UFAL

INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
E BIOTECNOLOGIA

ESTUDOS DE INTERACAO DO TIMEROSAL COM ALBUMINA DO SORO BOVINO
(BSA) SIMULANDO CONDICOES FISIOLOGICAS E EMPREGANDO TECNICAS

ESPECTROSCOPICAS: MECANISMO E PERFIL DE FIBRILACAO PROTEICA

JOAO CESAR NASCIMENTO SANTOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

Campus A. C. Simoes
Tabuleiro dos Martins
57072-970 - Maceid - AL



JOAO CESAR NASCIMENTO SANTOS

ESTUDOS DE INTERACAO DO TIMEROSAL COM ALBUMINA DO

SORO BOVINO (BSA) SIMULANDO CONDICOES FISIOLOGICAS E

EMPREGANDO TECNICAS ESPECTROSCOPICAS: MECANISMO E
PERFIL DE FIBRILACAO PROTEICA

Dissertacdo de mestrado apresentado ao programa de
pés-graduacdo em Quimica e Biotecnologia
(PPGQB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), como requisito parcial para obtencdo do
grau de mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos

Macei6 — AL
2017



Catalogacéo na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Bibliotecaria Responsavel: Helena Cristina Pimentel do Vale

S237e

Santos, Jodo César Nascimento.

Estudos de interagdo do timerosal com albumina do soro bovino (BSA)
simulando condicGes fisiol6gicas e empregando técnicas espectroscépicas :
mecanismo e perfil de fibrilagcdo protéica / Jodo César Nascimento Santos.
—2017.

59 f.: il

Orientador: Josué Carinhanha Caldas Santos.

Dissertacdo (mestrado em Quimica e Biotecnologia) — Universidade
Federal de Alagoas. Instituto de Quimica e Biotecnologia. Macei6, 2017.

Bibliografia: f. 51-59.

1. Timerosal. 2. Albumina do soro bovino (BSA). 3. Mecanismo de

interagdo. 4. Fibrilagdo. I. Titulo.

CDU: 544.6




UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA E

BIOTECNOLOGIA
BR 104 Km14, Campus A. C. Simdes
Cidade Universitaria, Tabuleiro dos Martins
57072-970, Maceié-AL, Brasil
Fone/Fax: (82) 3214-1144
email: ppgqb.ufal@gmail.com
FOLHA DE APROVACAO

Membros da comissdo julgadora da defesa de dissertagdo de mestrado de Jodo César
Nascimento Santos, intitulada: “Estudos de Interagdo do Timerosal com Albumina do
Soro Bovino (BSA) Simulando Condigdes Fisiolégicas e Empregando Técnicas
Espectroscopicas: Mecanismo e Perfil de Fibrilagio Proteica”, apresentada ao
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de

Alagoas, em 24 de fevereiro de 2017,‘{15 14h, na Sala de Reunides do IQB/UFAL.

COMISSAO JULGADORA

i Gl CIAS

off Dt. Josué Carinhanha Caldas Santos
rientador (PPGQB/IQB/UFAL)

Profa. Dra. Ana‘MérTz%)ueijeiro Lopez
(PPGQB/IQB/UFAL)

Profag/Dra. Silvia Helena Cardoso
(Campus Arapiraca UFAL)



Dedico este trabalho a minha tia-mde Maria
Amara. Amor incondicional tenho desfrutado
nesta ardua jornada e isto me deu base e forca
para alcancar o meu sonho, o mestrado em

Quimica.



AGRADECIMENTOS

A meu Senhor Jesus Cristo pelas oportunidades criadas a meu favor, sendo esta conclusdo do
mestrado meu sonho de ensino médio. Por guiar-me pelas veredas da verdade e justica e que
agora, suas palavras claras como a neve e suas instrucfes fazem toda a diferenca no meu
cotidiano.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio
financeiro que possibilitou o desenvolvimento deste trabalho.

Ao meu orientador Josué Carinhanha que proporcionou que este periodo fosse os dois anos
que mais aprendi na minha vida!

A Profa. Dra. Isis Martins por realizar os ensaios de RMN'H e ajudar na interpretacdo dos
resultados. Aos Profs Dr. Angelo de Fatima, doutoranda Braga e Dr. Jarbas Resende pela
contribui¢do na analise por Dicroismo Circular.

E imensuravel a gratiddo que tenho por minha familia, e este sentimento é constantemente
nutrido, na maior parte, por eles mesmos. A figura maxima de todo esse amor é minha mée,
Luciene Nascimento, cujos valores morais sempre me foram transmitidos com eficiéncia.
Também é dela que me vem as expressdes verbais de confianca e olhares de esperanca mais
confortantes e animadores. Longas conversas nas sextas-feiras a noite acerca das
dificuldades do mestrado e sempre ouvia um voz calma a suave: meu filho, vocé consegue! O
que mais poderia dizer a ndo ser um... Te amo!

Ao meu pai, José Jodo, pelo esforco desmedido para suportar toda essa carga que é ter o
filho mais velho se debrucando numa pdés-graduacdo e assim, suportar as dificuldades
financeiras e emocionais.

A minha irma, Luciane Mayara, que foi uma ferramenta eficaz quando precisei de alguém
que me ajudasse nas tarefas que a vida demanda, afinal, continuamos com vida social ‘“‘fora
da pos”.

A minha tia, Maria Amara, por “me adotar” e me passar toda a base/suporte que precisei
durante esses dois anos. Meu muito obrigado! Deus me abencoou de forma sublime ao
colocar a senhora na minha vida. Amo-te!

Aos meus colegas do LINQA que sempre me ajudaram. E um orgulho fazer parte desta
equipe. Dentre estes, agradeco de forma especial a Carol Fradique por todo seu apoio e
companheirismo, até mesmo nas maiores dificuldades. Isabella Miranda e Allyson Roberto
por dividirmos nossas experiéncias desde o inicio desta jornada. Também agradeco a Marina
Magalhdes que em varios momentos me ajudou e me mostrou “o melhor caminho” nos
experimentos e no laboratério como um todo. Experiéncias valiosas encontrei nos dialogos
com Elysson, ajudando-me a vencer alguns obstaculos da falta de convivéncia num grupo de
pesquisa.

A prof.2 Dr. Ana Maria pelas longas conversas e instrugdes que me foram passadas no inicio
do mestrado. Serei eternamente grato!



“Bem-aventurado o homem que encontra
sabedoria, e 0 homem que adquire
conhecimento, pois ela é mais proveitosa do
que a prata, e da mais lucro do que o ouro.”

Provérbios 3.13-14.



RESUMO

A interacdo entre albumina do soro bovino (BSA) e timerosal (TM), composto orgéanico de
mercario, foi investigada utilizando métodos espectroscépicos. Os resultados, por
fluorescéncia molecular, evidenciam que a interacdo acontece por quenching estatico através
de forcas eletrostéticas de forma espontanea (AG = - 4,40 kJ mol™ a 30°C). A constante de
ligacdo (K,) foi de 3,24 + 0,01x10° L mol™ (30°C) sendo considerada uma interagdo
moderada. A fluorescéncia em trés dimensdes revelou que TM causa mudancas estruturais
envolvendo a cadeia polipeptidica da BSA assim como altera a polaridade dos residuos de
triptofano e tirosina, confirmada por dicroismo circular (DC) que evidenciou aumento no
conteudo de a-hélice apos interagdo com TM. Além disto, TM diminui a hidrofobicidade
superficial da proteina. Bilirrubina foi utilizada como marcador para o subdominio IB,
confirmando que TM interage nesta regido da proteina. O estudo do mecanismo de interagdo
propbs que TM reage com BSA através do residuo de cisteina livre, formando o aduto BSA-
HgEt com liberacdo de &cido tiosalicilico (ATS), que interage com os aminoacidos com
cadeia lateral positiva. Por fim, foi visto que TM acelera a cinética de fibrilacdo proteica em
42%, sendo um possivel indicio da toxicidade deste composto em sistemas bioldgicos.

Palavras-Chaves: Timerosal. BSA. Mecanismo de interag&o. Fibrilag&o.



ABSTRACT

Interaction between bovine serum albumin (BSA) and thimerosal (TM), organic mercury
compound, was investigated by spectroscopic methods. The results, by molecular
fluorescence, show that the interaction takes place by static quenching with electrostatic
forces spontaneously (AG = - 4.40 kJ mol™ at 30°C). The binding constant (K) was 3.24 +
0.01x10° L mol™® (30°C) is considered a moderate interaction. Fluorescence in three
dimensions revealed that TM causes structural involving the the polypeptide chain BSA
changes in the polarity of the tryptophan and tyrosine residues confirmed by circular
dichroism (CD) showed an increase in a-helix content after interaction with TM. In addition,
the TM decreases the surface hydrophobicity of the protein. Bilirubin was used as a marker
for the subdomain IB, confirming that TM interacts in this region of the protein. The study of
the interaction mechanism proposed that TM is reacted with BSA through the free cysteine
residue, forming the adduct BSA-HgEt release of thiosalicylic acid (ATS), which interacts
with amino acids with side chain positive. Besides, it was seen that TM accelerates the protein
fibrillation kinetics by 42%, with a possible indication of the toxicity of this compound in

biological systems.

Keywords: Thimerosal. BSA. Interaction mechanism. Fibrilation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Quimica supramolecular

A quimica supramolecular pode ser definida como a quimica dos arranjos moleculares
e das ligacBes intermoleculares a partir da associacdo de vérias espécies com funcionalidade
especifica. Esta se baseia nas ligacdes entre moléculas de natureza ndo covalente resultando
em um conjunto de moléculas organizadas com propriedades especificas como
reconhecimento, transporte e sinalizacdo molecular (YE et al., 2014). Nessa area da quimica,
0s estudos sdo ampliados para aléem da molécula, com grau de complexidade superior,
denominadas supermoléculas que sdo responsaveis por fatores como organizagdo molecular,
reconhecimento, interacBes hospedeiro-convidado, comunicacdo molecular, translocacéo,
transporte, replicacdo e montagem estrutural (YE et al., 2014; MCLAUGHLIN; HAMBLIN;
SLEIMAN, 2011). Além disto, esta area da quimica € de fundamental importancia para a
compreensdo e avaliacdo de macromoléculas presentes em sistemas biolégicos como na
modificacdes na funcdo proteica em resposta a acdo de uma molécula, nos sistemas enzima-

substrato e na interacdo entre DNA com farmacos (PIETERS et al., 2016).

1.2 Interagdo proteina-ligante

As proteinas sdo macromoléculas essenciais para a manutencdo de processos
bioldgicos vitais e parte dessas funcbes sdo baseadas na capacidade de desempenharem
interacdo quimica (FU et al, 2014; LODISH et al., 2005). Existe uma gama de possibilidades
de interacdo com proteinas podendo ser proteina-proteina, proteina-ligante (proteina
interagindo com uma molécula) ou proteina-ion (LODISH et al., 2005).

Estudos de interacdo envolvendo proteinas sdo utilizados para compreensdo de
processos bioldgicos como catalise enzimatica e o transporte seletivo (HELD et al, 2011,
ALLISON et al., 2014). A interacdo entre uma proteina e um ligante (pequena molécula)
acontece numa cavidade da superficie da proteina denominada sitio de ligagdo (SALENTIN et
al., 2014). Esse tipo de interacdo esta representado na Figura 1 em trés tipos de modelos. A
primeira ilustragdo (Figura 1a) representa o modo de ligacdo conhecido como chave-
fechadura, em que tanto a proteina quanto o ligante possuem estrutura rigida e com isso, s6 ha
ligacdo caso as estruturas fossem completamente compativeis. O segundo modelo (Figura 1b)
é o0 de ajuste induzido que propde que a regido de ligacdo na proteina é flexivel, assim o
ligante induz a proteina a mudar sua conformacdo para que aconteca a ligagdo. Entretanto,

evidéncias experimentais mostram que estes dois modelos ndo séo adequados para representar
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a maioria das interagdes proteina-ligante existentes. O modelo que melhor representa tais
interacOes é chamado de sele¢do conformacional (Figura 3c). Este se baseia no fato de que o
estado nativo de uma proteina ndo existe como uma formacéao Unica e rigida, mas como um
vasto conjunto de estados conformacionais que coexistem em equilibrio e que o ligante liga-se
seletivamente ao estado conformacional mais favoravel formando um complexo
supramolecular, deslocando o equilibrio para este estado (DU et al, 2016).

Figura 1- Formacao do complexo proteina-ligante.

(a) Ligante

1L

Y

Proteina Complexo

‘L

[

Y
VEXVEY

A interacdo resultante é composta por mdltiplas ligacdes de interacdes fracas:

Fonte: DU, 2015.

interacdes eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio, interacbes de Van der Waals, além de
interacdes hidrofobicas. Isto resulta numa ligacdo proteina-ligante com alta afinidade e
seletividade (PACE; SCHOLTZ; GRIMSLEY, 2014; TINBERG et al., 2013).

1.3 Estudo da interacdo proteina-ligante in vitro através de fluorescéncia molecular

Na avaliacdo da interacdo proteina-ligante in vitro, sdo empregadas varias técnicas
para esta finalidade, tais como: fluorescéncia molecular, UV-vis, dicroismo circular (DC),
ressonancia magnética nuclear (RMN), didlise, infravermelho, espectrometria de massas,
eletroforese (capilar e em gel), docking molecular, entre outras (DONG; MA; LIU, 2013). A
Tabela 1 apresenta algumas informagdes da contribuicdo de cada técnica com relagdo aos
estudos de interagéo.

Apesar do exposto, a técnica de espectroscopia de fluorescéncia molecular é a mais
utilizada e tém sido bastante aplicada desde o final da década de 1960 para estudos de
interacdo proteina-ligante (GONZALES-HORTA; HERNANDES; CHAVEZ-MONTES,
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2013). Vérios estudos de interacdo com base na fluorescéncia sdo desenvolvidos em areas de
interesse farmacéutico, biolégico, ambiental e industrial (SOTOMAYOR et al., 2008).

Estudos por fluorescéncia molecular sdo aplicados em sistemas envolvendo proteina-
ligante visando a obtencao de informacdes acerca da afinidade e de como ocorre 0 processo
de interacdo entre um determinado composto de importancia bioldgica e a macromolécula. A
informacdo obtida pode ser Gtil na sintese e planejamento de farmacos mais eficazes, assim
como na investigacdo de interacdes em meio bioldgico entre enzima e substrato ou com
espécies que possam apresentar efeitos deletérios ou toxicos como mercurio, chumbo e prata,
que podem se ligar de forma irreversivel a proteina afetando a sua estrutura e funcdo
(NATESAN et al.,, 2015; FAN, et al.,, 2013; CHUNMEI et al.,, 2014). Essa ampla
aplicabilidade consiste no fato de muitas proteinas possuem fluoréforos naturais, os residuos
de tirosina e triptofano, que permitem os estudos de alteragdes que ocorrem na proteina
(MUNISHKINA; FINK, 2007). Esta técnica apresenta grande faixa de concentracdo linear,
alta sensibilidade e seletividade. Além disto, permite 0 monitoramento da proteina e tambem
do ligante, considerando que o ligante apresente fluorescéncia numa regido espectral diferente
da emissdo da proteina (MADRAKIAN et al., 2014).

As medidas por fluorescéncia nos sistemas envolvendo interacdo com proteina séo
feitas a partir da variacdo do sinal de fluorescéncia na presenca e auséncia do ligante avaliado.
Desta forma, utiliza-se o sinal da fluorescéncia intrinseca da proteina, o sinal de fluorescéncia
do ligante, caso este ligante possua, ou aplica-se uma sonda fluorescente que se ligue a
proteina para monitorar este tipo de sistema sendo sua emissao diferente da proteina e do
ligante quando estdo separados.

A partir destes estudos, considerando a variagdo do sinal de fluorescéncia com adicao
de incrementos do ligante, é possivel obter informacGes como: o mecanismo de quenching
(dindmico, estatico ou ambos), constantes de ligacdo (Ky), nimero de sitios de ligacdo
(estequiometria), parametros termodinamicos (AH, AS e AG), forgas intermoleculares
envolvidas no processo de interacdo além do monitoramento da estrutura tridimensional da
proteina (ZHAO et al., 2014; KANDAGAL et al., 2006).



Tabela 1- Par@metros, vantagens e desvantagens sobre as principais técnicas para avaliagdo da interacdo proteina-ligante.
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Continua

Técnica /
Estratégia

Parametros

Vantagens

Desvantagem

Referéncias

Fluorescéncia
molecular

Mecanismo de quenching
Constante de ligacao
Numero de sitios de ligacdo
Pardmetros termodinamicos
Forcas intermoleculares
Distancias intermoleculares
Monitoramento em 3D
Conformacdo proteica

Técnica simples com elevada sensibilidade e
seletividade. E possivel a utilizacio de sondas
fluorimétricas para monitorar a interagdo. Além disto,
esta técnica permite obter a anlise em tempo real.
Apresenta baixo custo de manutencgdo e utiliza
pequenas quantidades de amostra.

E necesséria a presenca de
espécies fluorescentes. Na
utilizacdo de sondas é possivel
que ocorra mudancas estruturais
na proteina.

YAN; MARRIOT, 2003;
SRIDHARAN et al., 2014;
GONZALES-HORTA,
HERNANDES; CHAVEZ-
MONTES, 2013;
SOTOMAYOR et al., 2008.

UV-vis

Formac&o de complexo
Parametros termodindmicos
Mecanismo de quenching
Conformacdo proteica

Simplicidade e baixo custo.

Baixa sensibilidade e
seletividade.

SOTOMAYOR et al., 2008;
WANG; NI, 2014.

Dicroismo circular

Avaliacéo de mudancas na estrutura

secundaria (conteido de a-hélice)

Alta sensibilidade.

Elevado tempo de aquisi¢do dos
espectros.

SILIGARDI et al., 2014;
CHAVES et al., 2016.

Ressonancia
magnética nuclear

Regido da interagéo
Constante de ligacéo
Parémetros termodindmicos

Alta sensibilidade. Determina o epitopo do ligante no
processo de interagdo além de também monitorar a
proteina mesmo sem conhecimento prévio da funcdo da
proteina.

Altas concentragdes das espécies
além da utilizagdo de solventes
deuterados. Técnica de alto custo
de manutencdo.

FIGUEIREDO;
MARSAIOLI, 2007;
PELLECCHIA, 2005.

Equilibrio de didlise

Isorterma da interacdo
Parédmetros termodinamicos
Constantes de ligacéo

Obtencéo do equilibrio de ligagdo. Método simples e
isento de problemas elétricos e mecéanicos.

Tempo de equilibrio longo e
adsorcéo inespecifica.

VELDHUIS et al. 2004;
SMITH, 2006; YANG,; LlI;
SNYDER, 2012.

Infravermelho

Conformacgdo da Proteina
Estabilidade proteica
Parametros de ligacéo

Analise em suspensdo, nas fases sélida e liquida e em

diferentes solventes. Técnica de facil execucéo e rapida.
Possui seletividade espectral além de ser de baixo custo.

Altas concentracfes da amostra.
Mdltiplas varreduras da mesma
amostra.

HARIS, 2010; BARTH, 2007.



17

Final
Tecnltl:a-/ Pardmetros Vantagem Desvantagem Referéncias
Estratégia
Ndo se aplica a espécies volateis e )
Espectrometriade  Estequiometria do complexo Detecta mdltiplas moléculas simultaneamente. apresenta dificil controle da eficiéncia JAUMOT’ . GARGALLO’
- o L o L 2012; YANG; LI; SNYDER,
massas Constante de ligacéo. Alta sensibilidade, precisdo e especificidade. na taxa de ionizacdo em amostras 2012
complexas. :
Né&o alcanca o equilibrio quimico e a MORAES et al.. 2013:

Alta resolucdo. Técnica simples, rapido e de

Mudancas na carga molecular da
baixo custo.

Eletroforese A
proteina

mobilidade eletroforética depende de
varios fatores além da interacéo.

HELLMAN; FRIED, 2007.

Energia de ligacao;
Alteracdo na conformacéo do ligante;
Estrutura espacial do complexo;
Regido de interacdo.

Rapido e de baixo custo. Faz previsdes de como

Docking molecular . ~
acontece a interagéo.

Considera estrutura rigida e o vacuo
como meio. N&o considera efeito do
solvente e grau de protonacgéo das
moléculas.

REHMAN et al., 2015. DU et
al., 2016.

Constante de ligacéo
Pardmetros cinéticos
Forgas intermoleculares
Avaliacdo de processos redox
Reversibilidade ou ndo do processo

Analise simples e rapida. Alta sensibilidade e

Métodos
baixo limite de deteccéo.

eletroquimicos

Deteccéo indireta.

SUN et al., 2006; DORRAIJI,
AZAR; RASOULIFARD,
2014. GRIESHABER et al.,
2008.

WANG; YANG; ERIE, 2007.

Mudancas na conformagéo da proteina

: Alta resolucdo.
Forcas intermoleculares.

Microscopia de
forga atbmica

Processo lento com risco de
contaminacdo. Area restrita de leitura.

GARCIA et al., 2010;
FERREIRA; YAMANAKA,
2006.

Pardmetros termodindmicos
Constantede ligacéo
Ndmero de sitios de ligagdo

Estudos Alta afinidade de ligag&o.

calorimétricos

Técnica de baixa sensibilidade com
utilizac8o de elevadas quantidades de
amostras.

REHMAN et al., 2015;
YANG, XIYAN, SNYDER,
2012.

Detecgdo de grupos funcionais em
regido especificas da proteina
Mudancas conformacionais
Pardmetros termodindmicos

Técnica rapida de alta seletividade espectral. Ndo

Espectroscopia
necessita tratamento prévio da amostra.

Raman

Baixa sensibilidade e alto tempo de
analise.

KENGNE-MOMO et al.,
2012; JANGIR et al., 2012;
BARTH, 2007.

Comportamento das moléculas em solugdo ndo
pode ser examinado. Limitada a obtengéo de

Estrutura tridimensional do complexo
cristais em condicdes de difratar a luz.

Difracéo de raios-X

Dificil manuseio e identificacdo do
ligante.

GARCIA et al., 2010; WU et
al., 2005.

XIYAN, SNYDER, 2012,

Ressonancia de

Plasmon de Técnica sensivel com cinética em tempo real.

AlteracBes conformacionais

E preciso escolher entre afinidade de
ligagdo e sensibilidade. Dificuldade na
imobilizacdo das moléculas.

WANG:; YANG; ERIE, 2007,
HELMERHORST et al., 2012.

superficie
Fonte: adaptado de Silva, 2016.
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1.4 Timerosal

Timerosal (TM, Figura 2) é um composto organomercurial (contém 49,55% em massa
de mercuario) utilizado como conservante em produtos farmacéuticos, cosméticos, spray
antisséptico, produtos de limpeza e vacinas por apresentar propriedades bactericidas e
antifungicas (GEIER et al., 2015). As vacinas contra hepatite B, virus HIN1 e a triplice viral,
sdo alguns exemplos do uso deste conservante em que a concentracdo de TM declarada é da
ordem de 25 pg Hg por 0,5 mL (GEIER et al., 2016). Quanto a este aspecto, existem varios
estudos que apontam uma relacdo da utilizacdo de TM com efeitos deletérios a saude,
principalmente em criancas e gestantes (DOREA, 2017; GEIER et al, 2017).

Figura 2— Estrutura quimica do Timerosal (TM) e seus respectivos produtos de degradacéao:
acido tiosalicilico (ATS) e etil mercurio (EtHg").

O o e} o
™ ATS

EtHg*

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Goldman (2013) demonstrou que a aplicacdo de uma Unica vacina contendo TM em
gravidas nas primeiras oito semanas de gestacdo pode gerar uma exposicdo do feto ao
mercurio em cerca de 125.000 vezes o permitido pela agéncia de protecdo ambiental (EPA),
podendo resultar desde ma formacdo até mesmo morte do feto. Segundo Geier e
colaboradores (2013), criancas que recebem doses de TM oriundas de vacinas nos primeiros
meses de vida sdo mais propensas a desenvolverem transtornos neurolégicos como o autismo
e a hiperatividade. Além disto, Lee e colaboradores (2015) mostraram que TM induz estresse
oxidativo em células epiteliais (Hela S) levando-as a morte celular, indicando a citotoxicidade
deste composto. Efeitos deletérios do TM estdo em constante investigacdo, pois este
composto € a terceira maior via de contaminagdo por mercurio, sendo suplantado pela
exposicdo através de amalgamas dentarias que utilizam mercdrio elementar (Hg®) e pela
ingestdo de alimentos contaminados, como peixe e arroz, com metilmercdrio (YEPSE et al.,
2015). Todos o0s compostos organicos de mercurio sdo potencialmente téxicos e
bioacumulados, sendo seus efeitos mais pronunciados na regido do cérebro. De forma geral,

compostos organicos de mercurio sdo mais toxicos em relacdo aos inorganicos, como
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exemplo, o ICsy para células neurais é de 1,15 a 10,31 pmol L™ para o metilmercurio
(CHsHg") e 6,44 a 160,97 pmol Lt para o Hg(ll) (TONG; WANG; LU, 2016). Neste
contexto, os danos associados ao TM se devem, principalmente, pela clivagem da ligacao S-
Hg com possivel liberagdo de etil-mercirio (CHsCH,Hg"), uma neurotoxina, que apresenta
toxicidade comparada ao CHsHg", espécie mais toxica de mercurio (DOREA, 2011). Apesar
dos indicios da toxicidade do TM a saude humana e agressGes ao meio ambiente como o
descarte inadequado de produtos vencidos contendo estes organomercurais (YEPSE et
al.,2015), Estados Unidos e paises em desenvolvimento ainda utilizam TM desprezando seus
potenciais efeitos nocivos (YEPSE et al., 2015; YOUNG; GEIER, D.A.; GEIER, M.R,,
2008).

1.5 Albumina do soro bovino

Timerosal ao entrar em contanto com o0 meio bioldgico pode interagir com
biomoléculas podendo ser distribuido por diversos tecidos. Uma dessas macromoléculas é a
albumina do soro que é a proteina mais abundante do plasma e do organismo humano. Nos
mamiferos a albumina é sintetizada no figado sendo o transporte de acidos graxos, ions
metalicos, farmacos, vitaminas, hormdénios, entre outras espécies sua principal funcéo
(MAJOREKA et al., 2012; GELAMO; TABAKE; 2000).

A BSA (albumina do soro bovino, figura 2), nos estudos de interacdo, € empregada
como modelo em relacdo a HSA (albumina do soro humano). Isto se deve a semelhanga de
76% na sequéncia de aminoacidos (MAJOREKA et al., 2012). Esta macromolécula possui
propriedades fluorescentes intrinsecas devido a presenca de aminoacidos aromaticos como
tirosina e triptofano (MAJOREKA et al., 2012). A BSA possui 583 residuos de aminoacidos e
trés dominios estruturalmente similares classificados em 1, 1l e Il e subdivididos em
subdominio A e B (CARTER; HO, 1994). Na sua estrutura existem duas regibes onde a
probabilidade de interacdo é maior, denominados sitios | e Il localizados nos subdominios 1A
e 1A, respectivamente (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1975). Uma das principais
diferencas entre estas albuminas € que a albumina humana possui um residuo de triptofano
(214) no sitio I, enquanto que a albumina bovina possui um residuo deste aminoacido no sitio
I (212) e outro proximo a subdominio IB (134), sendo esta a regido em que se encontra um
unico residuo de cisteina livre (34) em ambas as proteinas (SULKOWSKA, 2002).
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Figura 3— Estrutura da albumina do soro bovino (BSA).

Sitio 11

Sitio |

Dominio 1l

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

1.6 Estudos entre TM e compostos mercurados com proteinas

Estudos demonstram a formag&o de adutos entre mercurio inorganico Hg(l1), MeHg",
EtHg", fenilmerclrio, entre outras espécies, com HSA e BSA a partir da ligagdo com grupos
tidis presentes na biomolécula. Li e colaboradores (2007), através de CE-ET AAS e
espectrometria Raman mIll4 ostrou que existe forte afinidade entre as diferentes espécies de
mercurio com HSA, e por dicroismo circular (DC), verificou que Hg(Il) foi a espécie que
mais alterou a estrutura secundéaria da proteina (LI et al., 2007). Trimpler e colaboradores
(2009), utilizando cromatografia liquida acoplada a ICP-MS simulando condicfes similares a
uma injecdo intravenosa comprovaram que a presenca de proteinas (HSA e beta-
lactoglobulina A) aceleram o processo de hidrolise do TM, resultando na formagéo de EtHg",
o qual reage com o residuo de cisteina livre. Ademais, Guo e colaboradores (2008)
demonstraram a especificidade dos organomercurais para regides contendo grupos sulfidrilas
em peptideos e proteinas. Através de técnicas espectroscopicas como fluorescéncia molecular,
DC e UV-vis, Chunmei (2014) e Shen e colaboradores (2013), avaliaram a interacdo entre
Hg(ll), espécie utilizada na medicina chinesa para produgdo de farmacos, com BSA, e
constataram que TM causa mudangas na estrutura secundaria da proteina. As alteracdes na
estrutura da proteina induzidas pelo mercurio e derivados, podem representar um mecanismo

de defesa, quando ao se ligar a espécies tdxicas de mercurio, a albumina impede que figuem
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na forma livre (ndo ligada) no meio bioldgico. Contudo, pode também estar associada a um
transporte mais efetivo destas espécies no organismo, afetando o cérebro onde os danos de
organomercurais sdo potencializados pela inibicdo de enzimas ou blogueando grupos tidis
biologicamente ativos (TRUMPLER; MEERMANN, 2014).

Apesar do exposto, ainda sdo poucos os estudos encontrados na literatura com o
proposito de esclarecer a interagdo entre espécies derivadas de mercurio com albuminas para
avaliacdo da perda ou ndo de funcionalidade da proteina. Os trabalhos existentes, nédo
mencionam a regido preferencial (subdominio) em que ocorre a interacdo, nem esclarecem o
mecanismo de interagdo e as condicdes fisiologicas nos experimentos (LI et al., 2007;
CHUNMEI et al., 2014; TRUMPLER; MEERMANN, 2014).

Desta forma, neste trabalho, foi avaliada a interacdo entre BSA e TM simulando
condicdes fisioldgicas atraves de técnicas espectroscopicas como UV-vis, fluorescéncia
molecular, DC e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H). Assim, verificou-se
a magnitude da interacdo, regido preferencial de ligacdo, parametros termodinamicos e as

forcas que atuam no processo, além de possiveis mudancgas estruturais na biomolécula.

2 JUSTIFICATIVA

A ampla utilizacdo de TM como conservante e 0s possiveis riscos que este
organomercural traz a salde humana e ao meio ambiente, como a liberacdo de uma
neurotoxina (EtHg"), fez com que a Unifo Europeia proibisse sua utilizacdo desde 2001.
Entretanto, atualmente ainda é comercializado em paises em desenvolvimento como o Brasil e
também os Estados Unidos. Desta forma, faz-se necessario investigar a interacdo deste
composto com a albumina do soro bovino, que é um modelo em relacdo a albumina do soro
humano, proteina mais abundante do plasma humano, pois uma de suas principais funcdes e o
transporte de diversas moléculas no organismo. Com isso, este estudo visa contribuir para a

compreensdo dos riscos que TM pode causar ao interagir com a proteina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar 0 mecanismo de interacdo entre BSA e TM por métodos espectroscépicos e
determinar os principais parametros associados a este processo assim como avaliar a
fibrilagdo da BSA frente ao TM.

3.2 Objetivos especificos

a) Empregar técnicas de fluorescéncia molecular para avaliar alteracdes estruturais da
proteina e obter pardmetros como: constantes de ligacdo, dados termodinamicos,

estequiometria proteina-ligante, mecanismo de quenching e distancias intermoleculares;

b) Explorar a técnica UV-vis visando avaliar o processo de interacdo intermolecular (proteina-

ligante) e obter informagdes do mecanismo de interag&o;

c) Empregar a técnica de dicroismo circular para inferir sobre possiveis mudancas na estrutura

secundaria da proteina apos interacéo;
d) Avaliar os competidores da interacdo BSA-TM;
e) Propor um mecanismo de interagéo;

f) Aplicar a técnicas de RMN de *H para avaliar o deslocamento quimico para a molécula de

TM frente a albumina para obter informacgdes do mecanismo de interag&o;

g) Avaliar a fibrilacdo da BSA apds interacdo com TM.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucGes

Albumina do soro bovino (BSA), timerosal (TM), Tris-HCI, NaCl, varfarina,
ibuprofeno, diazepam, bilirrubina, acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS), &cido 5,5-
bisditionitrobenzoico (DTNB), cloreto de etil-mercirio (EtHgCI), N-etilmaleimida (NEM),
acido tiosalicilico (TSA), acido 2,2 ditiodibenzoico (ADTS), cisteina (Cis) e tioflavina T (TT)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Outros reagentes empregados nos ensaios foram de
grau analitico com pureza acima de 98%. As solugdes estoque de TM (1 mM) e de BSA (100
puM) foram preparados em tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4 = 0,1) com 100 mM de NaCl
para ajuste da forca idnica. Em todos os experimentos foi utilizada agua ultrapura (18,2 MQ
cm™) para o preparo das solucdes (Millipore, EUA).

4.2 Procedimentos

4.2.1 Fluorescéncia molecular
Os espectros de fluorescéncia no estado estacionario foram obtidos utilizando

espectrofluorimetro modelo RF-5301PC (Shimadzu, Japao) com lampada de xenénio (150 W)
como fonte de radiacdo. As medidas foram realizadas em cubeta de quartzo com caminho
Optico de 10 mm. O slit utilizado em todos experimentos foi de 5 nm para excitacdo e
emissdo, respectivamente. Nas titulaces espectrofluorimétricas a concentracdo de BSA foi
fixada em 2 uM, sendo adicionado incrementos de TM (0-80 uM) com excitacdo em 280 nm
e emissdo em 342 nm. Na avaliacdo dos parametros termodinamicos as temperaturas
utilizadas foram 22, 30 e 38°C. A influéncia da forca idnica no meio foi avaliada a partir da
variacdo da concentracdo de NaCl (0-150 mM). Para a avaliacdo da fluorescéncia 3D as
solucdes da BSA (2 uM) na auséncia e presenca de TM (50 puM) foram excitadas na faixa de
220-340 nm sendo os espectros de emissao registrados entre 270 e 450 nm.

Para monitoramento dos residuos de triptofano e tirosina, assim como, avaliacdo da
polaridade do microambiente destes aminoacidos foi empregada fluorescéncia sincronizada.
Esta técnica se baseia na variagdo simultanea dos dois monocromadores (excitacdo e emissao)
mantendo-se uma diferenca de comprimento de onda fixa (AL = Aem - Aex). Os residuos de
triptofano foram monitorados utilizando AX = 60 nm, enquanto tirosina igual a 15 nm
(CHUNMEI et al., 2014).

Para avaliacdo do indice de hidrofobicidade da BSA na presenca e auséncia do TM
empregou-se ANS (acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato) como sonda analitica mantendo-se
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a concentracdo de BSA (2 uM) e TM (40 uM) fixas. A concentracdo de ANS foi variada (0-
30 puM) empregando-se Aex = 380 nm e Aem = 471 nm. No ensaio de competi¢do o sistema
BSA (2 uM) e ANS (4 uM) foi titulado com TM (0-80 uM) utilizando Aex = 280 nm € Aey =
342 nm (proteina) e 470 nm (BSA-ANS).

Para avaliacdo dos sitios de ligagdo preferenciais na BSA foram utilizados varfarina
(sitio 1), ibuprofeno e diazepam (sitio 1) (HEMALATHA; MADHUMITHA, 2016; NI;
ZHUB; KOKOTC, 2011). O subdominio IB foi monitorado empregando bilirrubina (ZHAO
et al., 2006). O ensaio de competicdo para avaliacdo dos sitios de ligacdo foram realizados
empregando 2 e 4 uM de cada ligante, e mantendo-se constante a concentracdo da BSA (2
HM).

O efeito de competidores presentes no plasma nas condicdes fisioldgicas foi avaliado
frente ao processo de interacdo entre BSA e TM, para tanto, foi mantida a razdo da
concentracdo entre proteina e competidor nas condi¢fes de normalidade bioldgica. De forma
geral, nas avaliagOes descritas, utilizou-se como pardmetro de avaliagdo a variacdo da
constante de ligacdo (Kp) ou constante de Stern-Volmer (Ksy) entre BSA e TM em funcédo da

condicdo experimental avaliada.

4.2.2 Espectrometria de absor¢do molecular (Uv-vis)

As medi¢cbes por UV-vis foram realizadas de 250 a 310 nm utilizando
espectrofotobmetro AJX-6100PC (Micronal, Brasil) de duplo feixe equipado com par de
cubetas de quartzo de 10 mm de caminho éptico. Os espectros foram obtidos em modulo de
absorvéancia das solugdes de BSA (3 uM), TM (12 uM) e mistura (BSA+TM).

4.2.3 Dicroismo circular (DC)

As medi¢bes de DC foram registradas num espectropolarimetro Jasco (modelo J-815)
e sistema de resfriamento tipo Peltier. Foi utilizada cubeta de quartzo de 0,1 mm de caminho
6ptico, sendo cada espectro a média de quatro scans a 50 nm min™. As medices foram
realizadas na regido do UV no intervalo 200-260 nm com largura de banda de 1 nm. A

concentracdo da proteina foi de 2 UM sendo titulada com incrementos de TM (0, 2, 4 e 8 UM).

4.2.4 Ensaio de Ellman
Para quantificacdo espectrofotométrica do grupo tiol livre (Cis34) presente na BSA
(60 uM) foi aplicado o ensaio de Ellman, baseado na reacdo entre DTNB (1 mM) e o grupo

tiol levando a formacéo do cromdéforo (TNB) em tampéo fosfato (0,1M, pH 7,4) com Amax =
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412 nm (ELLMAN et al., 1961). A cisteina foi utilizada como referéncia para comparacdo dos
sinais e construgdo da curva analitica. NEM (60 uM) foi utilizado como composto controle
para blogueio do grupo tiol da BSA. A influéncia de EtHgCI, ATS e TM (todos a 60 uM)

quanto ao contetdo total do grupo tiol livre na BSA foi avaliada.

4.2.5 Ressonancia magnética Nuclear (RMN)

No estudo da interagdo entre BSA e TM por RMN *H foram obtidos espectros do TM
(1 mM) na auséncia e presenga de BSA (10 a 40 puM). Além disto, foram realizados
experimentos com 4&cido tiosalicilico (1 mM), cloreto de etil-mercurio (1 mM), cisteina (1
mM) e as misturas TSA + EtHgCl e TM + Cis. Os espectros foram obtidos a partir de
espectrometro Bruker 400 MHz (Bo = 9,4 T), empregando sonda de deteccdo indireta de 5
nm. As solugcbes foram preparadas em tampéo fosfato (10 mM, pH 7,4) utilizando H,O/D,0
(1:10) contendo 40 puM de trimetilsilipropionato de sédio (TMSP). Nos experimentos
contendo a mistura TM e BSA a resolu¢do quanto a multiplicidade dos sinais e variagdo do

deslocamento quimico (8) foram utilizados como parametro de avaliacao.

4.2.6 Avaliacdo da formacéo de amiloides

Para 0 ensaio de fibrilacdo da BSA (2,5 mg L™) na auséncia e na presenca de TM (100
puM) e EtHgCI (100 uM), foi empregado tioflavina T (TT, 20 pM) como sonda fluorescente
para deteccdo da formacdo de amiloides. As solucBes foram mantidas a 70°C durante 7 h,
sendo retiradas aliquotas de 10 pL do sistema, adicionado a 990 pL da solucdo de TT,
utilizando Aex = 442 nm e Aem = 488 nm, conforme adaptacéo do procedimento de GUAN et
al. (2014).
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5 Resultados e discussdo
5.1. Parametros de ligacdo e termodinamicos

Para avaliar a interacdo da BSA em condigdes fisioldgicas simuladas a proteina foi
titulada com TM, sendo a variacdo do sinal de fluorescéncia da macromolécula monitorado
em 342 nm. Neste sentido, a Figura 4a mostra que com de incrementos crescentes de TM
houve supressdo de fluorescéncia da BSA, sem deslocamento do méaximo de emissdo da
proteina e que, o TM ndo apresenta fluorescéncia intrinseca nesta regido. Este resultado
demonstra que héa interacdo entre a biomolécula e TM e que a diminuicdo do sinal se da pela
formag&o de um complexo ndo fluorescente entre BSA-TM.

A fim de se obter uma analise quantitativa, foram realizados tratamentos matematicos
para avaliar a interacdo do complexo supramolecular formado entre BSA-TM. A constante de
Stern-Volmer (Ksy) indica a eficiéncia do quencher (ligante) em suprimir a fluorescéncia do
fluoréforo (BSA) e pode ser obtida através da equacdo 1 (TENGA et al., 2011):

%: 1+K,, Q Equacéo (1)

Sendo Fy e F os sinais de fluorescéncia na auséncia e presenca do ligante, respectivamente.
[Q] é a concentracdo do quencher e Ksy é a constante de Stern-Volmer. A constante é obtida
através do coeficiente angular da relacdo Fo/F versus [Q], conforme indicado na Figura 4b.

O célculo da constante de ligacdo (Kp) que revela a forca da interacdo entre a
macromolécula e o ligante, assim como, o numero de sitios (n) de ligacdo entre BSA e TM,
foi feito conforme a equacéo 2 e esté apresentado na figura 4c (NI; WANG; KOKOT, 2010).

log ( Fol; Fj =K, +nlog Q Equacio (2)

Figura 4 - a) Espectro de fluorescéncia da BSA (2 uM) com adicdo de incrementos de TM (0-80
UM); b) Curva linear para calculo de Stern-Volmer no processo de quenching; ¢) Curva para
determinacao da constante de ligacdo. Condic6es: pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM)
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O valor de K, foi calculado para trés temperaturas (22, 30 e 38°C) com variacdo de
2,96 a 3,09 L mol™ (Tabela 2) o que demonstra, de forma quantitativa, que hé interagdo entre
BSA e TM (WANG et al., 2011).

O mecanismo de quenching dominante no processo de interacdo macromolécula-
ligante pode ser estabelecido a partir do estudo da variagdo da constante de Stern-Volmer em
funcdo da temperatura. Podem ocorrer dois tipos de quenching preferenciais, estatico e
dindmico. O quenching estatico se caracteriza pela formacdo do complexo no estado
fundamental com reducdo de Ky, com 0 aumento da temperatura devido a desestabilizacdo do
complexo no estado fundamental. No dinamico ocorrem colisGes entre o fluoréforo e o ligante
com elevacgdo de K, & medida que aumenta a temperatura proporcionando um maior nimero
de choques no estado excitado sendo este governado pelo coeficiente de difusdo do composto
no meio (FAN et al., 2013).

A Tabela 2 mostra que a constante de Stern-Volmer diminui com o aumento da
temperatura o que indica que o0 mecanismo ocorreu preferencialmente por quenching estético.

Tabela 2 — Parametros termodindmicos e de ligacdo para a interacdo entre BSA e TM em
diferentes temperaturas.

Pardmetros de ligacéo Parametros termodindmicos
T(°C) Ksv Kp AH AS AG
(10°L mol™) (10°L mol™) " (kimol™)  (@mol’™K™) (kI mol™)
22 (295 K) 3,09 +£0,03 4,13 +0,02 1,03 -4,28
30 (303 K) 3,01+0,04 3,24+0,01 1,01 -16,10 +14,46 - 4,40
38 (311 K) 2,96 + 0,02 2,95+ 0,01 1,00 -4,51

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

O valor da constante de ligac&o para a interacdo BSA-TM variou de 2,95 a 4,13x10° L
mol™ em funcdo da variacdo de temperatura do sistema, e 0 nimero de sitios de ligacdo é
préximo a 1 (Tabela 2) indicando que ha um unico sitio de ligacdo do TM com a BSA. Os
valores de Ky obtidos para o TM foram maiores quando comparados com 0s estudos entre
BSA e mercurio inorganico realizados por Chunmei e colaboradores (2014) com concentracéo
de merctrio [Hg(11)] = 0-5,2x10* mol L™ e constante de ligagdo 0,9x10° L mol™. e Shen e
colaboradores (2013) empregando [Hg(I1)] = 0-20x10* mol L™ e obtendo constante de
ligacdo 0,27x10% L mol™, indicando maior afinidade da proteina pelo composto organico de
mercdrio. Adicionalmente, Liu e colaboradores (2012) reportaram Ky = 73,63 L mol™ para
interacdo entre ions Pb(ll) com BSA, enquanto Zhao e colaboradores (2011) avaliaram
interacdo entre Ag(l) e BSA obtendo K, = 4,88x10° L mol™ (quando [Ag(l)] < 0,1 mM),
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contudo ambos os trabalhos empregaram pH = 5,5, em detrimento da baixa solubilidade
destes céations em meio aquoso empregando pH 7,4, estando fora das condices fisioldgicas.
Os parametros termodindmicos (Tabela 2) foram calculados com base na varia¢do do
valor K, em funcdo da temperatura, e com isso, pode-se inferir as forcas preferencias de
interacdo entre BSA e TM. Com base na equagdo de vant’ Hoff foram determinados os
valores de AH ¢ AS (TIAN et al., 2004):
InK, = %{%}% Equacéo (3)
T é a temperatura em Kelvin (K) e R (8,314462 J mol™ K™), a constante universal dos gases.
Estes parametros foram calculados a partir dos valores do coeficiente angular e linear do
sistema InK, versus 1/T. O gréafico referente a linearizacdo da equacdo de vant’ Hoff é

apresentado na Figura 5 O valor de AG foi obtido empregando a equacgéo a seguir:

AG=AH - TAS Equacéo (4)
Figura 5 - Curva de Van’t Hoff para a interacdo BSA-TM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Segundo Ross e Subramanian (1981), AH < 0 e AS < 0 indica que forcas de Van der
Waals e ligagoes de hidrogénio atuam predominantemente; AH > 0 e AS > 0 sdo resultados de
interagdes hidrofobicas; AH < 0 e AS > 0 indica que forgas eletrostaticas governam a
interacdo. Os valores calculados para estes parametros sdo apresentados na Tabela 1. Como
AH = -16,10 kJ mol™ e AS =+14,46 J mol™ K™, ou seja, AH < 0 ¢ AS > 0 a interagdo entre
BSA-TM é governada por forcas eletrostaticas. Este resultado estd de acordo com a carga
negativa presente no oxigénio carboxilico da molécula de TM (Figura 1) em condicgdes
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fisiologicas (pH 7,4) pois o pK,; do grupo &cido caboxila é de 3,05, (THIMEROSAL,
NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2001) assim, a molécula estara totalmente
dissociada, e possivelmente ocorrera atracdo eletrostatica atraves dos residuos de aminoacidos

positivos presentes na BSA.

5.2 Avaliagdo da forca i0onica

O ensaio para avaliacdo da forca ibnica € util para confirmar as interacfes
eletrostaticas que atuam no sistema macromolécula-ligante devido a um possivel
desfavorecimento da interacdo entre as cargas com o aumento da forca ibnica do meio
(LIANG; CHENG; HAN, 2008). Para averiguar este processo entre BSA e TM avaliou-se a
variacdo de K, em funcdo da concentracdo de NaCl (0-150 mM) no meio. A Figura 6 mostra
gue com o aumento da forca idnica houve uma diminuicdo linear da constante de ligacdo, com
variacdo maxima de 53% em relacdo a condi¢do na auséncia de NaCl. Este resultado confirma
a atracdo entre a carga negativa presente no TM e residuos positivos de aminoacidos na cadeia
da BSA. Resultado similar foi obtido por Li e colaboradores (2016) na avaliacdo da interacdo
de trés corantes alimenticios que apresentam carga (verde rapido FCF, corante azul V e acido
azul 1) com BSA.

Figura 6 - Efeito de NaCl (0-150 mM) na interagdo do complexo BSA-TM. Condigdes: pH 7,4
(Tris-HCI 50 mM) a 30°C.
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5.3 Avaliagdo da interacdo por UV-vis

A espectroscopia por UV-vis foi empregada para confirmar a formagdo do complexo
BSA-ligante através do monitoramento de mudancas estruturais da proteina, assim como,
confirmar o mecanismo de quenching associado ao processo de supressdo de fluorescéncia
(METI et al., 2015).

A BSA apresentou maximo de absor¢do em 278 nm (Figura 7) sendo os residuos
aromaticos de triptofano, tirosina e fenilalanina os principais responsaveis por esta absorcao e
pelas transicdes n—n nesta regido (LIU et al., 2016). Ao se adicionar TM a solugdo de BSA
(BSA+TM), ocorreu efeito hipercrémico seguido de um deslocamento hipsocrémico (AL =5
nm) indicando interacdo entre BSA e TM. O espectro resultante da subtracdo dos espectros do
sistema BSA+TM pelo ligante (TM) resultou em um espectro nao sobreponivel ao espectro da
BSA (Figura 7), indicando que ndo houve efeito aditivo da lei de Beer, logo confirmando a
formacdo do complexo supramolecular BSA-TM (SURYAWANSHI et al., 2016).

A confirmacdo da formacdo do complexo BSA-TM por UV-vis esta associada a
alteracbes no estado fundamental das espécies envolvidas no processo de interagdo,
confirmando, 0 mecanismo por quenching estatico relatado previamente pela avaliacdo por
fluorescéncia molecular. O processo de quenching dinamico seria provavel caso ndo houvesse
mudancas no espectro de absorcdo do complexo, pois este mecanismo proporciona mudancas
apenas no estado excitado, enquanto o quenching estatico estd associado a formacdo de
complexo no estado fundamental (TIAN et al., 2010).

Figura 7 - Espectros de absorcdo de BSA (3uM), TM (12 uM), da mistura BSA+TM e a
diferenca dos espectros (BSA+TM) — TM na faixa de 250-310 nm. Condicbes: pH 7,4 (Tris-HCI
50 mM, NaCl 100 mM) a 30°C.
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5.4 Avaliagdo de alteragdes conformacionais na estrutura da BSA

5.4.1 Fluorescéncia tridimensional
Alteracbes conformacionais na estrutura da proteina ao interagir com o TM podem ser

identificadas por fluorescéncia tridimensional através de mudancas caracteristicos das bandas
de emissdo relacionados a cadeia polipeptidica e dos residuos de triptofano e tirosina
(CHENG,; LIU; JIANG, 2013). A Figura 8a apresenta o espectro de fluorescéncia em 3D para
a BSA, onde se destacam trés picos de emissdo. O primeiro é referente ao espalhamento
Rayleigh em que o comprimento de excitagdo ¢ igual ao de emissao (Aex = Aem), 8ssociado ao
espalhamento inelastico de radiacdo. Os residuos de triptofano e tirosina sdo responsaveis pela
banda de emissdo do pico 2 (Aex/Aem = 285/340 nm). Ja o pico 3 é referente a cadeia
polipeptidica da proteina (Aex/Aem = 238/335 nm) que apresenta transicdo n—n devido a
ligagdo RC=0O-NHR (carbonila da ligacdo peptidica) caracteristico da estrutura secundéria da
proteina (CHENG; LIU; JIANG, 2013; ARIGA et al., 2015). De acordo com a Figura 8b 0s
picos 2 e 3 no espectro de emissdo 3D do sistema BSA e TM, reduziram em 49,6 e 40,8% a
intensidade de emissdo, respectivamente, devido ao processo de interacdo, além disto o
deslocamento Stokes dos picos 2 e 3 foi alterado quando TM foi adicionado (Tabela 3)
indicando que pode ter ocorrido mudancas na polaridade da proteina assim como mudancas
conformacionais (ZHANG; ZOU; LIU, 2012). Estes resultados indicam que houve mudancas
na estrutura secundaria e tercidria da BSA causadas pela ligacdo do TM a BSA o que pode
levar a danos ou mudancas funcionais na proteina. Resultados similares foram descritos por

Wang e colaboradores (2016) na avaliacdo da interacdo entre picoplatin, farmaco utilizado no

combate a diversos tipos de cancer, com HSA.
Figura 8 - Espetro de fluorescéncia tridimensional para BSA 2uM (a) com adi¢do de TM (50
uM) (b). Condig6es: pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) a 30°C.
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Tabela 3 — Espectro de fluorescéncia tridimensional para a interacdo BSA-TM.

BSA (2uM) BSA (2 uM) + TM (50 puM)
Pico Posicdo Stokes Intensidade de Posicéo Stokes Intensidade de
Aex/Mem A (nm) Fluorescéncia Aex/Aem AX (nm) Fluorescéncia
1 (Espalhamento Rayleigh)  Ae=Aem 0 922 Aex=Aem 0 >1015
2 (TrpeTir) 285/340 55 835 (100%) 285/340 60 414 (49,6%)
3 (Cadeia polipeptidica) 238/335 97 338 (100%) 238/338 100 135 (40,1%)

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.4.2 Dicroismo circular (DC)

Alteraces na estrutura secundaria da proteina podem ser detectadas pela técnica de
dicroismo circular. O contetido de a-hélice presente na proteina apresenta bandas negativas
em 208 e 222 nm, devido as transicdes n—n e n—n da cadeia polipeptidica (ZHANG et al.,
2013). Os valores expressos por DC sdo dados em termos da elipticidade molar média do
residuo (EMR), de acordo com a Equacdo 5 (CHAVES et al. 2016):

DC(med)observado
C,xnxLx10

EMR = (deg cm®dmol™) Equacio (5)

Cp é a concentracdo molar da proteina, n € o nimero de residuos de aminoacidos (583 para
BSA) e L é comprimento do percurso (0,1 cm). A quantidade de a-hélice da BSA foi
calculada utilizando as Equacbes 6 e 7 (CHAVES et al. 2016):

EMR - 4000

a-hélice(%)=—
33000 - 4000

100 Equacéo (6)

EMR,,-2340
33000

EMR25 € EMR2, representam o valor de EMR a 208 e 222 nm, respectivamente. 4000 é a

a-hélice(%)= 100 Equacdo (7)

EMR da forma beta na conformacéo randémica a 208 nm e 33000 € o valor de EMR da o-
hélice pura a 208 e 222 nm.

A Figura 9 mostra o perfil do espectro de DC da BSA em funcdo do aumento da
proporcdo de TM no meio. A proteina apresentou, em ambas as bandas, 208 e 222 nm,
diminuicdo da intensidade com adicdo do ligante ao sistema. Na auséncia de TM, o contetdo
de a-hélice calculado foi de 43,92 e 41,33% para 208 e 222 nm, respectivamente. Ao ser
adicionados incrementos do ligante (1:1, 1:2 e 1:4) a percentagem de a-hélice aumentou para
ambas as bandas, com 45,06, 46,00 e 47,75% para 208 nm e 42,10, 43,00 e 44,16% para 222

nm.
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Figura 9 - Espetro de dicroismo circular da BSA (2uM) na presenca de TM (2 uM, 4 uM e 8
UM). Condigdes: pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) a 30°C.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Nestes experimentos ndo foi observado deslocamento dos minimos de absor¢do. O
aumento no conteido de a-hélice do sistema avaliado pode ser associado a interacdo
eletrostatica da carga negativa no TM interagindo com as cargas positivas presentes na
superficie da BSA, obtendo-se uma estrutura mais estdvel da proteina, com aumento do
conteudo de a-hélice devido a interacbes dipolo-dipolo inter ou intra-molecular na BSA
(SAHA; YAKOVLEV, 2010). Desta forma, o TM ao se ligar a BSA causa mudancas na
estrutura secundaria da proteina. Perfil similar foi observado por Chunmei e colaboradores
(2014) na avaliacdo da interacdo entre BSA e Hg(ll) com o aumento de teor de a-hélice na
adicdo das primeiras aliquotas do ligante (0-20 uM) na propor¢do 1:10 do maior excesso
BSA-Hg(Il). Li e colaboradores (2007), no estudo da interacdo entre HSA com Hg(ll) e
outras espécies de mercurio (MeHg®, EtHg" e PhHg"), também constataram mudancas na
estrutura secundaria da proteina apds incubacdo por 12 h na proporcdo 1:10 (HSA-ligante),

entretanto, foi observado aumento no contetdo de folhas beta apds a interacéo.

5.5 Avaliacédo de competidores no processo de interacdo BSA-TM
No plasma existem varias espécies que podem se ligar a albumina e assim, favorecer
ou dificultar o transporte de substancias no meio bioldgico. Foi avaliada a influéncia de 15

possiveis competidores que estdo entre os mais abundantes, no plasma ou soro, (Ca(ll),
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Mg(I1), Zn(I1), Cu(ll), Fe(ll), Fe(lll), Se(VI), glicose, cisteina, acidos miristico, palmitico,
esteérico, linoleico e oleico, além do &nion fosfato) no processo de interagdo BSA-TM

(Tabela 4).

Tabela 4 - Espécies presentes no plasma e soro humano.

Espécie Concentracdo no Concentracéo Proporgz?lo Referéncia
plasma/soro (mM) adotada (mM)  [competidor]/[HSA]

HSA 0,53-0,83 0,70 -

Glicose 3,88-5,50 4,90 7,0

f;;(;:l)) gég - igg g;‘g fg Bishop; Fodey; Schoeff,

Fosfat9 0,87 -1,45 0,70 1,0 2005.

Fe(l) 0,65 — 1,70 1,05 15

Fe(l11) ' ’ ’ :

Cisteina” 0,20-0,27 0,23 0,3 Turell et al., 2009.

Zn(in™ 0,013-0,014 0,35 0,5

Se(Iv) ™ 0,0016 — 0,0018 0,07 0,1 Kobayashi et al., 2006.

Cu(iny™ 0,037 — 0,044 0,35 0,5

Acido miristico 0,06 — 3,25 0,21 0,3 ) .

Acido oleico 1,28-3,21 2,80 4,0 Claser ;t()%lé_zgégﬁg\gpz:da

Acido linoleico 2,56 - 4,92 3,50 5,0 2015’_ Abdélmagid ot alq

Acido palmitico 1,63 4,06 2,80 4,0 ' 2015 B

Acido esteérico 0,49 -1,05 1,05 1,5 '

“Concentracao de ferro total.
Espécies com faixa de concentragdo menor que 0,07 mM a proporcdo adotada (competidor/HSA) foi de 0,5:1

ou0,1:1.

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

A influéncia destes competidores péde ser avaliada através da variacdo da constante de
ligacdo na auséncia destas espécies (Ky) e ao serem adicionadas ao sistema proteina-ligante
(Kp’). Para tanto, a concentragdo utilizada dos competidores seguiu os valores indicados
quanto normalidade fisiologica (Tabela 4). Assim, a razdo entre as constantes da interacdo
BSA-TM na presenca e na auséncia do competidor (K,’/Ky) foi o parametro utilizado para
esta avaliacao.

A maioria dos competidores ndo influenciou no processo de interagdo simulando as
condicBes fisioldgicas, pois a razdo das constantes foi proxima a unidade (Figura 10).
Entretanto, Ca(ll) e Fe(ll) ndo seguiram esta tendéncia. Existe uma forte afinidade entre TM e
Ca(ll) em sistemas intracelulares o que pode estar relacionado com a capacidade deste ion em
aumentar a constante de ligagdo com a proteina (GERICKE; DROOGMANS; NILIUS 1993).
Além do mais, Ca(ll) e Fe(ll) podem estar agindo como moduladores positivos, provocando
mudancas estruturais na biomolécula que contribuam para a interacdo com TM (BARNETT,
etal., 2013).
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Figura 10 — Efeito de competidores no K, da interacdo BSA-TM. Condicdes: pH 7,4 (Tris-HCI
50 mM, NaCl 100 mM) a 30°C.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.6 Avaliacdo da interacdo na presenca de ANS

A fim de avaliar possiveis mudancas na hidrofobicidade da superficie da proteina a
partir da interacdo TM-BSA foi empregado ANS (&cido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato)
como uma sonda fluorescente hidrofdbica, carregada negativamente, que em solucbes aquosas
apresenta baixa fluorescéncia, contudo, ao se ligar a regides apolares em proteinas ocorre
aumento do sinal de fluorescéncia (SLAVIK, 1982). A ligacdo do ANS a BSA apresenta
rendimento quéntico (¢) de 0,12 e com isso, este sistema (ANS-BSA) pode ser utilizado para
monitorar alteracdo no grau de hidrofobicidade da proteina em funcdo do processo de
interacdo devido a mudancas conformacionais e alteragdo na carga superficial (MOLLER;
DENICOLAT, 2002; MATULUS; LOVRIEN, 1988).

Desta forma, foi calculada a constante de dissociacdo aparente (Kyq) do complexo
ANS-BSA na auséncia e presenca de TM. Para tanto, se utilizou a relacéo linear F = CansB
entre o sinal de fluorescéncia (F) e a concentracdo de ANS (Cans, 0-2 uM), sendo B o
coeficiente de proporcionalidade. Para obtencdo da quantidade de ANS ligado a BSA foi
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empregado a relacdo [ANSjigado] = F/B. A quantidade de ANS livre foi obtida a partir de
[ANSjivee] = [ANSiota]-[ANSjigado]. O valor de Kgy foi calculado através do inverso do
coeficiente angular da relagéo F vs F/[[ANS]jive. A partir da saturagcdo da BSA com ANS foi
obtida a intensidade de fluorescéncia maxima (Fmax) que esta relacionada ao nimero de sitios
hidrofobicos na superficie da proteina. Assim, o indice de hidrofobicidade na superficie da
BSA (HSP) foi calculado na auséncia e presenca do ligante, aplicando a Equacdo 8
(RANJBAR et al., 2013).
F

—_ max

= m Equacéo (8)

Verificou-se que com aumento da concentracdo de TM (0-80 uM) houve reducao
méaxima de 16,9% do sinal de fluorescéncia referente ao complexo ANS-BSA, indicando que
0 TM néo desloca de forma efetiva a sonda das regides hidrofébicas da proteina (Figura 11a).
Visando calcular o HSP do sistema, a BSA foi titulada com ANS ocorrendo saturacdo a partir
da adi¢do de 30 puM da sonda, como evidenciado na Figura 11b. Pela comparacdo dos
sistemas pdOde-se observar que a fluorescéncia na presenca do TM foi menor quando
comparado a condicdo contendo apenas a proteina (Figura 11c). A partir destes dados

calculou-se os parametros Ky e HSP apresentado na Tabela 4.

Figura — 11 Espectro de fluorescéncia do complexo ANS-BSA com adicdo de TM. ANS (2 uM),
BSA (2 uM), TM (0-80 uM); b) Adicdo de ANS (0-30,0 uM) ao sistema BSA-TM, BSA (2 uM),
TM (40 uM); ¢) Ligacdo ANS a BSA (2 uM) na auséncia (A) e presenca (o) de TM (40 uM).
Condigdes: pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) a 30°C.
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O valor de Ky aumentou na presenca de TM indicando que a magnitude da ligacéo

ANS-BSA € menor quando o ligante esta presente, em funcdo da reducdo da quantidade de

30
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regides hidrofébicas (Tabela 5). O valor de HSP diminuiu 14% para o sistema contendo o
TM, indicando que houve decréscimo da hidrofobicidade da superficie da BSA decorrente do
processo de interacdo proteina e TM. Este resultado pode ser explicado devido a carga
negativa presente na molécula de TM no pH avaliado, propiciando aumento de carga na
superficie da BSA, conduzindo a diminui¢do das regifes hidrofdbicas da proteina. De forma
similar, Ranjbar e colaboradores (2013) avaliaram a interacdo da HSA com isoimperatorina,
droga utilizada no tratamento contra Alzheimer e alguns tipos de cancer, onde foi verificado
aumento no valor de Kq e diminuicao no valor de HSP apds interacéo.

Tabela 5- Par@metros de hidrofobicidade na superficie da BSA na presenca e auséncia de TM.

Parametros SIEEE
BSA BSA + TM
Kg 4,19+0,01 4,36 £ 0,01
Fra/[BSA] 140,91 126,10
HSP 33,63 +4,19 28,92 + 4,22

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.7 Fluorescéncia sincronizada

Através da fluorescéncia sincronizada € possivel monitorar o processo de interacdo
com os residuos de triptofano e tirosina, separadamente (Figura 12a). Para tanto, mantém-se
constante o AL em fungdo do comprimento de onda de excitacdo (Lex), Sendo AL = 60 nm para
monitoramento de forma seletiva dos residuos de triptofano, e de forma anéaloga, quando se
utiliza AA =15 nm, o residuo de tirosina é monitorado. Além disto, este ensaio é capaz de
identificar mudancas de polaridade no microambiente destes residuos de aminoacidos em
funcdo do processo de interacdo (YUAN; WELIJIE; VOGEL, 1998; CONGDON; MUTH,;
SPLITTGERBER, 1993).

A Figura 12b-c mostra o espectro de fluorescéncia dos residuos de triptofano e
tirosina, na interacdo com TM com maximo de emissdao em 337 e 299 nm, respectivamente.
Com a adicdo de TM, a intensidade de fluorescéncia da BSA diminuiu, porém, ndo houve
mudancas no maximo de emissdo quando monitorou-se a tirosina (Figura 12b). Entretanto,
um deslocamento de 2 nm, no méaximo de emissdo, para maiores comprimentos de onda foi
observado para o triptofano seguido de reducéo do sinal de fluorescéncia ao interagir com TM
(Figura 12c¢), indicando que o microambiente proximo a este aminoacido se torna mais polar e
mais acessivel ao solvente (agua) (HEA, et al., 2016). Além disso, com base na Tabela 6 o
valor de Ky para o triptofano (1,36+0,08x10* L mol™) é maior em relacdo a tirosina
(0,4620,03x10* L mol™). Em funcéo do exposto, conclui-se que 0 TM esta mais proximo da

regido que contém o residuo de Trp durante a interagdo com a proteina. A BSA possui dois
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residuos de triptofano, um localizado no sitio | (Trp212) e o outro no subdominio IB
(Trp134). Apesar deste resultado indicar a proximidade do residuo de triptofano no processo
de interacdo, ndo se pode inferir qual dos residuos de triptofano (Trp212 ou Trpl134) teve o
microambiente alterado de forma mais significativa. Resultado similar foi obtido por
Chunmei (2014) e Shen (2013) com seus respectivos colaboradores, no estudo de interagdo
entre BSA e Hg(ll). Entretanto, nesses trabalhos ndo foi determinado qual regido da proteina
ocorre interacdo com os ions Hg(Il). Desta forma, para 0 TM € pertinente avaliar os sitios

preferenciais de interacdo do TM na estrutura da macromolécula.

Figura 12 — a) Espectro de emissdo dos residuos de tirosina (Ah= 15 nm) e triptofano (Ah= 60
nm) na interacao BSA-TM. Fluorescéncia sincronizada para o residuo de tirosina (b) e o residuo
de triptofano (c) com adicéo de incrementos de TM (0-80 uM).
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Tabela 6 - Fluorescéncia sincronizada para a interagdo BSA-TM.

AX = hem - hex (NM) Ksv (10* L mol™) r A\ (nm)
15 0,46+0,03 0,9819 0
60 1,36+0,08 0,9867 +2

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.8. Sitio preferencial de ligacdo

Na BSA existem duas regides preferenciais para a ligacdo de pequenas moléculas
sendo denominados de sitios | e Il. Varfarina, ibuprofeno e diazepam (Figura 13) sdo
marcadores preferenciais para estas regides, em que varfarina se liga ao sitio I, enquanto
ibuprofeno e diazepam ao sitio Il (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1976; TENGA et al.,
2011). Desta forma, ensaios na presenca destes marcadores promovem uma competicdo pelo
sitio de ligacdo na estrutura da proteina. Um desfavorecimento na interacdo do ligante de
interesse na presenca do marcador € um indicio que este interage na mesma regido que o
marcador. Assim, considerando a raz&o das constantes na presenca (Kp’) e na auséncia (Ky)

destes marcadores € um parametro para identificar o sitio de ligagdo do TM a BSA. Caso esta
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razdo seja menor que a unidade, indica que existe competicdo para o sitio de ligacdo. Todos
o0s experimentos foram realizados com duas propor¢des distintas de marcador e BSA.

Figura 13 - Estrutura quimica dos marcadores de sitio varfarina (a), ibuprofeno(b), diazepam
(c) e bilirrubina (d).

i c) Voo Ao B =

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

A Figura 14 mostra que os marcadores utilizados ndo provocaram diminui¢do na
constante de ligacdo, indicando que TM ndo migra para nenhum dos sitios avaliados (sitio | e
I1). Entretanto, o resultado por fluorescéncia sincronizada mostrou que o microambiente do
residuo de triptofano sofre mais influéncia do processo de intera¢do em relacéo ao residuo de
tirosina. Considerando o fato de a BSA possuir dois residuos de triptofano, um no sitio | (Trp
212) e outro no subdominio IB (Trp 134), e que este residuo do sitio | ndo foi alterado, pois o
ligante ndo deslocou a varfarina (sitio 1), logo é provavel que o residuo de triptofano (Trp
134) no subdominio IB seja o responsavel pelas alteracbes constatadas no ensaio de
fluorescéncia sincronizada.

Figura 14 — Avaliacdo do sitio de ligacdo utilizando os marcadores varfarina, ibuprofeno,
diazepam e bilirrubina, todos a 2 e 4 uM na interacdo da BSA (2 pM) com TM (0-80 uM)
monitorando variacao de Ky,
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Nesta regido do subdominio IB, esta presente o Unico residuo de cisteina livre (Cis 34)

da BSA e, sabendo-se que existe uma forte afinidade de compostos mercurados por residuos
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de aminoacidos contendo enxofre, como a cisteina, possivelmente TM estaria migrando para
esta regido e interagindo com o residuo de cisteina livre (TRUMPLER et al., 2009). A fim de
averiguar esta hipotese, foi utilizado bilirubina como marcador para o subdominio IB
(KRUPP, et al., 2008). Zunszain e colaboradores (2008) verificaram que a bilirubina liga-se
seletivamente ao subdominio IB através de estudos de cristalografia. Contudo, este ligante
ainda nao foi utilizado como marcador de sitio de ligacdo ou regido preferencial de interacéo
da proteina, sendo este trabalho pioneiro neste aspecto. Assim, ao adicionar bilirubina ao
sistema a constante de ligacdo diminui levando a diminuicdo da razdo das constantes. Este
resultado indica que TM migra para a regido do subdominio 1B, diferentemente dos sitios
preferenciais e tradicionais de ligacédo, | e Il. Diversos estudos mostram que ha formacédo de
um aduto entre espécies mercuradas com residuos de tiois de importancia bioldgica presentes
em proteinas. Para corroborar este proposta, Krupp e colaboradores (2008), utilizando ESI-
ion-trap MS, identificou que o metilmercdrio e Hg(ll) liga-se ao residuo de cisteina formando
um aduto. Desta forma, é pertinente considerar que TM pode interagir com a cisteina livre
(Cis 34) no subdominio IB da BSA. Assim, a fim de avaliar se ocorre a formacdo de um aduto
apos a clivagem da ligacdo S-HgEt do TM na presenca da proteina, 0 mecanismo de interacao

do TM com a BSA foi investigado.

5.9 Mecanismo de interacéo

5.9.1. Ensaio de Ellman

Para tentar elucidar o mecanismo de interacdo entre a BSA e o TM, foi utilizado o
ensaio de Ellman a qual é baseado na reacdo entre DTNB e o grupo tiol livre gerando como
produto colorido o TNB (Figura 15), de coloracdo amarela (Amax = 412 nm). A quantidade de
cisteina livre (Cis34) calculada para BSA foi de 47% empregando cisteina como padréo,
corroborando com o trabalho de Reeves e colaboradores (2013). Todos os sistemas avaliados
foram mantidos na proporcao molar de 1:1.

Figura 15 — Reacao de Ellman.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.
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Quando se incubou as misturas BSA + NEM e BSA + EtHg® ocorreu reducio
significativa dos sinais (> 90%) (Figura 16) quando comparado ao sistema contendo apenas
BSA, indicando que tanto NEM quanto EtHg" se ligaram seletivamente ao residuo de cisteina
livre (Cis34) da proteina, blogueando-o, e assim impedindo que a reacdo com DTNB
ocorresse. O TM livre ndo apresentou sinal significativo (Figura 16) para o ensaio de Ellman,
indicando que o grupo tiol ndo esté livre. As reagdes destes sistemas estdo representadas na
Figura 17.

Figura 16 — Absorvancia das solug@es: BSA, BSA+EtHgCI, BSA+NEM, TM e BSA+TM. Todos a
60 pM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Figura 17 — ReacOes de BSA e TM empregando DTNB.
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Entretanto, observou-se que o sistema BSA + TM apresentou sinal de absorgdo similar
ao da proteina livre (Figura 16), desta forma, foram consideradas duas hipdteses representadas
na Figura 18: (1) o DTNB reage apenas com o residuo de cisteina livre da BSA e gera TNB
no meio, ndo havendo migracéo do EtHg" do TM para a Cis34 da proteina. Assim, a interacio
TM e BSA ocorre com a manutencdo da estrutura original do ligante. Na hipdtese (2)
considera-se que ocorreria reacdo entre BSA e TM, com clivagem da ligagcdo S-Hg do TM, e
formacgdo de um aduto BSA-HgEt liberando ATS. Este ATS gerado reagiria com DTNB e
levaria a formacdo de TNB no meio, responsavel pelo sinal em 412 nm.

Figura 18 — Hipdteses para o mecanismo de interacao.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Para averiguar qual das hipoteses seria mais satisfatoria, foram considerados outros
sistemas (Figura 19). Observou-se que o sinal de absorcdo de solu¢Bes a mesma concentracdo
de cisteina e ATS foram similares ao reagir com DTNB, indicando que DTNB reage com
ATS na mesma proporcdo que com a cisteina. O valor de absorvancia para a solu¢do de BSA
foi aproximadamente metade dos sinais relativos a cisteina e ATS (Figura 19). Isto esta
coerente e se deve ao fato da BSA apresentar apenas 47% do residuo de cisteina livre. Por
fim, verificou-se que o somatorio dos sinais das solucdes isolada da BSA e ATS foi igual ao
sinal da mistura BSA+ATS (Figura 19).

Isto se deve ao fato que DTNB reage tanto com BSA quanto ATS. Desta forma,
sugere-se que a BSA reaja inicialmente com TM levando a formacdo de um aduto entre a
proteina e o EtHg" (BSA-HgEt), e por consequéncia, libere 0 ATS. Em seguida, ocorre a
interacdo supramolecular entre o aduto BSA-HgEt e 0 ATS. Assim, a hipotese (2) mostrou-se
mais adequado para representar o processo de interagdo entre BSA e TM simulando condigdes

fisioldgicas.
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Figura 19 — Absorvancia das solugdes de: cisteina, ATS, BSA, e a soma das absorcdes de

BSA+ATS e a absorcéo da mistura BSA+ATS. Todos a 60 M.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.
5.9.2 Titulacdo espectrofluorimétrica com os produtos de degradacdo do TM

Os possiveis produtos de degradacdo de TM (Figura 20) foram utilizados para

titulacdo da BSA por fluorescéncia no estado estacionario de forma analoga a titulacdo com

TM (Figura 21).
Figura 20 — Produtos de degradacéo do TM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

A Figura 2la mostra que EtHgCl ndo proporciona supressdo de fluorescéncia
significativa frente a BSA, possivelmente por estar ligada ao residuo de cisteina livre. Ja o
ATS e DATS (Figuras 21b e ¢) apresentaram espectros similares ao do TM com valores de Ky
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0,35+ 0,01 e 0,47+ 0,01 x10° L mol™, respectivamente, sendo mais préximos ao valor da
interacdo BSA-TM (3,24x10° mol L™ a 30°C).

Figura 21 - Titulac&o espectrofluorimétrica da BSA (2 uM) com incrementos de EtHg" (a), ATS
(b) e DATS (c), todos variando 0-100 pM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Pelo ensaio com marcadores de sitio de ligacdo (varfarina e diazepam) foi verificado
qgue tanto ATS quanto DTAS, interagem preferencialmente no sitio | (Tabela 7). Este
resultado reforca a hipotese que o TM migra para o subdominio IB, onde ocorre a
transferéncia do EtHg" para o residuo de cisteina livre e, em sequéncia o ATS gerado interage
por forcas eletrostaticas com a BSA na mesma regido levando a reducdo do sinal de

fluorescéncia referente ao Trp134.

Tabela 7 — Marcadores de sitio de ligacdo na avaliacdo da interacdo entre BSA-ATS e BSA-
DATS.

Bilirrubina 2 uM

Sistema Varfarina 2 uM (sitio I) Diazepam 2 pM (sitio I1) (subdominio IB)
Kb’/Kb Kb’/Kb Kb’/Kb
BSA-ATS 0,60 1,35 0,95
BSA-DATS 0,30 1,17 1,05

Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.9.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

O mecanismo de interacdo entre 0 TM e a BSA foi investigado empregando RMN *H.
Por meio da comparacgéo dos espectros de RMN de 1H dos diferentes sistemas (Figura 21a-d)
pode-se concluir que:
1) TM foi estavel em solucdo simulando o meio fisioldgico (Figura 21a), visto que ndo sofreu
degradacdo formando ATS e EtHgCl com o tempo (foi avaliado até 15 dias), esta afirmacao
se baseia no deslocamento quimico do metileno (1,70 ppm) ligado ao mercurio ser idéntico ao

mesmo sinal no TM (1,70 ppm);
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2) Mistura de ATS + EtHQCI (Figura 21b-d) levou a formacéo preferencial de TM livre,
indicando que o ATS na presenca de EtHQCI prefere ficar na forma de aduto, ou seja, TM,
esta afirmacéo se baseia no deslocamento quimico do metileno (1,70 ppm) ligado ao mercdrio
ser idéntico ao mesmo sinal no TM (1,70 ppm);

3) Mistura TM + Cis mostra que ha liberacdo de ATS no meio e consequente formacdo de
Cis-HgEt, esta afirmacdo se baseia no deslocamento quimico do metileno (1,68 ppm) ligado
ao mercurio que sofre deslocamento para campo mais alto, indicando formacéo do aduto Cis-
HgEt. Além disso, ha o aparecimento de sinais de H aromaticos (7,69 e 7,39 ppm) referentes a
formagéo de ATS no meio (Figura 21b-d);

4) O espectro do cloreto de etil-mercurio (EtHgCI) mostra claramente que este prefere estar
na forma de aduto na presenca do ATS, visto que no EtHgCl o deslocamento quimico do
metileno estd em 1,93 ppm, enquanto que no TM estd em 1,69 ppm e no aduto Cis-HgEt esta
em 1,68 ppm (Figura 21c).

Desta forma, estes resultados corroboram com a hipdtese 2, mostrando que o
mecanismo de interacdo acontece em uma Unica etapa, com formacdo de um aduto BSA(Cis)-
EtHg, liberando ATS livre, o qual interage na regido do subdominio IB por meio dos
aminoacidos carregados positivamente (Lys-131, Lys-159 e His-18) da proteina modificada
(BOLEL et al., 2013). Assim, realizou-se avaliagdo dos deslocamentos nos sinais de
hidrogénio do TM apds interacdo com BSA nas propor¢des 100:1, 50:1 e 25:1 (TM:BSA).
Este sistema indica a ocorréncia de interacdo proteina-ligante, contudo, sem sinais referentes
ao ATS (Figura 23).

Uma vez que o ATS ¢ liberado e interage com a proteina (BSA-HgELt), os sinais do
ATS livre ndo podem ser mensurados visto a relaxacdo da proteina € muito rapida devido a
sua alta massa molecular. A andlise espectral das misturas de TM com quantidades crescentes
de BSA (Figura 23) mostra que a interacdo da BSA e 0 TM (em excesso) se da por meio dos
H-2, H-3 e H-4, sendo estes hidrogénios que sofreram as maiores variagdes de deslocamento
quimico (), sendo -0,018, -0,014 e -0,015 ppm, respectivamente (Tabela 8) na presenca da

macromolécula.
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Figura 22 - Espectro de RMN'H de TM (1 mM) monitorado durante 15 dias (a) e espectro das solugdes de EtHg", cisteina, TM+cisteina, ATS+EtHg",

TMe ATS (b, ced).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.
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Figura 23 — Espectro de RMN de TM (1 mM) na presenca de BSA nas proporg¢des 100:1, 50:1 e 25:1.
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Tabela 8 - Deslocamento quimico do espectro de TM na auséncia e na presenca de diferentes
proporcdes de BSA

3/ ppm
Hidrogénio ™ Proporcdo TM:BSA A8
100 50 25
2 7,518 7,513 7,510 7,500 -0,018
3 7,199 7,195 7,192 7,185 -0,014
4 7,500 7,493 7,490 7,485 -0,015
5 7,218 7,212 7,215 7,218 0,000
9 1,703 1,695 1,692 1,687 -0,016
10 1,291 1,286 1,286 1,280 -0,011

1 A foi calculado baseado na diferenca entre §(TM:BSA = 25) e §(TM).
Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.10 Transferéncia de Energia por Ressonancia de Fluorescéncia (FRET)

O FRET é um processo mecanico-quantico que se baseia na transferéncia de energia
de um doador (fluoréforo) em estado eletronico excitado para um receptor (cromoforo)
através de interacdes dipolo-dipolo, sem emisséo de fétons (SAHOO, 2011). De acordo com a
teoria de Forster, a eficiéncia de transferéncia, no processo de interagdo, permite inferir sobre
a distancia entre o doador e o receptor e, para tanto, € necessario que haja sobreposicéo entre
0 espectro de emissdao de fluorescéncia do fluor6foro com o de absorcdo (UV-vis) do
cromoéforo. Neste processo, a distancia entre o doador e receptor deve estar entre 2-8 nm para
que o processo seja eficiente, e por fim, deve ocorrer uma orientacdo adequada do dipolo de
transicdo entre doador e receptor (GLOSH; RATHI; ARORA, 2016). A eficiéncia de
transferéncia energia (E) para o sistema BSA-HgEt foi calculada utilizando equacédo 9:
(WANG et al., 2011).

6
E:l- E:%
FO RO+r0

Equacao (9)

F e Fo sdo os sinais normalizados de fluorescéncia na auséncia e presenca do receptor,
respectivamente, Ry é a distancia critica de Forster em que 50% da energia emitida é
transferida para o receptor e r é a distancia do receptor para o residuo de triptofano presente

na proteina. Ry foi calculado utilizando a equagdo 10 (WANG et al., 2011).
R.=8.79x10%°K’n"®J Equagcéo (10)

K? é o fator de orientagdo que esté diretamente relacionado com a geometria do dipolo entre o
doador e o receptor (K* = 2/3, para orientacéo aleatéria em solucdo), n é o indice de refracéo
do meio (1,336), @ é o rendimento quantico da proteina (® = 0,15 para BSA). J corresponde a
area referente a sobreposicdo espectral entre o espectro de emissdo do doador e de absorcao

do receptor, calculado utilizando a equagéo 11 (WANG et al., 2011):
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_fFigﬂ.ﬂ“dﬂ
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A € o comprimento de onda correspondente ao espectro de fluorescéncia da solucdo de BSA e

J

Equacéo (11)

0 espectro de absor¢do da solucdo de TM. F(A) e () sdo as intensidades de fluorescéncia da
solugéo de BSA e o coeficiente de absorcdo molar da solugcdo de TM, respectivamente. A
Figura 24 mostra a sobreposicdo dos espectros de fluorescéncia da solugcdo de BSA e de
absorcéo por UV-vis de TM utilizando para calcular a distancia entre doador e receptor.
Utilizando as equacdes 8-10 pdde-se obter os valores J = 1,80x10™*® cm® mol™'L, Ro=
1,23 nm, E = 0,044 (4,4%) e ro= 2,06 nm. Através do mecanismo de intera¢do, foi visto que a
molécula de TM é clivada e ATS é o responsavel pela interacdo e diminuicdo da
fluorescéncia. Assim, 2,06 nm é a distancia entre ATS e o complexo BSA-EtHg. Desta forma,
a transferéncia de energia da BSA-EtHg para ATS ocorre com elevada probabilidade (HE et
al., 2005).
Figura 24 - Sobreposigdo espectral da emissdo de fluorescéncia de BSA (curva a), com absorcéo

de TM (curva b).
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

5.11. Avaliacdo da formacdo de amiloides

A formacdo de fibrilas amiloides insollveis, ricas em folhas beta com morfologia
fibrilar, em tecidos e 6rgéos, esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de pelo menos
25 doencas conformacionais como diabetes tipo Il, Alzheimer e Parkison (ZHANG; ZOU,;
LIU, 2012; WANG et al., 2016). Algumas moléculas sdo estudadas a fim de retardar este
processo, denominadas moléculas anti-agregantes, como compostos fendlicos (curcumina,
quercetina, acido tanico), agentes tensoativos, aspirina, nicotina, entre outros. Entretanto, ndo

existe cura para esta patologia (ZHANG et al., 2013). De forma contraria, algumas espécies
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podem acelerar a fibrilagdo ao interagir com a biomolécula, como Cu(ll), Pb(Il) e nanotubos
de carbono (PANDEY; GHOSH; DASGUPTA, 2010; GUAN; ZHANG; WANG, 2014,
MAZAHERI et al., 2015).

Espécies de merctrio como MeHg", EtHg", Hg(CHs), apresentam elevada toxicidade
ao ser humano e sdo acumulados e metabolizados preferencialmente no cérebro, onde séo
biotransformadas em mercdrio inorganico (ROONEY, 2014). Estas espécies podem contribuir
diretamente no processo de fibrilacdo proteica. Neste sentido, para avaliar o efeito da possivel
toxicidade do TM em meio biol6gico, a cinética de agregacdo proteica foi investigada, sendo
utilizado o EtHg" como referéncia para comparagéo. A tioflavina T (TT) foi empregada como
sonda fluorogénica para monitorar a formacdo de amiloides (NILSON, 2004). O perfil
espectral obtido para o sistema TM+BSA em processo de fibrilagdo é apresentado na Figura
25a, indicando que TT apresenta baixa fluorescéncia livre, mas apos adicdo das fibrilas ocorre
um aumento significativo do sinal analitico de fluorescéncia, estabilizando apds 2,5 h.

A Equacdo 12 foi utilizada para calcular os parametros da cinética de formacgdo das
fibrilas proteicas (utilizando BSA como modelo) na auséncia e presenca de TM e EtHg"
(GUAN et al. 2014).

F =F"+AFexp -[kspt]n Equacdo (12)

Sendo F, a intensidade de fluorescéncia de TT no tempo t, AF” a intensidade de fluorescéncia
maxima, AF a amplitude dos sinais de fluorescéncia medidos e ks, € constante relativa a taxa
de formacdao espontanea de fibrilas.

O efeito do TM e EtHg" para inducdo de fibrilas proteicas em funcdo do tempo é
mostrado na Fig. 25b. A presenca de TM e EtHg" ao sistema contendo BSA proporcionam um
aumento de kg, de 42,3 e 122,3%, respectivamente, quando comparado ao valor da BSA na
auséncia dos ligantes (Tabela 9). Estas espécies de mercurio favorecem a taxa de fibrilagdo da
BSA, podem provocar repulsdes eletrostaticas intramolecular, favorecendo a formagéo das
fibrilas (JUAREZ; TABOADA; MOSQUERA, 2009). Além disto, apresentaram n < 1
indicando que a cinética pode estar associada a multiplos mecanismos na formacdo do
amiloide (JUAREZ; TABOADA; MOSQUERA, 2009). Por fim, é possivel perceber a
contribuicdo do TM e seu produto de degradagdo (EtHg") no processo de fibrilagio proteica,
sendo que seus efeitos toxicos podem estar relacionados a doencas conformacionais ou

processos bioquimicos associados a agregacao de proteinas.
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Figura 25 - a) Espectro de fluorescéncia da tioflavina T (20 uM) para a fibrilacdo da BSA (2,5
mg L) na presenca de TM (100 uM); b) Cinética de fibrilacdo para a BSA (2,5 mg L™ ,m) na
presenca e auséncia de TM (o) ¢ EtHgCI (A) ambos a 100 uM.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2017.

Tabela 9 - Pardmetros cinéticos do processo de fibrilacdo da BSA

Sistema AF Kep (h™) n
BSA (2,5 mg mL™) 82 1,30 £ 0,10 1,07 £ 0,16
BSA + TM (100 uM) 124 1,85+0,15 0,60 + 0,05
BSA + EtHg" (100 uM) 138 2,89 + 0,43 0,40 + 0,04

Fonte: elaborado pelo autor. 2017.
6 CONCLUSAO

A interacdo entre BSA e TM, simulando condicdes fisiologicas, revelou que o
processo acontece por quenching estatico com formacao de um complexo ndo fluorescente. O
valor de K, foi de 3,24(+0,01)x10° L mol™ (30°C) com interagdo, preferencialmente
eletrostatica de forma espontanea. TM causa mudancas estruturais na BSA proporcionando
aumento no conteudo de a-hélice na BSA além de diminuir sua hidrofobicidade superficial.
Ca(ll) e Fe(ll) favorecem a interagcdo BSA-TM. TM interage no subdominio IB da BSA,
considerando que mecanismo de interacdo acontece pela formagdo de um aduto BSA-HQEt
através da ligacéo da cisteina livre (Cis34) com o 4&tomo de mercurio, ocorrendo liberacéo de
ATS. A distancia do ATS para o residuo de triptofano (Trp134) do aduto BSA-HgEt foi de
2,06 nm. Por fim, verificou-se que TM e EtHg" induzem a aceleracdo da fibrilagio da BSA
em 42 e 122% em relagéo ao sistema modelo, indicando que TM causa danos a estrutura da

proteina o que pode comprometer suas funcdes.
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