.

Composto. Marcador Sitio Ka(x10* M) % mudanca R?
Varfarina | 1,61 + 0,08 49,1 0,9998
MECI Ibuprofeno 1 2,79 +0,03 4,5 0,9985
Digitoxina 1l 3,01+ 0,01 11,7 0,9987
Varfarina 2,30+ 0,03 48,6 0,9986
MFBr Ibuprofeno 1 3,01 +0,02 27,4 0,9975
Digitoxina I 3,25+ 0,02 32,8 0,9991
Varfarina | 2,34+ 0,04 47,7 0,9991
MFCF3 Ibuprofeno 1 3,81+0,01 8,9 0,9986
Digitoxina Il 4,08 £ 0,04 14,9 0,9992

5.3.6 Estudo de supressdo de fluorescéncia sincrona para ASH em presenca dos

derivados da metformina

Os espectros de fluorescéncia sincrona (SFS) podem fornecer informacGes sobre o
ambiente molecular na vizinhanca de croméforos internos de proteinas por meio da varredura
simultanea dos monocromadores de excitacdo e emissdo, mantendo um intervalo de
comprimento de onda constante (AL) entre eles. [Sun, 2016] E bem conhecido que quando AL
é fixado em 15 nm ou 60 nm, o SFS fornecera informacdes caracteristicas sobre os residuos
de tirosina e triptofano, respectivamente [Chaves, 2017].

Os resultados para os estudos da adi¢do dos derivados da metformina MFCI, MFBr ou
MFCF3 a uma solucdo de ASH ndo altera o maximo de emissdo de fluorescéncia,
correspondente ao residuo Tyr (AL = 15 nm) (Figuras 74a-c (1)). Por outro lado, um claro
desvio para o vermelho de cerca de 5 nm pode ser observado nos espectros de fluorescéncia
sincrona para AA = 60nm em todos os derivados da metformina MFCI, MFBr ou MFCF3
(Figuras 74a-c (I1)). Esses dados estdo de acordo com 0s espectros de UV para a interacdo
derivados de metformina/ASH (Figura 65), fornecendo a confirmagdo adicional de que a
associacdo dos derivados de metformina/ASH resulta em uma alteracdo na hidrofobicidade
em torno do residuo Trp-214 desta proteina.
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Figura 74. Espectros de fluorescéncia sincrona para ASH na auséncia e na presenca de a)
MFCI, b) MFBr e ¢) MFCF3 com (1) AA =15 nm para Tyr e (I1) Ax = 60 nm para Trp. [ASH]
=1,00 x 10 M, [MFCI] = [MFBr] = [MFCF3] = 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 e
2,60 x 107> M e pH= 7,4 a temperatura ambiente.

5.3.7 Estudos teorico de docagem molecular para ASH em presenca dos derivados

dametformina

Essencialmente, o objetivo da docagem molecular é fornecer uma previsdo do
complexo ligante-receptor usando métodos de computacdo. Pode ser obtida por meio de duas
etapas inter-relacionadas: primeiro, por amostragem de conformacdes do ligante no sitio ativo
da proteina; em seguida, classificando essas conformacBes por meio de algoritmos de
amostragem (funcdo de pontuacdo). [Pathak, 2017; Sharma, 2017] Para oferecer uma viséo
atdbmica da interacdo entre ASH/MFCI, ASH/MFBr e ASH/MFCF3, bem como explorar 0s
principais residuos de aminodacidos e as forcas moleculares envolvidas neste processo, foram
realizados célculos de docagem molecular. De acordo com os dados experimentais descritos
acima, o sitio | é o principal sitio de interacdo para cada composto em estudo. Assim, 0s
calculos de docagem molecular foram realizados apenas para o sitio I. A figura 75a mostra a
superposicdo do melhor resultado de docagem, enquanto que as figuras 75b-d mostram 0s
compostos MFCI, MFBr e MFCF3 interagindo individualmente com ASH. Os compostos
MFCI e MFBr apresentaram pose de docagem similar para a por¢do aromatica, o que poderia

explicar os valores termodinamicos experimentais bastante semelhantes entre elas.

Diferentemente dos dados experimentais, os resultados da docagem molecular

sugeriram, além das forcas hidrofobicas, interacfes de hidrogénio e interagdes de van der
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Waals como as principais forgas de interacdo envolvidas na capacidade de interagdo de cada
derivado da metformina e ASH. Essa diferenca pode ser explicada devido ao uso de diferentes
aproximacdes: os dados experimentais usaram a teoria de Ross e Subramanian, [Ross 1981]
que se baseia na termodindmica da interagdo proteina-ligante, observando a influéncia das
moléculas de agua na associacdo hidrofdbica. Por outro lado, o célculo da docagem molecular
ndo utilizou moléculas de hidratacdo em sua aproximacao.

A Tabela 26 mostra os principais residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo
proteina-ligante. Como exemplo, o atomo de nitrogénio do grupo amino do MFCI é um
aceptor potencial para ligacdo de hidrogénio com o residuo do fluoroforo Trp-214, a uma
distancia de 2,50 A, enquanto o oxigénio do residuo Asp-450 é um aceptor potencial para
ligacdo de hidrogénio com o 4&tomo de hidrogénio do grupo amino do MFCI, a uma distancia
de 2,10 A. Por outro lado, interacdes via forcas hidrofébicas foram detectadas entre o anel
aromatico do MFCI com os residuos Phe-210 e Leu-480 em uma distancia de 2,10 e 2,90 A,
respectivamente. Adicionalmente, o grupo metila presente na estrutura do ligante pode
interagir via forcas hidrofobicas com o residuo Val-342, em uma distancia de 2,00 A.
Finalmente, as interacGes de van der Waals também séo as principais forcas de interacdo entre
0 MFCI e os residuos de aminoacidos Lys-198 e Glu-449, a uma distancia de 1,60 e 3,40 A,

respectivamente.
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Figura 75. a) Superposicdo da melhor pose de docagem para cada amostra dentro do sitio |.
(b, c e d) Melhor pose de docagem para ASH:MFCI, ASH:MFBr e ASH:MFCF3(funcédo
ChemPLP), respectivamente. (Lys198, Phe 210, Trp214, Val342, Glu442, Arg450, Ser453 e
Leu480), MFCI, MFBr e MFCF3 sdo representados como bastdes em ciano, rosa, laranja e
marrom, respectivamente. Cor dos elementos: hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, fldor, cloro e
bromo em branco, azul escuro, vermelho, azul claro, verde e roxo, respectivamente.
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Tabela 26. Residuos de aminoacidos que participam da interacdo ASH/derivados de
metformin MFCI, MFBr e MFCF3 no sitio |.

Composto Am. acido Interacdo Distancia (A)

MFCI Lys-198 Van der Waals 1,60
Phe-210 Hidrofdbica 2,10

Trp214 Interag&o hidrogénio 2,50

Val-342 Hidrofdbica 2,00

Glu-449 Van der Waals 3,40

Asp-450 Interacdo hidrogénio 2,10

Leu-480 Hidrofdbica 2,90

MFBr Lys-194 Van der Waals 2,10
Leu-197 Hidrofdbica 1,00

Lys-198 Van der Waals 1,50

Ala-209 Van der Waals 2,70

Phe-210 Hidrofébica 2,60

Trp-214 Interagdo hidrogénio 2,10

Ser-453 Interacdo hidrogénio 2,10

Leu-480 Hidrofébica 2,50

MFCF3 Leu-197 Van der Waals 3,40
Trp-214 Interacdo hidrogénio 2,60

Val-342 Hidrofdbica 3,00

Vasl-343 Hidrofdbica 2,90

Glu-449 Interacdo hidrogénio 2,30

Leu-480 Van der Waals 2,80

5.3.8 Estudo tedrico de calculo quimico quantico

O perfil de atividade desses compostos foi posteriormente investigado empregando
calculos de quimica quantica. O método de estrutura eletrnica (DFT) foi utilizado para
calcular as especificidades geométricas das moléculas com especial énfase para o
mapeamento do potencial eletrostatico molecular (Figura 76) e calculos de orbitais
moleculares de fronteira. Ambos os calculos computacionais foram realizados usando a teoria
do funcional da densidade com um modelo quimico B3LYP/6-31G(d"). A auséncia de
frequéncia imaginaria nas estruturas otimizadas é confirmada a partir de célculos de
frequéncia para garantir que as geometrias otimizadas estejam no minimo local. Os

potenciais eletrostaticos positivos e negativos sdo representados pelas cores: azul e vermelho
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respectivamente, e a escala sobe na ordem de vermelho < laranja < amarelo < verde < azul
(Figura 76).

Os potenciais eletrostaticos negativos mais intensos estdo localizados nos grupos
imino para todos os trés compostos, enquanto o potencial eletrostatico positivo esta localizado
nos atomos de hidrogénio em N,N-dimetil e os sistemas fenil que podem ajudar nas interacdes
hidrofobicas. Qualitativamente, a natureza rica e deficiente de elétrons desses grupos
funcionais pode criar um gradiente eletrdnico que pode facilitar interagdes ndo covalentes que
incluem diferentes tipos: interaces por interagcdes de hidrogénio, interacbes de van der Waals
e contatos de empilhamento n—=, tornando 0os compostos mais adequados para os sitios da
ASH. A conjugacdo extensa do sistema fenila para a extremidade imino os tornara bons
candidatos na interacdo e uma tendéncia semelhante foi observada na literatura. [Mathew,
2017] Os valores de entropia e momento de dipolo também sugerem a capacidade dessas
moléculas em construir interacdes ndo covalentes (entropia: 138,57, 135,97 e 149,98, cal.mol
1K1 para derivados MFBr, MFCI e MFCF3, respectivamente). A estabilidade dessas
moléculas foi posteriormente confirmada por orbitais moleculares de fronteira. Assim, o
intervalo de energia HOMO-LUMO para os derivados halogenados MFCI e MFBr € 0 mesmo
(3,60 eV), enquanto para o derivado trifluorometil MFCF3 é ligeiramente reduzido (3,46 eV),
porém todas os trés derivados de metformina MFCI, MFBr e MFCF3 sdo razoavelmente

estaveis.

a) b) c)

Figura 76. Mapeamento do potencial eletrostatico molecular para os derivados da metformina
a) MFCI, b) MFBr e ¢c) MFCF3.
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5.4 O Derivado de Chalcona 4-bromoindolilchalcona (1C9)

Neste tdpico, foi estudada a interacdo entre ASH com um derivado analogo de
chalcona, (2E)-3-(4-bromofenil)-1-(1H-indol-3-il) prop-2-en-1-ona (IC9) (Figura 77), um
potente inibidor da monoamina oxidase B humana (MAO-B), em condi¢es fisiologicas, por
técnicas espectroscopicas UV-Vis, dicroismo circular, fluorescéncia no estado estacionario e
com resolucgdo temporal, e-fluorescéncia sincrona nas temperaturas de (296 K, 303 K, 310 K e
317 K) e por célculos tedricos (docagem molecular).

O O

T?I
H

Figura 77. Estrutura para o derivado de chalcona 4-bromoindolilchalcona (IC9) usado no
estudo da interacdo com ASH.

5.4.1 Estudos de espectroscopia na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis) para ASH em

presenca da 4-bromoindolilchalcona (1C9)

O processo de interagdo no estado fundamental entre a 4-bromoindolilchalcona e a
ASH foi investigado empregando-se espectros de absorcdo na regido do UV-Vis (200 nm a
450 nm). Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 78 para a 4-bromoindolilchalcona
IC9.

ASH:IC9

Absorbéancia (u.a.)
N

200 250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 78. Espectros de absor¢do no UV-Vis para uma solu¢do de ASH tamponada com PBS
(pH = 7,4) na presenca de diferentes concentra¢bes da 4-bromoindolilchalcona (IC9) com
[ASH] = 1,00 x 10° M e [IC9] = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1.32 x 10° M.
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Os resultados destes estudos (Figura 78) mostram um aumento das bandas de absorcao
com 0 aumento da concentracdo de 4-bromoindolilchalcona, indicando a possivel formacéo
de uma associacdo no estado fundamental ASH/IC9. Esse efeito é acompanhado do
deslocamento batocromico da banda de absor¢do em 280 nm referente a transicao eletrénica
(rn*) pertencente principalmente ao residuo de triptofano, indicando que este se encontra em
ambiente quimico mais hidrofilico daquele que se encontrava antes da interacdo IC9/HSA. A
absorcao entre 300 e 400 nm (Figura 78) se deve a transicdo eletrénica do 1C9.

54.2 Estudo de supressdo de fluorescéncia para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH pela 4-
bromoindolilchalcona IC9, em solucdo de tampé&o de fosfato (pH= 7,4) na temperatura de 310

K estdo apresentados na figura 79.

18

HSA
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Figura 79. Espectros de supressdo da emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para uma
solucdo de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) em presenca de diferentes concentracdes de
4-bromoindolilchalconas (IC9), [ASH] = 1,00 x 10° M e [IC9] = 0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83;
0,99;1,15e1.32x10°M,aT=310K

A emissdo de fluorescéncia em estado estacionario de ASH na auséncia e presenca de
quantidades crescentes da 4-bromoindolilchalcona 1C9 mostra uma supressdo significativa
apos adicdo do ligante (Figura 79). Esses resultados indicam que o 4-bromoindolilchalcona
IC9 provavelmente esté ligado proximo ao residuo Trp-214, localizado no subdominio 1A da

estrutura ASH. [Wang, 2008] Além disso, comprimento de onda da emissdo méaxima de
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fluorescéncia mostra um deslocamento para o azul (de 340 a 335 nm) apds a interacdo com o
ligante, o que indica alguma perturbagdo tanto na polaridade do microambiente em torno do

residuo Trp-214 quanto na conformacéo da proteina. [Cheng, 2013]

Os gréficos de Stern-Volmer correspondentes a supressdo de fluorescéncia do residuo
de triptofano da ASH pelo derivado analogo de chalcona IC9, a diferentes temperaturas (296
K, 303 K, 310 K e 317 K), estdo mostrados na figura 80. Os valores de Ksv e kq para os
estudos da interacdo do derivado analogo de chalcona IC9 com ASH vao apresentados na
Tabela 27. Os valores para kq obtidos demonstram que o mecanismo mais provavel para o
processo de supressdo da fluorescéncia de ASH pela interacdo com o derivado analogo de
chalcona IC9 € estatico, em funcdo dos altos valores encontrados para as constantes de
velocidade de supressdo polo IC9 (kq = 102 a 10 Ms), e sua pouca dependéncia com a
temperatura (Tabela 27). Os valores para kq encontrados nesse estudo s&o muito mais altos do
que a constante de velocidade de difusdo em agua (kair = 5 x 10° Ms?) [Brune, 1993],
indicando a formacdo inicial de uma pré-associacdo do derivado analogo da chalcona
IC9/ASH. Os valores obtidos para Ksy na orden de (10* M) e para kq (10 Ms?) foram
semelhantes aos descritos na literatura para outras moléculas. [He, 2005; Xie, 2005;
Kandagal, 2006; Li, 2007, 2009; Cui, 2008; Zhang, 2008]

1 = 296K
1.8 e 303K
4 310K
317K

3.0x10° 6.0x10° 9.0x10° 1.2x10°
[ice] (M)

Figura 80. Gréaficos de Stern-Volmer para a supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) por 4-bromoindolilchalcona (1C9).
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Tabela 27. Valores para Ksv e kq obtidos a partir dos gréficos de Stern-Volmer para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pela 4-bromoindolilchalcona (1C9) nas
temperaturas de 296 K, 303 K, 310 Ke 317 K.

T (K) Ksv (X 104 M) kq (x 108 Mis?) R?
296 7,18 + 0,06 1,20 0,9996
303 7,01+0,10 1,17 0,9984
310 6,75+ 0,18 1,13 0,9995
317 5,89 + 0,06 0,98 0,9993

As constantes de supressdo efetivas para 4-bromoindolilchalcona 1C9, ou constantes
de interacdo de Stern-Volmer modificadas (Ka), foram obtidas a partir da construcdo de
graficos de Stern-Volmer modificados (Figura 81) nas temperaturas de 296 K, 303 K, 310 K e
317 K, utilizando a equacéo 30. [Lakowicz, 2006]

124 = 206K
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Figura 81. Gréaficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) por 4-bromoindolilchalcona (1C9).

Os valores de Ka encontrados para a interagdo da 4-bromoindolilchalcona IC9/ASH
estdo todos na faixa entre (Ka = 10* a 10° M?) (Tabela 28) sendo que em todos 0s casos
apresentam boa correlagdo linear (Tabela 29), o que deixa claro que o derivado anédlogo a
chalcona IC9 se liga com forca moderada a ASH, pois os valores de Ka foram semelhantes ao
da literatura para outras moléculas bioativas que apresentam interacdo moderada e com
albumina (Ka = 10* a 10° M1). [He, 2005; Tang, 2006; Li, 2007, 2009; Zhang, 2008]
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Tabela 28. Valores para Ka obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexce = 280 nm) pela 4-bromoindolilchalcona 1C9 nas
temperaturas de 296 K, 303 K, 310 Ke 317 K.

4-bromoindolilchalcona IC9

T(K) Ka (x 10* M)
296 7,36 + 0,26
303 6,10 + 0,26
310 4,81+0,26
317 4,28 £0,23

Tabela 29. Valores estatisticos obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer modificados

pela supresséo da fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) para o derivado analogo a chalcona
IC9.

Temperatura (K) R? SD N P
296 0.9988 0,1334 8 <0.0001
303 0.9998 0,0778 8 <0.0001
310 0.9996 0,1976 8 <0.0001
317 0.9995 0,2891 8 <0.0001

Atraves dos valores de Ka encontrados para a supressdo de ASH foram construidos
graficos de van“t Hoff empregando-se a equacdo 39, [Lakowicz, 2006] os quais estdo
apresentados na figura 82 para o derivado analogo a chalcona IC9. A partir destes graficos
foram obtidos os parametros termodinamicos de variacdo de entalpia (AH®) e de entropia
(AS°®) envolvidos no processo de supressao da fluorescéncia da ASH, os quais permitiram o

cédlculo do valor da variagho de energia livre de Gibbs (AG°) (Tabela 30).
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Figura 82. Grafico de van“t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pela 4-bromoindolilchalcona (1C9).

Tabela 30. Valores para os parametros termodinamicos AH®, AS® e AG® obtidos a partir dos
graficos de van“t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pela 4-
bromoindolilchalcona ICO9.

T (K) AHC (kJ/mol) AS® (I/mol.K) AG® (kJ/mol) R2
296 -27,6
303 27,7 0.9812
20,8+ 1,7 0,023 + 0,0054
310 27,9
317 28,1

O valor de AH° negativo encontrado para a 4-bromoindolilchalcona IC9, mostrou que
0 processo de interacdo IC9/ASH foi exotérmico (Tabela 30). O valor de AS° positivo
evidenciou que o tipo de interagdo entre as IC9/ASH possui um certo carater hidrofobico, e 0s
valores de AG® negativos (AG° = -28 a -27 kJ/mol) demonstraram a espontaneidade da
interacdo 1IC9/ASH (Tabela 30).

Para a interacdo IC9/ASH baseada simplesmente em um modelo de forca
intermolecular podemos inferir que ela pode envolver uma razoavel interacdo hidrofdbica,
evidenciada pelo valor positivo de AS°, levando inicialmente a formacdo de uma espécie
hidrofobicamente associada, o que pode ser explicado pela baixa solubilidade em &gua da 4-
bromoindolilchalcona IC9 estudada. Ja o valor de AH° < 0 indica que 0 composto em um

segundo momento, deve estabelecer interacGes intermoleculares do tipo ligacdo de
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hidrogénio, interacdes dipolares e interagfes do tipo r pela presenca em sua estrutura de um
sistema carbonilico a,B-insaturado ligado a sistemas aromaticos, bem com a possibilidade da
interacdo do nitrogénio pirrdlico do préprio grupo inddlico presente na 4-
bromoindolilchalcona ICO9.

Para uma supressdo estatica, os sitios de interacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula. Valores de constantes de interacdo (K») € de nimeros de
sitios de interacdo (n) foram obtidos a partir da construcdo de graficos de Stern-Volmer
(modificado de duplo log) log(Fo-F)/F versus log[Q] (Equagdo 33). [Lakowicz, 2006] De
acordo com os resultados mostrados na figura 83 e Tabela 31, o nimero de sitios de interagdo
entre a ASH o derivado anélogo da chalcona IC9 é aproximadamente igual a 1 (um). Isso

indica que existe somente uma interacao-molecular entre IC9 e a molécula de ASH.
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317K
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log [IC9]

Figura 83. Gréficos de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(Aexc = 280 nm) pelo derivado da chalcona (I1C9).

Os resultados encontrados para os valores da constante de interacdo Ky e do nimero de
interacdo n (Tabela 31) mostraram, pouquissima dependéncia com a temperatura. De uma
maneira geral, os valores de Ky, e n indicam que o provavel mecanismo de supressao de
fluorescéncia de ASH pela 4-bromoindolilchalcona IC9 é estatico. [Chaves 2017; Chaves
2016]
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Tabela 31. Valores de nimero e ordem de interacdo (n e Kp) obtidos a partir dos gréaficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pela 4-
bromoindolilchalcona (1C9)

T (K) n Kb (x10*°M1) R2
296 1,00 + 0,01 8,33+ 0,01 0,9998
303 1,02 + 0,01 9,06 + 0,01 0,9996
310 1,13 +0,02 14,01 + 0,02 0,9998
317 1,09 + 0,01 34,81+ 0,03 0,9984

5.4.3 Estudos da supresséo de fluorescéncia resolvida no tempo para ASH em presenga

de 4-bromoindolilchalcona (1C9)

Os resultados dos estudos de decaimento de emissdo de fluorescéncia com resolucao
temporal para a 4-bromoindolilchalcona IC9 estdo mostrados na figura 84. Os valores de 11 €
12 (Tabela 32) encontrados para ASH quando em presenca do composto IC9 apresentaram
uma variacdo dentro do erro experimental. Uma vez que o tempo de vida da fluorescéncia do
ASH livre ndo é afetado pela presenca do derivado analogo da chalcona IC9, pode-se concluir
que o0 mecanismo de supressdo da fluorescéncia € estatico, o que implica uma associacdo do
estado fundamental entre IC9/ASH. [Chaves, 2016]
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Figura 84. a) Decaimento para a fluorescéncia resolvida no tempo para uma solugdo ASH
contendo IC9, onde [ASH] = 1,00 x 10° M e [IC9] = 1,32 x 10° M, a temperatura ambiente.
O decaimento curto corresponde ao IRF (fator de resposta do instrumento). b) Distribuicdo
dos residuos.

Tabela 32. Resultados de fluorescéncia resolvidos no tempo para a interacdo ASH:IC9, em
pH = 7,4 a temperatura ambiente.

Composto 71(ns) % relativa 72(nSs) % relativa ¥
ASH 1,98+0,14 28,2 5,98+0,1 71,8 1,168
ASH/IC9 1,76+0,14 29,0 5,82+0,1 71,0 1,061

5.4.4 Estudo espectroscépico de dicroismo circular (DC) para ASH em presenca de 4-
bromoindolilchalcona (1C9)

O dicroismo circular (DC) é uma técnica espectroscépica eficiente para avaliar as
mudancas conformacionais de uma proteina em solucdo. Apo6s a adicdo da 4-
bromoindolilchalcona IC9 (1,32 x 10° M) a solugéo de albumina, foi observada uma pequena
alteracdo na intensidade do pico de absor¢do correspondente as transi¢des n-n* (208 nm) e n-
n* (222 nm) da estrutura a-helicoidal em proteinas (Figura 85). [Yasmeen, 2017] Esses

resultados indicam uma alterag&o fraca na estrutura secundéria da ASH. [Matei, 2010]

Os espectros de DC de ASH e de IC9/ASH (Figuras 84) foram semelhantes quanto ao
formato, somente apresentando variacdes de intensidade das bandas, o que significa que a
estrutura de ASH foi mantida. [Yue, 2008] Neste estudo foi observado que a adicdo de
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aliquotas de IC9 a albumina sérica humana influenciou na sua elipticidade, sendo que a

interacdo de 1IC9 com a ASH resultou na diminuigc&o de ambas as bandas (208 e 222 nm).
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Figura 85. Espectros de dicroismo circular para ASH (pH = 7,4) e para o complexo
ASH/IC9, nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 de IC9/ASH, [ASH] = 1,00 x 10® M e
[1C9] =0; 3,98; 7,94; 15,75 € 31,01 (x 10°%) M, a T = 310 K.

Estimativas acerca da % de hélice-o para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca do derivado analogo da chalcona IC9 foram feitas usando as equagfes 7 e 8.
[Chen, 1972; Khan, 2002; Gao, 2004; He, 2005, 2006; Kandagal, 2006; Yue, 2008; Cheng,
2009; Stan, 2009] Os valores experimentais de elipticidade (0) foram lidos nos comprimentos
de onda de (208 e 222 nm), e foram utilizados para calcular a elipticidade residual
significativa ou elipticidade molar residual (MRE), especificamente MREzs € MRE22»
(Equacéo 8). Posteriormente, os valores de MRE20s € MRE222 foram substituidos na equacéo 9
para calcular os valores de percentual de hélice-a na estrutura secundaria da ASH (Tabela 33).
Tabela 33. Porcentagem de hélice-a calculado a 208 nm e em 222 nm para ASH (pH =7,4) e

para IC9/ASH nas proporcdes 1:0, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, [ASH] = 1,00 x 10® M e [IC9] = 0;
3,98; 7,94; 15,75 e 31,01 x 10°° M, na temperatura de 310 K.

ASH/IC9 % Hélice-a. % Heélice-a
208 nm 222 nm
1:.0 58,3 56,7
1:4 57,9 55,8
1:8 57,6 55,4
1:16 57,5 54,9
1:32 56,4 52,9

Os resultados obtidos para a variacdo do % helice-a da estrutura secundaria da

proteina (ASH) mostrados na Tabela 33 apresentam uma diminui¢do com a presenga da 4-
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bromoindolilchalcona IC9 (nas raz6es molares de ASH/IC9 de 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), quando
comparados com os resultados na auséncia de 1C9 (ASH/IC9 na proporc¢édo 1:0), indicando
que houve interacao do derivado andlogo da chalcona IC9 com os residuos de aminoacidos da
cadeia principal polipeptidica de ASH e que houve uma diminui¢do da rede de ligacGes
hidrogénio. [Kang, 2004; Shaikh, 2007; Yue, 2008; Cheng, 2009] Esta justificativa é
compativel com as possiveis mudangas espectrais obtidas pela observacdo dos espectros de

UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia (Figura 78 e 79, respectivamente).

545 Estudos de interacdo competitiva para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

Conforme descrito anteriormente por Sudlow e colaboradores, existem dois locais de
interacdo principais na estrutura da ASH, ou seja, o sitio de Sudlow I presente no subdominio
I1A, chamado de sitio de interacdo da varfarina e o sitio de Sudlow Il presente no subdominio
I11A, chamado de sitio de interacdo do ibuprofeno. [Sudlow, 1976] Além disso, é reconhecido
também o sitio 111 subdominio IB, denominado de sitio de interacdo da digitoxina. [Sun,
2016]

Para determinar o principal sitio de interacdo de IC9 em ASH, as sondas de sitio
varfarina, ibuprofeno e digitoxina foram empregadas em experimentos competitivos. A figura
86 descreve os gréaficos de Stern-Volmer modificados para a interacdo ASH/IC9 na presenca

de cada sonda de sitio a 310 K.

Os valores da constante de interacdo de Stern-Volmer modificada (Ka) determinadas
para ASH:IC9 na presenca de varfarina, ibuprofeno e digitoxina foram reduzidos em 78,0%,
31,4% e 22,0%, respectivamente, quando comparado com ASH:IC9 onde nenhum marcador
de local foi usado (Tabela 34). Esses resultados indicam que a 4-bromoindolilchalcona 1C9
compete preferencialmente com a varfarina pelo mesmo sitio de interacdo na ASH, isto €, o
subdominio IlA, onde o residuo Trp-214 pode ser encontrado. Observe que os locais Il e 111
(onde o residuo Trp-214 ndo esta localizado) também podem acomodar o ligante, mas com
menos probabilidade. [Chaves, 2018]
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Figura 86. Gréficos de Stern-Volmer modificados para a associacdo ASHIC9 na presenca de
varfarina, ibuprofeno e digitoxina, em pH=7,4 e 310K. [ASH] = 1,00 x 10° M e [IC9] = 0,17;
0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1,32 x 10> M.

Tabela 34. Valores para a constante de interacdo de Stern-Volmer modificado Ka para a
interacdo da ASH/IC9 na presenca dos trés marcadores de sitio diferentes varfarina, digitoxina

e ibuprofeno na temperatura de 310 K.

Marcador Sitio Ka(x10* M1) % mudanca R?)

Varfarina | 1,06 + 0,26 78,0 0,9994
Ibuprofeno I 3,30+ 0,26 31,4 0,9994
Digitoxina 1l 3,75+0,26 22,1 0,9995

5.4.6 Estudo de supressdo de fluorescéncia sincrona para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

Para estudar a perturbacdo no microambiente em torno dos residuos de aminoacidos
tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) em proteinas, a espectroscopia de fluorescéncia sincrona
(SFS) tem sido usada nos intervalos de comprimento de onda AA = Akex — Alem = 15 nm e
60 nm, respectivamente. [Yu, 2011]

O espectro de SFS para residuos de tirosina ou triptofano (Figura 87) presentes no
ASH mostra claramente uma reducdo significativa na intensidade de fluorescéncia apos
adicdes sucessivas de IC9 (de 0,17 para 1,32 x 10° M), o que esta totalmente de acordo com

0 padréo de supressao de fluorescéncia descrito anteriormente.
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No entanto, nenhuma evidéncia de um desvio para o azul ou para o vermelho da
emissdo de fluorescéncia do residuo de Tyr pode ser observada quando a fluorescéncia de
ASH foi registrada na presenca de IC9 a AA=15 nm. Esta é uma indicacdo clara de que o
ligante ndo altera 0 microambiente ao redor do residuo Tyr (Figura 87a). Por outro lado, um
leve desvio para o azul pode ser detectado para o residuo Trp (de 279 nm para 277 nm)
quando na presenca de 1C9, o que implica que o residuo de aminodcido Trp-214 estd em um
ambiente menos polar na presenca de IC9 (Figura 87b). Este resultado esta totalmente de

acordo com o efeito hidrofobico previamente detectado pelos parametros termodinamicos

com AS°> 0. [Chaves, 2018]
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Figura 87. Espectros de fluorescéncia sincrona para ASH na auséncia e na presenca de I1C9,
com: a) AL = 15 nm para Tyr e b) AL = 60 nm para Trp. [ASH] =1,00 x 10> M, [MFCI] =
[MFBr] = [MFCFs] = 0.17; 0.33; 0.50; 0.66; 0.83; 0.99; 1.15e¢ 1.32 x 10° M e pH=7,4 a
temperatura ambiente.

5.4.7 Estudo de supressao de fluorescéncia tridimensional para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

Nos ultimos anos, a espectroscopia de fluorescéncia tridimensional (EF3D) tornou-se
uma técnica analitica util, pois pode fornecer informagfes mais detalhadas sobre a possivel
alteracdo conformacional da proteina, bem como sobre o microambiente em torno dela. Os
picos a e b sdo referidos como Rayleigh e picos de espalhamento de segunda ordem,
respectivamente, enquanto os picos I (Aex = 280, Aem = 340 nm) e II (hex = 225, Aem = 345 M)
correspondem ao comportamento de fluorescéncia dos residuos Tyr/Trp e a estrutura principal
do polipeptideo, respectivamente. [Chaves, 2018] Esse estudo mostra (Figura 88) claramente
que a intensidade de fluorescéncia dos picos I e Il diminui com a adi¢do de 1C9 (1,32 x 10
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M). O deslocamento para o azul observado para os picos | (de 340 a 325 nm) e |l (de 330 a
325 nm) € mais uma confirmacédo dos dados de SFS e CD ja discutidos anteriormente isto €,
possiveis perturbacdes no microambiente ao redor do fluoréforo bem como no esqueleto
polipeptidico podem estar presentes como resultado da formagdo de um complexo de
associagao entre IC9/ASH. [Chaves, 2018]
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Figura 88. Projecdes espectrais de fluorescéncia F3D (A e B) e seus correspondentes mapas
de contorno (A" e B') para ASH (A e A") e ASH:IC9 (B e B'), a temperatura ambiente e em
solugéo de PBS. [ASH]=1,00 x 10°® M e [IC9]=1,32 x 10° M

5.4.8 Estudos tedricos de docagem molecular para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

Para oferecer uma descricdo molecular da interacdo entre ASH e IC9, foram realizados
calculos tedricos via docagem molecular. A figura 89 mostra a melhor pose de encaixe para o
maior valor de pontuacdo de docagem. Os resultados da docagem molecular sugerem que
interacOes interagdes de hidrogénio, forcas eletrostaticas e hidrofdbicas estdo envolvidas no
processo de interacdo. O atomo de hidrogénio dos residuos dos aminodcidos Trp-214 e Ser-
453 é um doador para ligacdo de hidrogénio com os grupos polares do ligante (grupos
carbonila e amino) com distancias de 1,80 A e 2,10 A, respectivamente. Por outro lado, os

residuos de aminoacidos Leu-197, Val-342 e Pro-446 interagem por meio de forcas
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hidrofébicas com os grupos apolares do ligante, como o anel aromético. Além disso, 0s
resultados da docagem molecular também sugeriram uma interacdo eletrostatica entre o
residuo de aminoacido carregado positivamente Lys-443 com o atomo de bromo, em uma
distancia de 3,40 A. No geral, os resultados da docagem molecular estdo de acordo com as

interacdes intermoleculares experimentais sugeridas pelos parametros termodinamicos.

Figura 89. Superposicdo da melhor pose de docagem para (a) ASH:IC9 no sitio | de Sudlow,
obtido pelo programa GOLD 5.2 (funcdo ChemPLP). A estrutura dos ligantes esta
representada em rosa, a cor verde é a estrutura ASH (PDB: 1N5U), os residuos de
aminoacidos selecionados estdo em amarelo; o hidrogénio: branco; oxigénio: vermelho;
nitrogénio: azul e enxofre: amarelo mostarda.

5.4.9 Estudo teodrico de calculo quimico quantico para ASH em presenca de 4-

bromoindolilchalcona (1C9)

A superficie do potencial eletrostatico molecular (Figura 90) da 4-
bromoindolilchalcona IC9 e a anélise do orbital de interagdo natural (NBO) foram realizadas
em sua geometria otimizada tridimensional utilizando a teoria funcional da densidade (DFT)
com B3PW91/6-31+g(d,p), com a agua sendo utilizada como Modelo Continuo Polarizavel
(PCM). A escala de potencial eletrostatico aumenta na ordem de vermelho < laranja <
amarelo < verde < azul, onde o azul escuro indica a regido positiva e o vermelho mostra a
regido negativa. [Joy, 2016] O tratamento NBO propde uma plataforma para investigar a

transferéncia de carga e/ou interacBes hiperconjugativas associadas & molécula e para
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entender as caracteristicas de interagdo e interagdes orbitais. [Mathew, 2017a, 2017b] Quanto
maior a energia de estabilizacdo, mais intensa é a interacdo entre doadores e receptores de
elétrons, e maior abrangéncia da conjugacao de todo o sistema. As andalises da matriz Fock de
segunda ordem foram realizadas e levam em consideracdo as interagdes doador-aceptor;—e
para cada doador (i) e receptor (j) e a energia de estabilizacdo, de tal forma que E(2) est4
associada a deslocalizacdo da densidade eletrdnica de i para j, conforme apresentado na

Equacéo 40.

(FS']

I g

E(2)=4E;=q

Equacéo 40

onde i é a ocupacao orbital doadora, Ei e E;j sdo os elementos diagonais, e (F?;) é o elemento
da matriz Fock para o orbital de interacdo natural (NBO) fora da diagonal. [Mathew, 2017c]
Se a magnitude da energia de estabilizacdo E(2) for maior, maior sera a deslocalizacdo nos

respectivos atomos.

A eficécia da interacdo da 4-bromoindoilchalcona IC9 para ASH € ainda inferida por
calculos quimicos quanticos, como o potencial eletrostatico molecular (MESP) e anélise de
orbital de interacdo natural (NBO). A superficie MESP pode sugerir um acumulo de
densidade eletrbnica negativa no grupo carbonila, tornando o atomo de oxigénio um bom
aceptor de ligacdo de hidrogénio. O perfil NBO também suporta este cenario através da
interacdo de m(C7-Cg) com m*(C10-O11) com uma energia de estabilizacdo de 34,62 kcal/mol.
O grupo carbonila esta retirando ainda mais densidade eletrénica do grupo vizinho (C12-H2o) €
estabilizado por um fator de 6,76 kcal/mol. Novamente, o orbital ¢ da porgéo carbono-bromo
e o0 par de elétrons ndo ligantes do atomo de bromo doam sua densidade eletrénica para os
orbitais ¢ e m do grupo carbonila. Além disso, a por¢do carbonila ¢ estabilizada pela doagado

reversa a varios outros orbitais ligantes e antiligantes da molécula.

O maior potencial eletrostatico positivo esta localizado no grupo amino, podendo atuar
como doador de ligagdo de hidrogénio; no entanto, o &omo de nitrogénio pode manter sua
capacidade de se comportar como um aceptor de ligacdo de hidrogénio. Isso é validado pela
intera¢do dos orbitais ¢ de C1-C, € C7-Cg com o orbital ¢ antiligante do grupo amino (Ng-H27)
com energia de 3,58 e 3,42 kcal/mol, respectivamente. Da superficie do MESP, o restante das

moléculas cobertas com uma coloracéo verde propde uma distribuicdo unificada de densidade
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eletronica devido a extensa deslocaliza¢do dentro da estrutura molecular qualitativamente. O
efeito de ressonancia da molécula inteira pode ser racionalizado atraves de varias interacdes
NBO, onde o grupo carbonila e a insaturacdo olefinica fazem a ponte desse fenbmeno para
duas regides aromaticas e podem ser capazes de suportar interacbes hidrofébicas com
fragmentos apolares de ASH.

A presenca do atomo de bromo estd novamente apoiando a capacidade de interacdo de
IC9 a ASH por um mecanismo eletrostatico. Uma menor densidade eletrénica sobre o atomo
de bromo ¢é suportado por varias interaces de hiperconjugacao, onde a prépria interacdo C-Br
doa sua densidade de elétrons ao 4tomo de bromo. Além disso, o sistema fenila vizinho
também suporta este cenario; entretanto, sua extensdo ¢ limitada: o(C16-C1g) para o* (Cis-
Bra) e o(C17-Co) para o*(Cis-Brsp) com estabilizacdo de 5,28 e 5,02 kcal/mol,
respectivamente. 1sso pode ser confirmado pela superficie do MESP, pois sua cor ndo é
préxima do vermelho. Em resumo, IC9 tem uma possibilidade de interacdo ideal, estabelecido
por meio de varias interagdes estruturais confirmadas por evidéncias estruturais quimicas

obtidas através dos calculos quéanticos tanto qualitativa como quantitativamente.

Figura 90. Superficie do potencial eletrostatico molecular para o composto IC9.
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5.5 Xantonas

A interacdo de ASH com cinco potenciais farmacos derivados da xantona, isto €, 1-
metoxi-9H-xanten-9-ona (1MXT), 2-metoxi-9H-xanten-9-ona (2MXT), 4-metoxi-9H-xanten-
9-ona (4MXT), 2,3-dimetoxi-9H-xanten-9-ona (23MXT) e 3,4-dimetoxi-9H-xanten-9-ona
(34MXT) (Figura 91) foram estudadas em condi¢des fisiologicas pelas técnicas
espectroscopicas UV-Vis, dicroismo circular, fluorescéncia no estado estacionario a 305 K,
310 K e 315 K, e calculos tedricos (docagem molecular).
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Figura 91. Estrutura para os derivados metoxilados da xantona 1IMXT, 2MXT, 4AMXT,
23MXT e 34MXT usados nos estudos de interagdo com ASH.
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5.5.1 Estudos de espectroscopia no ultravioleta/visivel (UV-Vis) para ASH em presenca

dos derivados da xantona

O processo de interacdo no estado fundamental entre os derivados da xantona 1MXT,
2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT com a ASH foi investigado empregando-se espectros de
absorcdo na regido do UV-Vis (200 nm a 400 nm), cujos resultados obtidos estéo
apresentados na figura 92 para os derivados de xantona 1MXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT, respectivamente a temperatura de (310K).
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Figura 92. Espectros de absorcdo no UV-Vis para solu¢do de ASH tamponada com PBS (pH
= 7,4) na presenca de diferentes concentragdes dos derivados de xantona a) 1IMXT, b) 2MXT,
¢) 4AMXT, d) 23MXT e e) 34MXT; [ASH] = 1,00 x 10° M e [IMXT] = [2MXT] = [AMXT] =
0,49; 0,99; 1,47; 1,96; 2,46; 2,91; 3,38 e 3,84 x107° M e [23MXT] = [34MXT] = 0,33; 0,66;
0,99; 1,32; 1,64; 1,96; 2,28 € 2,60 x 10> M a temperatura de 310 K.

Os resultados destes estudos (Figura 92) mostram um aumento das bandas de absorc¢éo
com 0 aumento da concentracdo dos derivados de xantona IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT, indicando uma possivel formacéo de uma associac¢ao entre os derivados de xantona e
ASH, no estado fundamental.
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5.5.2 Estudo de supressdo de fluorescéncia para ASH em presenca dos derivados da

xantonas

Os resultados dos estudos de supressdo de fluorescéncia da ASH pelos compostos
derivados da xantona 1MXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT, em solucdo de tampdo de

fosfato (pH= 7,4) na temperatura de 310 K, estdo apresentados na figura 93.
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Figura 93. Espectros de supressao da emissdo de fluorescéncia (Aexc = 280 nm) para solucéo
de ASH tamponada com PBS (pH = 7,4) na presenca de diferentes concentragcdes dos
derivados de xantonas a) IMXT, b) 2MXT, c) 4MXT, d) 23MXT e e) 34MXT). [ASH] =
1,00 x 10° M, [IMXT] = [2MXT] = [4MXT] = [23MXT] = [34MXT] = 0,49; 0,99; 1,47;
1,96; 2,46; 2,91; 3,38 e 3,84 x107° M e [23MXT] = [34MXT] = 0,33; 0,66; 0,99; 1,32; 1,64;
1,96; 2,28 € 2,60 x 10° M na temperatura de 310 K.

Nesses estudos, observou-se que a emissdo de fluorescéncia da ASH foi suprimida
pela adicdo de aliquotas sucessivas dos derivados de xantona IMXT, 2MXT, 4AMXT, 23MXT
e 34MXT (Figura 93), fato este que sugere uma possivel interacdo entre os derivados de
xantona e a ASH. [He, 2006; Cui, 2007; Zhang, 2008; Yue, 2008; Li, 2008, 2009] A literatura
sugere que os derivados de xantona 1MXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT estdo
localizados em um sitio de interagdo que estd proxima ao residuo de triptofano contido na
estrutura da albumina. [Wei, 2006; Cheng, 2009] Com o aumento da concentracdo dos
derivados de xantona, nas solucdes de ASH, foram observados deslocamentos no maximo da

banda de emissdo de fluorescéncia da ASH em torno de 340 nm para o azul, para 0s
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compostos IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT (Figuras 93a-d), com valores de (A\ = 28, 18, 16
e 12 nm respectivamente), sugerindo a formacdo de um complexo ASH/xantona que tem
grande contribuicdo hidrofébica proximo ao residuo Trp214. Ja para o composto 34MXT
(Figura 93e) pode ser observado um leve deslocamento para o vermelho (AL =5 nm), e
consequentemente € possivel atribuir um aumento de interacdes hidrofilicas no processo de
complexagdo ASH/34MXT. [Ross, 1981]

Os graficos de Stern-Volmer correspondentes a supressdo de fluorescéncia dos
residuos de triptofano da ASH pelos derivados da xantona: 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT, em diferentes temperaturas (305 K, 310 K e 315 K), obtidos empregando a equagéo
21 estdo mostrados na Figura 94.

Os valores de Ksy e kq para os estudos da interacdo dos derivados da xantona (1MXT,
2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT) com ASH sdo apresentados na Tabela 35. Os valores para
kq obtidos demonstram que o mecanismo mais provavel para o processo de supressdo da
fluorescéncia de ASH pela interacdo com os derivados de xantona é estatico, em funcédo dos
altos valores encontrados para as constantes de velocidade de supressdo pelos derivados de
xantona (kg = 102 a 10 M-1s) (Tabela 35). Os valores para kq encontrados nesse estudo so
muito mais altos do que a constante de velocidade de difusdo em agua (kaitr = 5 x 10° Ms?),
indicando a formacdo inicial de um complexo de pré-associacdo ASH/1-MXT, ASH/2-MXT e
ASH/4-MXT. Os valores obtidos para Ksv (10% a 10° MY) e para kq (10'? a 10'® Ms?) foram
semelhantes aos descritos na literatura para outras moléculas. [He, 2005; Xie, 2005;
Kandagal, 2006; Li, 2007, 2009; Cui, 2008; Zhang, 2008]
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Figura 94. Gréaficos de Stern-Volmer para a supressao da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280
nm) pelos derivados de xantona a) LIMXT, b) 2MXT, ¢) 4AMXT, d) 23MXT e e) 34MXT.

Tabela 35. Valores para Ksv e kq obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer para a
supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos derivados da xantona 1MXT,
2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT nas temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K.

T (K) 305 310 315

Composto Ksv Kq Ksv Kq Ksv Kq
10°M1 102 M5t 10° M1 102 M1st 10°M™? 1012 M5t

IMXT 11,17+ 0,52 11,17 £ 0,52 9,80+0,49 9,80+0,49 9,23+0,41 9,23+0,41
2MXT 4,07 £ 0,04 4,07 £ 0,04 3,84 0,06 3,84 £ 0,06 3,34 £ 0,03 3,34 £ 0,03
AMXT 2,11+0,03 2,11+0,03 1,89+ 0,04 1,89+0,04 1,78 £0,03 1,78+ 0,03
23MXT 1,25+0,03 1,25+0,03 1,26 + 0,05 1,26 £ 0,05 1,23 £ 0,05 1,23+0,05

34AMXT 5,22 £ 0,06 5,22 0,06 5,00 £ 0,07 5,00 £ 0,07 4,08 £ 0,03 4,08 £ 0,03

As constantes de supressdo efetivas para os derivados da xantona 1MXT, 2MXT,
AMXT, 23MXT e 34MXT ou constantes de interagdo de Stern-Volmer modificadas (Ka),
foram obtidas a partir da construcdo de graficos de Stern-Volmer modificados (Equagéo 30),
[Lakowicz, 2006] conforme mostrado na Figura 95 para IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT.
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Figura 95. Gréficos de Stern-Volmer modificado para a supressdo da fluorescéncia de ASH
(hexc = 280 nm) pelos derivados de xantona: a) IMXT, b) 2MXT, c) 4MXT, d) 23MXT e e)

34MXT.

Os valores de Ka encontrados para a interacdo derivados de xantona/ASH
ASH/IMXT, ASH/2MXT, ASH/AMXT, ASH/23MXT e ASH/34MXT (Tabela 36) estdo na

faixa entre (Ka = 10* a 10° M), sendo que em todos os casos apresentam boa correlagio

linear (Tabela 37), o que deixa claro que estes derivados de xantona

interagem

moderadamente a ASH, pois os valores de Ka foram semelhantes ao da literatura para outras

moléculas que apresentam interacGes moderadas entre as moléculas bioativas e albumina (Ka

=~ 10 a 10°

M?). [He, 2005; Tang,

2006; Li, 2007, 2009;

Zhang,

2008]
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Tabela 36. Valores para Ka obtidos a partir dos gréaficos de Stern-Volmer modificado para a
supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos derivados da xantona 1MXT,
2MXT, AMXT, 23MXT e 34MXT em diferentes temperaturas (305 K, 310 K e 315 K).

Temperatura (K)
305 310 315
Composto
Ka (10* M) Ka (10* M) Ka (10*M-1)
IMXT 6,05 + 0,09 5,79 + 0,05 5,53 + 0,03
2MXT 5,21+ 0,04 4,93 + 0,05 4,59 + 0,04
AMXT 4,53 + 0,08 4,05+ 0,11 3,70 + 0,09
23MXT 5,77 + 0,25 4,46 + 0,15 4,20 + 0,09
34AMXT 6,03+ 0,16 5,13+0,13 4,30+0,18

Tabela 37. Valores estatisticos obtidos a partir dos graficos de Stern-Volmer modificados
pela supressdo de fluorescéncia de ASH (Lexc = 280 nm) para os derivados de xantona IMXT,
2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT.

Composto R? SD N P
0,99969 0,02295 8 <0.0001
1-MXT 0,99990 0,01391 8
0,99996 0,00886 8
0,99994 0,01422 8 <0.0001
2-MXT 0,99992 0,01803 8
0,99995 0,01585 8
0,99976 0,04360 8 <0.0001
4-MXT 0,99954 0,06888 8
0,99966 0,06425 8
0,99875 0,19338 8 <0.0001
2,3-MXT 0,99961 0,11459 8
0,99987 0,07347 8
0,99995 0,05250 8 <0.0001
3,4-MXT 0,99987 0,04750 8
0,99970 0,07830 8
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Através dos valores de Ka encontrados para a supressao de ASH, foram construidos
gréficos de van“t Hoff empregando-se a equacdo 39, [Lakowicz, 2006] os quais estdo
apresentados na figura 96 para os derivados da xantona 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT. A partir destes gréficos foram obtidos os pard@metros termodinamicos de variagdo de
entalpia AH® e de entropia AS° envolvidos no processo de supressdo da fluorescéncia da ASH,
0s quais permitiram o calculo do valor da variacdo de energia livre de Gibbs AG®° (Tabela 38),

para os quais foram utilizadas as temperaturas de 305 K, 310 K e 315 K.
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Figura 96. Gréaficos de van*t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm)
pelos derivados de xantona a) IMXT, b) 2MXT, ¢) 4MXT, d) 23MXT e e) 34dMXT.
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Tabela 38. Valores para os parametros termodinamicos AH®, AS® e AG® obtidos a partir dos
graficos de van“t Hoff para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos
derivados de xantona 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT nas temperaturas de 305 K,
310 Ke 315 K.

Composto T (K) AHC (kJ/mol) AS° (3/mol.K) AG? (kJ/mol) R?

305 -27,9

lMXT 310 '7,17 + 0,41 0,068 + 0]0013 '28,2 0,9995
315 -28,6
305 -27,5

OMXT 310 -9,61 + 0,19 0,058 + 0,001 -27,8 0,9998
315 -28,1
305 -27,2
315 -27,5
305 -27,8

23MXT 310 -23,97 + 0,99 0,012 + 0,003 -27,8 0,9991
315 -27,9
305 -28,0

3AMXT 310 -25,55 + 0,67 0,008 + 0,002 -28,1 0,9997
315 -28,2

Os valores de AH° negativos encontrados em todos 0s casos estudados para 0s
derivados de xantona mostraram que 0s processos de interacdo entre ASH e os derivados de
xantona IMXT, 2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT foram exotérmicos (Tabela 38). Por outro

lado, os valores de AS° positivos evidenciaram que o tipo de interacdo entre ASH e estes

derivados da xantona possui carater hidrofobico, e os valores de AG® negativos (AG® = -29 a -

25 kJ/mol) demonstraram a espontaneidade destas interagcbes (Tabela 38).
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Para o processo de interagdo ASH/xantona baseado simplesmente em um modelo de
forga intermolecular, podemos inferir que ela pode envolver uma razodvel interacdo

hidrofobica, evidenciada pelos valores positivos de AS®, levando inicialmente a formacéo de

uma espécie hidrofobicamente associada. Ja os valores de AH® < 0 indicam que 0s compostos
devem estabelecer interacGes intermoleculares de carater hidrofilico do tipo interacdo ligacdo
de hidrogénio e interacGes dipolares ocasionadas pela presenca de: uma carbonila benzilica,
bem como a possibilidade da interagdo dos oxigénios metoxilicos ou de interagdes tipo «
como consequéncia dos grupos aromaticos presentes nos derivados das xantonas estudadas
1IMXT, 2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT.

Ja a maior contribuicdo dos efeitos entalpicos (menores valores de AH®) encontrados
para os derivados contendo mais de um grupo metoxila como 23MTX e 34MTX (Tabela 38)
deve estar correlacionada aos efeitos eletronicos gerados pelos grupos metoxilas presentes
como substituintes sobre a extensdo de conjugacdo dos sistemas w do anel
aromatico/carbonila, bem como a maior probabilidade de intera¢fes hidrofilicas devido a

presenca de um nimero maior de &tomos de oxigénio em suas estruturas. [Ross, 1981]

Para uma supressdo estatica, os sitios de interacdo sdo independentes dos sitios
equivalentes na macromolécula. Valores de constantes de interacdo (Ky) e de nimeros de
sitios de interacdo (n) foram obtidos a partir da construcdo de graficos empregando a equagédo
de Stern-Volmer modificada duplo-log (Equacdo 33) [Lakowicz, 2006] e estdo mostrados na

Figura 97.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 39, o nimero de sitios de interacao
entre a ASH e IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT ¢ aproximadamente igual a 1 (um).
Isso indica que existe somente uma interacdo molecular entre estes derivados da xantona com
ASH.
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Figura 97. Gréficos de log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressao da fluorescéncia de ASH

(hexc = 280 nm) pelos derivados de xantona a) 1IMXT, b) 2MXT, c) 4MXT, d) 23MXT e e)
34MXT.

Os resultados encontrados para os valores de K, e n (Tabela 39) mostraram
pouquissima dependéncia com a temperatura. De uma maneira geral, os valores de Ky indicam
que o provavel mecanismo de supressao de fluorescéncia de ASH e 1IMXT, 2MXT, 4MXT,

23MXT e 34MXT é estéatico, pois ndo houve uma correlagdo com o aumento da temperatura.
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Tabela 39. Valores de nimero e ordem de interacdo (n e Kp) obtidos a partir dos gréaficos de
log(Fo-F)/F versus log[Q] para a supressdo da fluorescéncia de ASH (Aexc = 280 nm) pelos
derivados da xantona 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT nas temperaturas de 305 K,
310 Ke 315 K.

Composto T (K) n Kb(x10*M™1) R? SD
305 1,19+ 0,03 71,86 + 0,01 0,9974 0,02795
IMXT 310 1,16 0,02 46,58 + 0,01 0,9979 0,02475
315 1,15+ 0,02 38,29+ 0,01 0,9984 0,02110
305 0,94 0,01 2,25+ 0,01 0,9998 0,00545
2MXT 310 0,94 + 0,01 2,18 0,01 0,9996 0,00855
315 0,93 0,01 1,65 +0,01 0,9999 0,00474
305 0,85 + 0,01 0,47 £0,01 0,9998 0,00549
4AMXT 310 0,86 + 0,01 0,48 0,01 0,9998 0,00625
315 0,87 0,01 0,49 + 0,01 0,9999 0,00371
305 0,82 + 0,02 0,19+ 0,01 0,9987 0,01683
23MXT 310 0,83 + 0,02 0,26 + 0,01 0,9986 0,01823
315 0,77 + 0,02 0,12+0,01 0,9983 0,0187
305 0,98 0,01 4,31+0,01 0,9995 0,01308
3AMXT 310 0,99 +0,01 4,77+0,01 0,9994 0,01464
315 0,99 +0,01 3,58 £0,01 0,9996 0,01175

5.5.3 Estudo espectroscopico de dicroismo circular (DC) para ASH em presenca dos

derivados da xantona

Os espectros de dicroismo circular obtidos para ASH na auséncia e na presenca dos
derivados de xantona 1IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT na temperaturade T = 310 K
estdo apresentados na Figura 98, sendo que, em todos os casos, foram semelhantes quanto ao
formato, somente apresentando variagdes de intensidade das bandas em 208 e 22 nm, o que
significa que a estrutura de ASH foi mantida. [Yue, 2008] Nestes estudos foi observado que a
adicdo de aliquotas destes derivados de xantona a albumina sérica humana influenciaram na
sua elipticidade, o que pode ser observado pela diminuigédo na intensidade de ambas as bandas
(208 e 222 nm), sugerindo a ocorréncia de pequenas mudangas na estrutura secundaria da
proteina, indicando a formacéo de complexos entre ASH e IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e
34MXT.
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Figura 98. Espectros de dicroismo circular para a interacao entre ASH (pH = 7,4) e derivados
de xantona (IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT), nas propor¢des 1:0, 1:4, 1.8, 1:16 e
1:32 de ASH:1MXT, ASH:2MXT, ASH:4MXT, ASH:23MXT e ASH:34MXT [ASH] = 1,00
x 10° M e [IMXT] = [2MXT] = [4MXT] = [23MXT] = [34MXT] = 0; 3,98; 7,94; 15,75 e
31,01 (x 10-6) M, a T = 310 K.

Estimativas acerca das % de hélice-a para a estrutura secundaria de ASH na auséncia e
na presenca de 1IMXT, 2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT foram feitas usando as equacdes 8 e
9. [Chen, 1972] Os valores experimentais de elipticidade (0) foram lidos nos comprimentos
de onda de 208 nm e 222 nm e foram utilizados para calcular a elipticidade residual
significativa ou elipticidade molar residual (MRE), especificamente MREzs e MRE22
(Equacéo 8). Posteriormente, os valores de MRE20s € MRE22, foram substituidos na equacéo 9
para calcular os valores de percentual de hélice-a (% hélice-a) na estrutura secundaria da

ASH (Tabela 40).
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Tabela 40. Porcentagem de hélice-a calculada a 208 nm e 222 nm para ASH (pH = 7,4) na
auséncia e na presenca dos derivados de xantona IMXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT
na temperatura de 310 K.

Composto ASH:MXT (% hélice-or) (% hélice-al)
(208 nm) (222 nm)
1:0 67,8 67,7
1:4 64,6 66,9
IMXT 1:8 63,9 67,6
1:16 59,2 67,7
1:32 52,1 68,3
1:0 67,3 67,9
1:4 66,9 68,2
2MXT 1:8 63,3 68,5
1:16 63,6 68,5
1:32 54,4 68,7
1:0 68,8 63,0
1:4 659 62,4
AMXT 1:8 66,2 62,2
1:16 65,2 62,2
1:32 61,6 61,7
1:0 68,1 64,6
1:4 64,2 63,6
23MXT 18 65,8 62,9
1:16 655 62,12
1:32 64,3 61,1
1:0 68,1 65,6
1:4 66,3 66,1
3AMXT 1:8 67,7 67,9
1:16 55,0 69,3
1:32 31,2 16,9

Os resultados obtidos para a variacdo do % hélice-a da estrutura secundaria da
proteina (ASH) apresentados na Tabela 40 indicam que houve interacdo dos derivados de
xantona com os residuos de aminoacidos da cadeia principal polipeptidica de ASH e que
possivelmente houve uma diminuigdo da rede de ligaces hidrogénio. [Kang, 2004; Shaikh,
2007; Yue, 2008; Cheng, 2009]. Esta justificativa € compativel com as possiveis mudancas
espectrais obtidas pela observacdo dos espectros de UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia.
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5.5.4 Estudos de interacdo competitiva para ASH em presenca dos derivados da xantona

A fim de identificar os sitios de interacdo das xantonas 1IMXT, 2MXT, 4MXT,
23MXT e 34MXT com ASH, foram realizados experimentos competitivos com marcadores
de sitios. Existem trés sitios de interacdo principais na albumina e, conforme descrito na
literatura, varfarina, ibuprofeno e digitoxina ligam-se especificamente no sitio SI (subdominio
[1A), sitio SII (subdominio I1A) e sitio Il (subdominio IB), respectivamente. [Sudlow, 1976;
Sun, 2016] A constante de interacdo efetiva (Ka) obtidos através de graficos de Stern-Volmer
modificada (Figura 99), na presenca de cada sonda de sitio, foi calculada a 310 K e 0s

resultados estdo listados na Tabela 41.

A partir dos dados de competicdo (Tabela 41) foi possivel separar os derivados de
xantona em dois grupos segundo o numero de metoxilas presentes como substituinte. Os
compostos apresentando apenas uma metoxila na estrutura, isto é, IMXT, 2MXT e 4MXT
tém como alvo de interacdo principal o sitio da varfarina (SI de Sudlow), pois estes
apresentaram mudangas nos valores da Ka na ordem de ~ 21,8% para 1MXT, 24,1% para
2MXT e 21,7% para 4MXT, enquanto a influéncia de ibuprofeno e digitoxina nos parametros
de interacdo sdo menos significativas. Esses resultados indicam uma competicdo entre a
varfarina e as potenciais farmacos 1IMXT, 2MXT e 4MXT para 0 mesmo sitio de intera¢do na
ASH [Caruso, 2016; Sun, 2016].

Outro fato relevante é a mudanca observada nos dados de competicdo em relacdo a
posicdo da metoxila presente como substituinte, pois pode ser observado um aumento gradual
do efeito de competicdo pelo sitio do ibuprofeno (SIl de Sudlow), de ~5,5% para 1IMXT,
aumentando para 11,8% para 2MXT e 18,7% para 4MXT. Esses resultados indicam que a
preferéncia de complexacdo de 1MXT, 2MXT e 4MXT com a albumina esta diretamente
ligada a questdes da distribuicdo eletrdnica como consequéncia do grupo substituinte.
Conforme a metoxila se afasta da carbonila, pela mudanca da posi¢do do grupo metoxila do
C-1 aromatico para C-4, o efeito eletrénico do a&tomo de oxigénio afeta significativamente a
polaridade desses compostos e consequentemente a forma pela qual ocorre a complexacao
ligante/ASH. Como previsto pela teoria de Sudlow, o sitio SI é o alvo principal de compostos
heterociclicos aromaticos apresentando carga dispersa enquanto o sitio Sll é preferencial para
compostos que sustentam cargas negativas concentradas. [Sudlow 1976; Leboffe, 2020]

O segundo grupo de compostos que é formado pelos derivados da xantona 23MXT e

34MXT, que possuem duas metoxilas como substituintes, apresentou um mecanismo de
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competicdo que indica a possibilidade de interagdo aos dois sitios Sl e SIl da ASH, com uma

pequena preferéncia para o sitio do ibuprofeno (SII). Para estas dimetoxixantonas foram

observadas mudancgas nos valores de Ka na ordem de 36,3% para 23MXT e 31,5% para

34MXT, ligeiramente superiores aqueles encontrados para a competi¢cdo com a varfarina (Sl)

que apresentaram valores de Ka na ordem de 21,7% para 23MXT e 26,1% para 34MXT. Essa

preferéncia pelo sitio SlI para estes derivados da xantona indica novamente que os efeitos

eletrénicos exercidos pelos atomos de oxigénio promovem mudancas na distribuicdo global

dos elétrons do sistema w conjugado com a carbonila e, como consequéncia, a sua preferéncia

pelo sitio de interacdo com a ASH, como observado em menor grau para as xantonas 1MXT,
3MXT e 4AMXT (Tabela 41), o que esta de acordo com os estudos de Sudlow. [Sudlow 1976;

Leboffe, 2020]
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Figura 99. Gréficos de Stern—Volmer modificado para as interacfes ASH:1-MXT, ASH:2-
MXT e ASH:4-MXT, respectivamente, na presenca de marcadores de sitio varfarina,
digitoxina e ibuprofeno a 310 K e pH = 7,4. [ASH] = 1,00x 107° M, [IMXT] = [2MXT] =
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Tabela 41. Valores para a constante de interacdo do Stern-VVolmer modificado (Ka) para a
interacdo de 1MXT, 2MXT, 4MXT, 23MXT e 34MXT com ASH na presenca de trés
marcadores de sitio diferentes a 310 K.

Comp. Marcador Sitio Ka (x10* M) % mudanca R?
Varfarina I 7,05+0,14 21,8 0,9996
IMXT Ibuprofeno 1 6,11 + 0,05 55 0,9999
Digitoxina Il 5,75 + 0,08 1,0 0,9999
Varfarina | 6,12 + 0,09 24,1 0,9997
2MXT Ibuprofeno 1 5,51 + 0,09 11,8 0,9998
Digitoxina 1l 5,01 +0,01 1,6 0,9999
Varfarina | 4,93 + 0,69 21,7 0,9995
AMXT Ibuprofeno 1 4,81 +0,52 18,8 0,9997
Digitoxina Il 3,65+0,78 9,9 0,9994
Varfarina 3,48 +1,18 21,9 0,9987
23MXT Ibuprofeno 1 2,84 +1,12 36,3 0,9988
Digitoxina Il 3,72+0,73 16,6 0,9995
Varfarina | 3,79 + 0,52 26,1 0,9998
34MXT Ibuprofeno 1 3,51 +0,80 31,5 0,9994
Digitoxina Il 4,59 + 0,29 10,5 0,9999

5.5.5 Estudo de docagem molecular para ASH em presenca de derivados de xantona

A partir de estudos de supresséo de fluorescéncia e interacdo competitiva sabe-se que
a interacdo das metoxixantonas IMXT, 2MXT e 4MXT ocorre preferencialmente no Sitio |
(também conhecido como Sitio | de Sudlow), onde o residuo Trp-214 pode ser encontrado. J&
para os derivados 23MXT e 34MXT a interacdo ocorre preferencialmente no Sitio |II.
[Chaves, 2015] Para sugerir os principais residuos de aminoacidos capazes de interagir com
cada ligante estudado nos complexos ASH/IMTX, ASH/2MTX, ASH/3MTX, ASH/23MTX e
ASH/34MTX foram realizados célculos de docagem molecular. Os resultados obtidos
mostram a docagem para 0s compostos IMXT, 2MXT e 4MXT interagindo no Sitio |
(Figuras 100a-c), e para 0s compostos 23MXT e 34MXT interagindo no Sitio Il (Figuras
100d-e).
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A figura 100a mostra a melhor pose de encaixe para 0 maior valor de pontuacdo de
docagem para a interacdo ASH:1MXT no sitio | de Sudlow. Os resultados de docagem
molecular sugerem que interacBes hidrofobicas e interacbes por empilhamento n estdo
envolvidas no processo de interacdo. Os residuos de aminoacidos Lys-199, Phe-211, Phe-211,
Trp-214, Val-344, Leu-481, Leu-481 e Val-482 interagem por meio de forcas hidrofobicas
com os grupos apolares do ligante, como o anel aromético, com distancias de 2,73; 3,47; 3,28;
3,82; 2,97; 3,52; 3,34; 3,79A, respectivamente. Por outro lado, o residuo de aminoécido Trp-
214 interage por meio de empilhamento © com 0s anéis aromaticos, com distancias de 3,71;
4,03 e 4,20A, como mostrado na tabela 42.

A figura 100b mostra a melhor pose de encaixe para 0 maior valor de pontuacédo de
docagem para a interacdo ASH:2MXT no sitio | de Sudlow. Os resultados da docagem
molecular sugerem que interacBes hidrofobicas, uma interacdo por ligacdo de hidrogénio e
interagdes por empilhamento 7 estdo envolvidas no processo de interagdo. Os residuos de
aminoacidos Leu-198, Lys-199, Phe-211, Trp-214, Leu-347, Leu-481, e Val-482 interagem
por meio de forcas hidrofébicas com os grupos apolares do ligante, como o anel aromaético,
com distancias de 2,82; 2,55; 3,71; 3,61; 3,73; 3,14 e 3,33A, respectivamente. O residuo de
aminoacido Lys-199 também interage por meio de ligacdo de hidrogénio, com distancia de
3,06A, enquanto que o residuo de aminoacido Trp-214 também interage por meio de
empilhamento © com os anéis aromaticos, com distancias de 3,69; 3,61 e 4,08A, como

mostrado na tabela 42.

A figura 100c mostra a melhor pose de encaixe para o maior valor de pontuacédo de
docagem para a interacdo ASH:4MXT no sitio | de Sudlow. Os resultados da docagem
molecular sugerem que interagcdes hidrofdébicas, uma interacdo por ligacdo de hidrogénio e
interagBes por empilhamento 7 estdo envolvidas no processo de interagdo. Os residuos de
aminoacidos Lys-199, Trp-214, Val-344 e Val-482 interagem por meio de forcas hidrofébicas
com os grupos apolares do ligante, com distdncias de 2,71; 3,77; 2,77 e 3,64A,
respectivamente. O residuo de aminoacido Phe-211 interage por meio de forcas hidrofobicas
com os grupos apolares do ligante com distancias de 3,41 e 3,26A. O residuo de aminoécido
Leu-481 interage por meio de forcas hidrofobicas com os grupos apolares do ligante com
distancias de 3,11 e 3,63A. O residuo de aminoacido Ser-202 interage por meio de ligagao de

hidrogénio, com distancia de 2,27A. O residuo de aminoacido Trp-214 interage por meio de
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empilhamento 7 com os anéis aromaticos, com distancias de 3,78; 3,57 e 3,99A, como

mostrado na tabela 42.

Para a interacdo ASH:23MXT e ASH:34MXT, a Figura 100d mostra a melhor pose de
encaixe para o maior valor de pontuacdo de docagem para a interacdo ASH:23MXT no sitio Il
de Sudlow. Os resultados da docagem molecular sugerem que uma interacdo hidrofobica,
interacdes de ligacdo de hidrogénio e interacdes por empilhamento m-cation estdo envolvidas
no processo de interacdo. O residuo de aminoacido Leu-387 interage por meio de forca
hidrofébica com grupo apolar do ligante, com distancia de 3,59A. Os residuos de aminoacidos
Tyr-411 e Lys-414 interagem por meio de interagdes de hidrogénio, com distancias de 2,13 e
2,55A, respectivamente. O residuo de aminoé4cido Arg-410 interage por meio de
empilhamento rt-cation, com distancias de 4,42 e 4,40A, como mostrado na tabela 43.

A figura 100e mostra a melhor pose de encaixe para o maior valor de pontuacédo de
docagem para a interacdo ASH:34MXT no sitio Il de Sudlow. Os resultados da docagem
molecular sugerem que interacdes hidrofdbicas e interagdes de ligacdo de hidrogénio estdo
envolvidas no processo de interacdo. Os residuos de aminoécidos Leu-387, Asn-391, Leu-
407, Tyr-411, Val-433, Ala-449 e Leu- 453 interagem por meio de for¢as hidrofobicas com os
grupos apolares do ligante, com distancias de 3,80; 3,56; 3,60; 3,87; 2,97; 3,43 e 3,51A,
respectivamente. O residuo de aminoacido lle-388 interage por meio de forcas hidrofdbicas
com os grupos apolares do ligante com distancias de 3,56 e 3,38A. Os residuos de
aminoacidos Tyr-411, Arg-485 e Ser-489 interagem por meio de interacdes de hidrogénio,

com distancias de 2,19; 2,60 e 2,21A respectivamente, como mostrado na tabela 43.
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a)

d)

Figura 100. Melhor pose de pontuacdo de docagem para a) ASH:1MXT no sitio | de Sudlow,
b) ASH:2MXT no sitio | de Sudlow, ¢) ASH:4MXT no sitio | de Sudlow, d) ASH:23MXT no
sitio Il de Sudlow e, e) ASH:34MXT no sitio 1l de Sudlow, obtido pelo programa GOLD
2022.3.0 (funcdo ChemPLP). A estrutura do ligante esta representada em laranja, os residuos
de aminoécidos selecionados (estdo em azul claro; oxigénio: vermelho; e nitrogénio: azul
escuro. As interacfes hidrofébicas estdo representadas por linhas pontilhadas em cinza, as
interacOes de ligacdo de hidrogénio estdo representadas em linhas continuas em azul e as

interacbes de empilhamento m estdo representadas em linhas tracejadas em verde.
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Tabela 42. Residuos de aminoacidos que participam da interacdo ASH/IMXT, ASH/2MXT e
ASH/14MXT com o Sitio | da ASH e as respectivas distancias de interacéo.

Composto Aminoacido Interacao Distancia (A)

Lys-199 Hidrofobica 2,73
Phe-211 Hidrofébica 3,47
Phe-211 Hidrofébica 3,28
Trp-214 Hidrofébica 3,82
Val-344 Hidrofobica 2,97

IMXT Leu-481 Hidrofobica 3,52
Leu-481 Hidrofobica 3,34
Val-482 Hidrofobica 3,79
Trp-214 Empilhamento = 4,03
Trp-214 Empilhamento = 3,71
Trp-214 Empilhamento n 4,20
Leu-198 Hidrofébica 2,82
Lys-199 Hidrofébica 2,55
Phe-211 Hidrofébica 3,71
Trp-214 Hidrofébica 3,61
Leu-347 Hidrofébica 3,73
Leu-481 Hidrofébica 3,14

2MXT
Val-482 Hidrofdbica 3,33
Lys-199 Ligacédo de hidrogénio 3,06
Trp-214 Empilhamento = 3,69
Trp-214 Empilhamento nt 3,61
Trp-214 Empilhamento = 4,08
Lys-199 Hidrofébica 2,71
Phe-211 Hidrofébica 3,41
Phe-211 Hidrofébica 3,26
Trp-214 Hidrofobica 3,77
Val-344 Hidrofobica 2,77
Leu-481 Hidrofdbica 3,11

AMXT Leu-481 Hidrofébica 3,63
Val-482 Hidrofébica 3,64
Ser-202 Ligacdo de hidrogénio 2,27
Trp-214 Empilhamento n 3,78
Trp-214 Empilhamento = 3,57
Trp-214 Empilhamento = 3,99
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Tabela 43. Residuos de aminoécidos que participam da interagdo ASH/23MXT e
ASH/34MXT com o Sitio Il da ASH e as respectivas distancias de interacéo.

Composto Aminoécido Interacdo Distancia (A)
Leu-387 Hidrofdbica 3,59
Tyr-411 Ligacdo de hidrogénio 2,13
23MXT Lys-414 Ligacdo de hidrogénio 2,55
Arg-410 n-cation 4,42
Arg-410 n-cation 4,40
Leu-387 Hidrofdbica 3,80
Ile-388 Hidrofdbica 3,56
Ile-388 Hidrofdbica 3,38
Asn-391 Hidrofdbica 3,56
Leu-407 Hidrofdbica 3,60
Tyr-411 Hidrofébica 3,87
3AMXT
Val-433 Hidrofobica 2,97
Ala-449 Hidrofobica 3,43
Leu-453 Hidrofobica 3,51
Tyr-411 Ligac&o de hidrogénio 2,19
Arg-485 Ligac&o de hidrogénio 2,60
Ser-489 Ligacédo de hidrogénio 2,21
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6 CONCLUSOES
6.1 Concluséo para os derivados da tiossemicarbazona

O principal mecanismo de supressdo da fluorescéncia para todos os compostos
estudados foi determinado como estatico, indicando uma associa¢do no estado fundamental
entre ASH e UTS, DFTS ou TFTS. Estudos por fluorescéncia resolvida no tempo
confirmaram o mecanismo de supressdo estatica, devido a ndo variacdo, dentro do erro
experimental, no tempo de vida da fluorescéncia da albumina na auséncia e na presenca dos

farmacos potenciais.

Os valores da constante de interagdo de Stern—Volmer (Ka) sdo da ordem de 10* M,
mostrando uma interacdo moderada entre 0s potenciais farmacos antitripanossémicas com
ASH e os resultados de DC indicaram uma fraca perturbacdo na estrutura secundaria da
albumina. Parametros termodinamicos sugeriram que o processo de interacdo é conduzido
entropicamente (4S° > 0) e entalpicamente (4H° < 0), com valores de variacdo de energia
livre de Gibb favoraveis (41G° < 0).

As interacdes hidrofébicas e as interacdes de hidrogénio sdo as principais forcas de
interacdo para a associacdo entre as-tiossemicarbazonas e a albumina. A fluorescéncia
sincrona ndo indicou nenhuma perturbacéo significativa no microambiente dos residuos Tyr e
Trp apds a interacdo da albumin com o ligante. Os experimentos de interacdo competitiva na
presenca dos marcadores de sitio varfarina, ibuprofeno e digitoxina sugerem que UTS, DFTS
e TFTS competem pelo mesmo sitio de interacdo da varfarina, indicando o sitio I como o

principal sitio de interacdo para todos os compostos estudados.

Os resultados do docagem molecular sugeriram que o UTS esta interagindo com o0s
residuos Trp-214, Leu-480 e Arg-484; DFTS com residuos Phe-210, Trp-214, Glu-449 e Ser-
453 e TFTS com residuos Phe-210, Trp-214 e Ser-453. Em todos os casos, interacfes de
hidrogénio e interacdo hidrofobica sdo as principais forgas de interacdo para a associacao
entre ASH:UTS, ASH:DFTS e ASH:TFTS.

No geral, todos os potenciais farmacos antitripanossémicos estudadas podem ser
transportadas e distribuidas na corrente sanguinea pela ASH. A presenca de atomos de fltor

na estrutura do ligante ndo alterou significativamente os pardmetros de interacao.
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6.2 Concluséo para os derivados da metformina

Os trés novos derivados halogenados da metformina MFCI, MFBr e MFCF3 podem
interagir com ASH via um mecanismo de supressdo estatico, o que pode ser confirmado pelo
estudo do decaimento de fluorescéncia da albumina resolvida no tempo na auséncia e na

presenca das metforminas. A interacdo entre cada metformina halogenada e ASH é moderada

(Ka e Kp 10* M 1), espontanea (AG® <0) e conduzida entropicamente (AS° >0).

O dicroismo circular indicou fraca perturbacdo na estrutura secundaria da albumina
apos a interacdo do ligante, e resultados de fluorescéncia sincrona indicaram que MFCI,
MFBr e MFCF3 ndo perturbam o microambiente ao redor dos residuos Tyr, mas 0s mesmos
compostos podem perturbar o microambiente ao redor do residuo Trp-214. Cada derivado da
metformina pode se ligar em apenas um sitio da proteina (n = 1), e estudos de interacdo
competitiva na presenca de varfarina, ibuprofeno ou digitoxina indicaram o subdominio I1A

(sitio I de Sudlow) como o principal sitio de interacao.

Os resultados do docagem molecular sugeriram interacfes de hidrogénio, interacfes
hidrofobicas e van der Waals como as principais forcas de interacdo entre cada um destes
compostos e os residuos de aminoacidos dentro do subdominio IIA da estrutura da ASH.
Célculos quimicos quanticos sugeriram grupos imino com 0s potenciais eletrostaticos
negativos mais intensos, enquanto o potencial eletrostatico positivo estd localizado nos
atomos de hidrogénio em N,N-dimetil e os sistemas fenila, que podem ajudar nas interacdes

hidrofébicas.

No geral, os derivados halogenados da metformina apresentaram melhores parametros

de interacdo para ASH do que a farmaco comercial.
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6.3 Conclusdo para anélogo da chalcona

A diminuicdo dos valores de Ksy com 0 aumento da temperatura, assim como 0s
valores de kq da ordem de 10 Ms?, indicam a existéncia de uma interagdo ASH/IC9 no
estado fundamental, caracterizando um mecanismo estatico de supressdo da fluorescéncia.
Decaimentos de fluorescéncia resolvidos no tempo confirmaram o mecanismo estatico. A
constante de interacdo de Stern-Volmer modificada (Ka= 10* M), bem como os pardmetros
termodinamicos indicam uma interacdo moderada entre o inibidor de hMAO-B IC9 e ASH,

sendo conduzida entalpicamente e entropicamente.

A interacdo é espontdnea e causa fraca perturbacdo na estrutura secundaria da
albumina, bem como no microambiente ao redor do residuo Trp. Existe apenas um sitio
principal de interacdo para IC9, que esta localizado no subdominio IIA, onde pode ser

encontrado o residuo Trp-214 (sitio | de Sudlow).

Célculos de docagem molecular sugeriram que IC9 pode interagir via ligacdo de
hidrogénio, forcas hidrofdbicas e eletrostaticas com os residuos de aminoacidos Leu-197, Trp-
214, Val-342, Lys-443, Pro-446 e Ser-453. O célculo quimico quéntico sugeriu que a
presenca de um atomo de bromo estd4 apoiando a capacidade de interagdo de 1C9 a ASH

eletrostaticamente.

No geral, ASH pode ser um bom carreador e biodistribuidor para o potencial inibidor

de hMAO-B IC9 na corrente sanguinea humana.

194



6.4 Concluséo para os derivados da xantona

O principal mecanismo de supressao de fluorescéncia para todas as xantonas estudadas
foi determinado como estéatico, indicando uma associacao do estado fundamental com 1MXT,
2MXT, 4AMXT, 23MXT e 34MXT. Os valores da constante de interacdo de Stern-Volmer (Ka)
sdo da ordem de 10* M, mostrando uma interagdo moderada entre os derivados da xantona
com ASH, com os resultados de DC indicando uma fraca perturbagdo na estrutura secundaria
da albumina.

Parametros termodinamicos sugeriram que o processo de interacdo é conduzido
entropicamente (45° > 0) e entalpicamente (4H° < 0), com valores de variacdo de energia
livre de Gibbs favoraveis (4G° < 0). Os experimentos de interagdo competitiva na presenca
dos marcadores de sitio varfarina, ibuprofeno e digitoxina sugerem que 1MXT, 2MXT,
AMXT, 23MXT e 34MXT competem por sitios de interacdo relativamente diferentes.
Enquanto os compostos monometoxilados IMXT, 2MXT e 4MXT preferem, em diferentes
graus, complexar preferencialmente no sitio da varfarina (sitio 1), os compostos dimetoxilados
tém uma maior tendéncia em complexacdo com o sitio do ibuprofeno (sitio I1).

Os estudos de modelagem molecular indicam que 0s processos de interacdo das
metoxixantonas 1MXT, 2MXT e 4MXT, localizadas no sitio | (Sudlow), ocorrem
principalmente com os residuos de aminoacidos Lys-199, Phe-211, Trp-214, Val-344, Leu-
481 e Val-482, enquanto as metoxixantonas 23MXT e 34MXT, localizadas no sitio 1l
(Sudlow), interagem preferencialmente com os residuos de aminoacidos Arg-117, lle-142,
Tyr-138, Tyr-161 e Arg-186.

No geral, todos os potenciais farmacos com potencial atividade anticancer estudadas
podem ser transportadas e distribuidas na corrente sanguinea pela ASH. A presenca de grupos
metoxila na estrutura do ligante ndo alterou significativamente os parametros de interacao
como Ks, Ka, n e Kb mas apresentaram relativa influéncia sobre os parametros
termodinamicos, refletindo o efeito da deslocalizacdo eletronica exercida pelos 4&tomos de
oxigénio dos grupos metoxila tanto com respeito & posicdo como em numero de grupos
substituintes, como pode ser observado para o composto 1MXT apresentando menor
contribuicdo entalpica entre todos os compostos estudados deve estar correlacionado com
efeitos estérico e consequentemente reduzindo as interagdes hidrofilicas como as interacdes
de hidrogénio. Por outro lado, grupos metoxila em posicdo para em relacdo & carbonila,

favorecem interacOes hidrofilicas tais como as interagdes de hidrogénio e dipolo-dipolo
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refletindo em maiores contribuicfes entalpicas para a espontaneidade das complexag¢bes como

observado para os compostos 23MXT e 34MXT.
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