
1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS 

Campus A. C. Simões 

Tabuleiro dos Martins 

57072-970 - Maceió - AL 

 

UFAL 
INSTITUTO DE QUÍMICA E 

BIOTECNOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM 

QUÍMICA E BIOTECNOLOGIA 

 

BIOFÍSICA DA INTERAÇÃO ENTRE UREASE COM METABÓLITOS 

SECUNDÁRIOS DE LÍQUENS E DA ALBUMINA DO SORO HUMANO COM 

COCAÍNA E COCAETILENO 
 

 

 

THAMILLA MARIA SILVA MACIEL 

 

 

 

 

 



2 
 

THAMILLA MARIA SILVA MACIEL 

 

 

 

 

 

 

 

 

BIOFÍSICA DA INTERAÇÃO ENTRE UREASE COM METABÓLITOS 

SECUNDÁRIOS DE LÍQUENS E DA ALBUMINA DO SORO 

HUMANO COM COCAÍNA E COCAETILENO 
 

 

Dissertação de mestrado apresentado ao programa 

de pós-graduação em Química e Biotecnologia 

(PPGQB) da Universidade Federal de Alagoas 

(UFAL), como requisito parcial para obtenção do 

grau de mestre em Ciências. 

 

 

 

                                                                Orientador: Prof. Dr. Josué C. Caldas Santos 

                                                                  

 

 

 

 

 

 

Maceió – AL 

2019 

 

 



3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Catalogação na fonte 
Universidade Federal de Alagoas 

Biblioteca Central 
Divisão de Tratamento Técnico 

Bibliotecária Responsável: Helena Cristina Pimentel do Vale – CRB4 - 661 
                      

               M152b        Maciel, Thamilla Maria Silva.  

                                         Biofísica da interação entre urease com metabólitos secundários de  

                                 líquens e da albumina do soro humano com cocaína e cocaetileno / Thamilla  

                                 Maria Silva Maciel.  – 2019. 

                                         135 f. : il. grafs. 

                                    

                                         Orientador: Josué C. Caldas Santos. 

                                         Dissertação (mestrado em Química e Biotecnologia) – Universidade  

                                Federal de Alagoas. Instituto de Química e Biotecnologia. Maceió, 2019.  

                                                

                                         Bibliografia: f. 105-127. 

                                         Apêndices: f. 128-135. 

 

                                        1. Urease. 2. Albumina do soro humano. 3. Compostos bioativos. 

                                4. Estudos biofísicos. 5. Técnicas espectroscópicas. I. Título. 

 

 

                                                                                                                          CDU: 543.384 

 

 

 



4 
 

 

 

 



5 
 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente ao Senhor e Salvador Jesus Cristo por ter me concedido saúde, por ter 

guiado meus passos nos momentos decisivos e por ter ouvido minhas orações de gratidão 

e súplica.  

 

A minha família que sempre acreditou em mim e me deu toda base necessária, carinho, 

amor e conselhos.  

 

Ao meu orientador prof. Dr. Josué Carinhanha Caldas Santos que além de mestre, me 

inspira por seu profissionalismo e me incentiva a estudar mais e buscar mais. Muito 

obrigada pelos ensinamentos, ajuda, apoio e paciência. 

 

Ao meu querido Lucas por entender minha ausência, por ouvir meus medos, sonhar junto 

comigo e por ter me ajudado com os problemas do meu computador. 

 

A todos os amigos do laboratório de instrumentação e desenvolvimento em química 

analítica (LINQA): Alef, Ari, Jaelson, Karolayne, Emerson, Mayara, Camila, Fátima, 

Francisco, Amanda, Aryanna, Marina, Dayanne, Janaina, Woodland e Maria Célia por 

todas as conversas, momentos de descontração, apoio e companheirismo nas 

apresentações e prévias durante o mestrado e, em especial a minha amiga e agora 

companheira de laboratório Aryanna que me acompanha nas noites de estudos desde a 

época da graduação e que sempre está pronta para me ajudar em várias situações. A 

Marina pelos conselhos e por muitas fezes ser uma professora para mim. 

 

Ao professor Ângelo de Fátima por fornecer todos os compostos citados neste projeto 

completamente caracterizados. 

 

Ao Instituto Estadual de Florestas de Minas Gerais (IEF-MG / GPROP) pela autorização 

da colheita de Cladonia rappii no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, localizado 

em Araponga, Minas Gerais, Brasil. 

 

Ao professor Claudio Farina por fornecer duas cepas clínicas do Helicobacter pylori. A 

professora Luiza Valentina Modolo que realizou os estudos de seleção quanto a atividade 

enzimática. A professora Francesca Sisto que realizou os ensaios biológicos frente a 

cepas resistentes. A Camila Nunes (IQB-UFAL) por preparar a Figura 20. A Yane Mota 

por fornecer os dados dos valores de IC50 dos metabólitos secundários de líquen 

avaliados neste trabalho. 

 

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento – CNPq, a Fundação de Amparo 

à Pesquisa do Estado de Alagoas – FAPEAL e Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pelo apoio financeiro. 

 

A todos que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho. 



6 
 

RESUMO 

 

A natureza e a dinâmica da ligação entre pequenas moléculas e proteínas estão 

relacionadas à disponibilidade e transporte desses compostos. Inicialmente avaliou-se a 

interação entre metabólitos secundários de líquen, como os isômeros do ácido úsnico, 

neste caso o (+)-USN e (-)-USN), e o ácido fumarprotocetrárico (FUM) como inibidores 

de urease simulando condições fisiológicas, assim como, a interação da cocaína (COC) e 

do cocaetileno (CE) com albumina do soro humano (HSA). Nos estudos de interação 

entre metabólitos secundários de líquen e urease os valores de Kb (constante interação) 

obtidos indicam força de ligação de intermediária a forte entre a enzima e os inibidores, 

variando de 0,25 a 35,5×105 M-1 a 30ºC, sendo (+)-USN o composto com maior interação 

e FUM o de menor. O mecanismo de quenching deste processo é preferencialmente 

estático e as forças predominantes de interação eletrostáticas (ΔH < 0 e ΔS > 0). Por meio 

de fluorescência sincronizada e 3D foi possível inferir que houve mudanças na estrutura 

secundária da urease nativa. A avaliação da influência do substrato e de alguns inibidores 

clássicos (tioureia, hidroxiureia e omeprazol) na interação entre a urease e os compostos 

líquens, indicou que os mesmos interagem no sítio ativo da enzima. Por fim, foi observada 

relação inversa entre os valores de Kb e a concentração inibitória mínima (MIC) para 

cepas resistentes de H. pylori em ensaios in vitro, o que credencia os compostos avaliados 

a possíveis candidatos para o tratamento desta bactéria. Nos estudos de interação entre os 

alcaloides COC e CE com HSA, os valores da constante de ligação obtidos para o CE 

variaram de 2,92 a 8,33×104 M-1, sendo maiores quando comparados a COC (1,15 a 

3,77×104 M-1) em diferentes temperaturas. O estudo de transferência de energia 

ressonante (FRET), indicou que houve transferência de energia não-radioativa. Os 

parâmetros termodinâmicos indicaram que a COC apresentou interações preferenciais 

(não exclusivas) por forças de van der Waals e ligações de hidrogênio, enquanto que o 

CE tem maior preferência por interações hidrofóbicas. A utilização da sonda ANS, que 

se liga a regiões hidrofóbicas da HSA, confirmou as características mais hidrofóbicas da 

CE. Contudo, o valor de Kb, para ambos os compostos reduziu com aumento da força 

iônica (NaCl de 25 a 200 mM), indicando componente eletrostático nas forças de 

interação com a proteína, devido a protonação do nitrogênio (pKa = 8,6). O estudo por 

fluorescência sincronizada indicou que ambos compostos interagem preferencialmente 

na microrregião próximo ao resíduo de Trp214. O estudo por fluorescência 3D, UV-vis e 

dicroísmo circular indicaram mudanças na estrutura secundária em relação à proteína 

nativa. Além disso, foram realizados estudos para avaliação do sítio de ligação utilizado 

como marcadores a varfarina (sítio I), diazepam (sítio II) e digitoxina (subdomínio IIIB), 

sendo que ambos os compostos interagem preferencialmente no sítio I. A avaliação da 

influência de competidores indicou que apenas na presença do íons Ca(II) houve um 

aumento na constante de interação de forma mais significativa, sendo mais acentuado 

para o CE. Por fim, com base nos estudos por Ressonância Magnética Nuclear 1H foi 

possível propor o epítopo das moléculas. Assim, pôde-se concluir que o CE apresentou a 

maior afinidade pela HSA, justificando o seu maior tempo de vida no plasma quando 

comprado a COC, e desta forma, o aumento dos efeitos da droga no organismo. 

 

Palavras chaves: urease; albumina do soro humano; compostos bioativos; estudos 

biofísicos; técnicas espectroscópicas. 
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ABSTRACT 

The nature and dynamics of the binding between small molecules and proteins represent 

an area of intense study, due to the interaction processes are related to the availability and 

the transport of these compounds. The interaction between secondary lichen metabolites, 

as the usnic acid isomers, (+)-USN and (-)-USN) and fumarprotocetraric acid (FUM) as 

urease inhibitors as well as cocaine (COC) and cocaethylene metabolite (CE) interacting 

with human serum albumin (HSA) were evaluated simulating physiological conditions. 

In the interaction studies between secondary metabolites of lichen and urease, the Kb 

(binding constant) values obtained indicated intermediate to strong binding strength 

between the enzyme and inhibitors, varying from 0.25 to 35.5 105 M-1 at 30ºC. The (+)-

USN was the compound with higher interaction, while the FUM presented lower affinity. 

The quenching mechanism of the process is preferably static and the electrostatic forces 

(ΔH < 0 and ΔS > 0) shown the main contribution. Through synchronous fluorescence 

and 3D it was possible to infer that there were changes in the secondary structure of the 

native urease. Finally, the influence of the substrate and some classical inhibitors 

(thiourea, hydroxyurea and omeprazole) on the interaction between urease and lichen 

compounds, which interact in the active site of the enzyme, was evaluated. Finally, an 

inverse relationship was observed regarding Kb values and minimum inhibitory 

concentration (MIC) for resistant strains of H. pyroli in in vitro assays, which credential 

the compounds evaluated to possible candidates for the treatment of this bacteria. In the 

interaction studies between the alkaloids COC and CE with HSA, the binding constants 

obtained for the CE varied from 2.92 to 8.33×104 M-1, being greater than COC (1.15 to 

3.77×104 M-1) at different temperatures. These results agreement with the resonant energy 

transference (FRET) study, since the distance between donor (HSA) and receptors 

(ligands) for CE (1.76 nm) was lower than for COC (2.25 nm). Considering the 

thermodynamic parameters, the COC presented preferential interactions by van der Waals 

forces and hydrogen bonds, whereas the CE were hydrophobic interactions. The employ 

of the ANS probe, which binds to hydrophobic sites of the HSA, confirmed the 

hydrophobic characteristics of the CE. However, the Kb value for both compounds 

decreased with increasing ionic strength (NaCl 25-200 mM), indicating electrostatic 

component in the interaction with the protein, probably due to nitrogen protonation (pKa 

= 8.6). Synchronized fluorescence shown that both compounds interact preferentially in 

the microenvironment near the Trp214 residue. The 3D fluorescence, UV-vis and circular 

dichroism studies indicated that there were changes in the secondary structure relative to 

the native protein. Besides, the HSA binding sites were evaluated using warfarin (site I), 

diazepam (site II) and digitoxin (subdomain IIIB) as markers, COC and CE preferentially 

interact at site I of protein. The evaluation of the competitors influence indicated that only 

Ca(II) ions there was an increase in the interaction constant, being more accentuated for 

the CE. Finally, based on 1H Nuclear Magnetic Resonance studies was possible to propose 

the epitope of the molecules. Therefore, based on results was concluded that EC has the 

highest affinity for HSA, justifying its longer plasma life when compared with COC, and 

thus prolongs the effects. 

 

Keywords: urease; human serum albumin; bioactive compounds; biophysical studies; 

spectroscopic techniques. 
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ΔS  Variação de Entropia 

μL  Microlitros 

USN Ácido Úsnico 

FUM Fumarprotocetrárico 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Proteínas como um alvo de estudos 

 

No processo de reconhecimento molecular as macromoléculas biológicas interagem 

umas com as outras ou com várias moléculas pequenas por meio de interações não 

covalentes para formar um complexo supramolecular, que é estabilizado por interações 

não-covalentes mais fracas e reversíveis (NGUYEN et al., 2001; LENH, 1996).  

Neste contexto, as proteínas, que são as unidades fundamentais de todas as células, 

desempenham um papel vital em várias atividades celulares e sistemas reacionais 

(CHOWDHRY & HARDING, 2001). Essas macromoléculas são constituídas por 

diferentes sequências de aminoácidos (estrutura primária) que determina o grau de 

dobramento em uma estrutura tridimensional específica, reponsável por suas diferentes 

estruturas e, consequentemente, funções e categorias, as quais, incluem, por exemplo: 

enzimas, proteínas transportadoras, proteínas estruturais, proteínas de sinalização, entre 

outras (GUANGLIN, 2016). 

Essas inúmeras funções são realizadas pelas proteínas por meio de interações 

diretas com outras moléculas tais como ligantes endógenos e exógenos, como oxigênio, 

solvente e íons, ou macromoléculas, como outras proteínas, peptídeos, DNA, lipídeos, 

entre outras (ROCHE, BRACKENRIDGE, MCGUFFIN, 2015). A ligação de uma 

proteína com outras moléculas, de forma geral, apresenta elevada seletividade/afinidade 

para desempenhar adequadamente sua função. Por esta razão, a região da proteína que 

interage com outras moléculas, denominada de sítio de ligação, consiste de uma sequência 

específica de aminoácidos que possuem cadeias laterais acessíveis ao ligante 

(SALENTIN et al., 2014; ALBERTS et al., 2010).  

Em geral, quando uma proteína (P) se liga de forma reversível a um determinado 

ligante (L) este sistema pode ser representado pela equação 1 de equilíbrio genérico: 

P + L ⇌ PL                                                  Equação (1) 

onde (PL) é o complexo proteína-ligante (ROCHE, BRACKENRIDGE, MCGUFFIN, 

2015; MATSUSHITA et al., 2016) como mostrado na Figura 1  

Para explicar o mecanismo genérico representado anteriormente pode-se 

considerar três modelos: (a) chave-fechadura, (b) ajuste induzido e (c) seleção 

conformacional (Figura 2). Para o modelo chave-fechadura tanto a proteína como o 
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ligante possuem uma estrutura rígida, assim, a região de ligação de ambos deve ser 

perfeitamente compatível para ocorrer interação entre eles. 

Figura 1- Exemplo de ligação reversível proteína-ligante. 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.  

Figura 2- Formação do complexo proteína-ligante, considerando os modelos: (a) chave-

fechadura, (b) ajuste induzido e (c) seleção conformacional. 

 

 

 

Fonte: adaptado de DU et al., 2016.  



19 
 

O modelo ajuste induzido é mais completo, uma vez que consegue explicar o fato 

de uma proteína interagir com um ligante mesmo quando suas formas iniciais não são 

compatíveis, pois, o sítio de ligação é flexível às alterações conformacionais induzidas 

pelo ligante. Mesmo assim, este modelo apresenta limitações, pois só leva em conta a 

flexibilidade conformacional do sítio de ligação da proteína, além de tratar a conformação 

da proteína como única e estável sob determinadas condições experimentais e, isto não é 

o que realmente ocorre com a maioria das proteínas. O modelo de seleção conformacional 

é o que melhor explica o mecanismo de interação proteína- ligante, pois leva em conta 

essa flexibilidade intrínseca. Segundo este modelo, a proteína em seu estado nativo não 

existe com uma única conformação, mas sim como um conjunto de vários 

estados/subestados conformacionais que coexistem em equilíbrio, assim o ligante pode 

ligar-se seletivamente ao estado/subestado conformacional mais adequado e 

energeticamente favorável (DU et al., 2016; SALENTIN et al., 2014). 

O que determina o estado/subestado mais adequado para a interação proteína-

ligante é formação de um conjunto de ligações fracas não-covalentes, as quais estão 

representadas na Figura 3 e melhor descritas na Tabela 1. Esse conjunto de ligações 

intermoleculares deve fornecer um estado conformacional mais estável e de menor 

energia (MATSUSHITA et al., 2016). 

Figura 3- Ligações não-covalentes envolvidas no processo de interação proteína-ligante. 

 

 

Fonte: Adaptado de Silva, 2017. 
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Tabela 1- Energias de ligação envolvidas nas ligações não-covalentes. 

 

Tipo de ligação 
Energia de ligação 

(kcal mol-1) 
Característica 

Ligação de hidrogênio 0,24 a 2,4 

Entre átomos eletronegativos, como 

oxigênio, nitrogênio, flúor, e o átomo de 

hidrogênio de ligações O-H e N-H, 

Interação eletrostática 1,0 a 7,0 

Entre dipolos e/ou íons de cargas opostas 

(depende da constante dielétrica do meio 

e da distância entre as cargas). 

Interação hidrofóbica 1,0 

Ocorre em função da interação entre 

cadeias ou subunidades apolares, que 

estão organizadamente solvatadas por 

camadas de moléculas de água. 

Interação de Van der Waals 0,5 a 1,0 

Entre moléculas apolares que apresentam 

dipolos induzidos em função da 

polarização transitória proveniente de 

ligações C-C ou C-H. 
Fonte: Adaptado de BARREIRO & FRAGA, 2015 

Em suma, o conhecimento dos mecanismos responsáveis pelo reconhecimento e 

afinidade da ligação proteína-ligante auxilia na descoberta, planejamento e 

desenvolvimento de novos fármacos, sendo possível também compreender as possíveis 

mudanças na conformação das proteínas causadas pelas interações proteína-ligante 

(BARREIRO & FRAGA, 2015). 

Portanto, existem vários modelos de proteínas que podem ser utilizados em estudos 

de interação macromolécula-ligante, fornecendo uma variedade de informações 

relevantes. A exemplo, pode-se citar: hemoglobina (BASU & CHAKRABARTI, 2015), 

albumina do soro humano (HSA) (SHAHABADI; BAZVANDI; TAHERPOUR, 2017) 

albumina do soro bovino (BSA) (BUDDANAVAR & NANDIBEWOOR, 2017), catalase 

(NAJJAR et al., 2017), ovalbumina (DANTAS et al., 2017), urease (LAGE et al., 2018) 

e lipase pancreática (GONÇALVES, MATEUS, DE FREITAS, 2010), entre outras. Neste 

trabalho serão utilizados como modelos a urease e a albumina do soro humano (ROCHE, 

BRACKENRIDGE, MCGUFFIN, 2015; GULER, 2013). A seguir, uma abordagem geral 

sobre estas proteínas será realizada quantos as suas principais funções e características. 
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1.2 Urease: estrutura, função e importância  

 

A urease é uma metaloenzima (Figura 3) que contém dois íons de níquel em seu 

sítio ativo (KAFARSKI &TALMA, 2018). A ativação do sítio também já foi observada, 

in vitro, com íons manganês e cobalto (SUJOY & APARNA, 2013).  

Os íons de Ni(II) no centro ativo da urease estão ligados em ponte por um resíduo 

de lisina carbamilada e por um íon hidróxido, apresentando elevada afinidade e a remoção 

destes só ocorre com o uso de desnaturantes ou ácidos, o que não é o caso na maioria das 

outras metaloenzimas (KAFARSKI & TALMA, 2018; KRAJEWSKA, 2009). Além 

disso, cada íon metálico também está ligado a dois resíduos de histidina, e a uma molécula 

de água, e um dos íons de Ni(II) está ligado a um de aspartato (KAPPAUNA et al., 2018). 

A urease é a enzima responsável pela hidrólise da ureia. Esse composto é 

encontrado no meio ambiente (água e solo) e no corpo humano. Um adulto saudável 

excreta cerca de 30 g de ureia por dia pela urina. No entanto, a ureia não está presente 

apenas na urina, mas também no soro sanguíneo, suor e até no estômago (GOULD, 2014; 

KONIECZNA et al., 2012). 

O mecanismo de hidrólise da ureia pela urease já tem sido bem discutido. De forma 

geral, a ureia desloca as moléculas de água do sítio ativo da urease e se liga a um dos íons 

de Ni(II), através do oxigênio carbonílico, tornando o carbono da ureia mais eletrofílico 

e, portanto, mais suscetível ao ataque nucleofílico. Em seguida, a ureia se liga ao outro 

íon de Ni(II) por meio de um de seus átomos de nitrogênio amino, estabelecendo uma 

ligação bidentada com a urease, o que facilita o ataque nucleofílico no carbono 

carbonílico, resultando em um intermediário tetraédrico, a partir do qual NH3 e carbamato 

são liberados (KAPPAUNA et al., 2018). Esse processo ocorre espontaneamente em 

condição de pH fisiológico (7,20) e a enzima é ativa no intervalo de pH entre 4 -10, tendo 

seu pH ótimo próximo a 8 (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010; 

KONIECZNA et al., 2012; LAGE et al., 2018). As principais divergências surgem com 

relação ao ataque nucleofílico. Enquanto Benini e col. (1999) defendem que o ataque 

nucleofílico ocorre pela hidroxila ligada em ponte entre os íons de Ni(II), Karplus e col. 

(1997), propuseram que o ataque seria via o oxigênio da hidroxila coordenada como 

molécula de água ligada ao Ni(II). Assim, do ponto de vista reacional, o processo de 

hidrólise envolve duas etapas: na primeira, uma molécula de amônia e uma molécula de 

carbamato são formadas. Em solução aquosa, a segunda etapa consiste na conversão 

espontânea do carbamato a segunda molécula de amônia e ácido carbônico, como 
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mostrado na Figura 4(c). Este processo resulta no aumento de pH, por conta do caráter 

básico da amônia (GOULD, 2014; KONIECZNA et al., 2012). 

Figura 4- (a) Estrutura em tridimensional da urease; (b) sítio ativo da urease, sendo w1, w2 e w3 

moléculas de água; (c) reação de hidrólise da ureia; 

 

Fonte: Adaptado de LAGE et al., 2018. 

A atividade enzimática da urease foi identificada pela primeira vez em 1876 por 

Frédéric Alphonse Musculus como um fermento solúvel. Em 1926, James B. Sumner, 

mostrou que a urease é uma proteína ao examinar a forma cristalizada da urease de feijão 

(Canavalia ensiformis), a qual foi a primeira enzima a ser cristalizada. O trabalho de 

Sumner foi a primeira demonstração de que uma proteína pode funcionar como uma 

enzima (SUMNER, 1926; SUMNER; KIRK; HOWELL, 1932). 

A urease é encontrada em bactérias, fungos, algas, plantas e alguns invertebrados, 

bem como nos solos. Nas plantas, a urease é amplamente distribuída em sementes de 

leguminosas (KONIECZNA et al., 2012; BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 

2010). A urease de vegetais e fungos é uma proteína constituída por subunidades 

idênticas, de aproximadamente 90 kDa cada, mais comumente organizadas como trímeros 

e hexâmetros. A urease jack-bean, por exemplo, é composta por 840 aminoácidos, sendo 

90 resíduos de cisteína, além de quatro resíduos de triptofano nas posições 495, 648, 708 

e 728, com massa molecular, sem os íons Ni(II), de 90,77 kDa. Já a urease bacteriana é 

composta por três subunidades distintas, uma α (de 60-76 kDa), β (de 8-21 kDa) e γ (de 

6-14 kDa), sendo uma enzima rica em cisteína, tendo massa molar entre 190 e 300 kDa. 

As ureases bacterianas e vegetais apresentam alta similaridade na sequência de 

aminoácidos, sugerindo que possuem estruturas tridimensionais semelhantes e um 
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mecanismo catalítico conservado (KONIECZNA et al., 2012; BALASUBRAMANIAN 

& PONNURAJ, 2010). 

Por outro lado, diversas bactérias patogênicas apresentam atividade ureolítica, 

como por exemplo, Clostridium perfringens, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Salmonella sp., Staphylococcus saprophyticus, Ureaplasma urealyticum, Yersinia 

enterocolitica e Helicobacter pylori. Uma das ureases bacterianas mais estudadas é a da 

H. pylori, pois essa bactéria é responsável por causar úlceras pépticas, uma das causas do 

câncer de estômago, sendo relatado por Muller e colaboradores (2007) que os indivíduos 

infectados apresentam probabilidade 10 vezes maior para a ocorrência de lesão da mucosa 

gástrica (KONIECZNA et al., 2012). Nas populações do norte da Europa e da América 

do Norte, cerca de um terço dos adultos ainda estão infectados, enquanto no sul e leste da 

Europa, América do Sul e Ásia, a prevalência de H. pylori é frequentemente superior a 

50% (EUSEBI et al., 2014) 

A produção de urease pela H. pylori é o principal fator que permite essa bactéria 

sobreviver no ambiente ácido do estômago, antes de infectar sua mucosa, pois a urease 

hidrolisa a ureia em amônia e CO2, resultando no aumento do pH no micro-ambiente em 

seu entorno (LAGE et al., 2018). Essa característica difere a H. pylori de algumas 

bactérias, uma vez que esta condição de pH altamente ácido é hostil para a maoria dos 

microrganismos. Cerca de 99,9% da Salmonella e Vibrio sp, por exemplo, ao ser ingeridas 

morrem quando expostas ao ácido gástrico (STRUGATSKY, 2013; KONIECZNA et al., 

2012). 

A estrutura altamente complexa da urease de H. pylori é a responsável por permitir 

sua atividade em condições ácidas, quando outras ureases sofrem inativação não 

reversível. A urease da H. pylori é composta por apenas duas subunidades: UreA (β-61,7 

kDa) e UreB (α -26,5 kDa) (Figura 5 (a)). Os polipeptídios α e β são ligados formando 

trímero, onde o domínio N-terminal da subunidade β é essencial no processo de agregação 

(Figura 5 (b)). Em seguida, quatro trímeros formam um complexo tetraédrico, como 

mostrado na Figura 5. (HA et al., 2001; STRUGATSKY, 2013). 
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Figura 5- Esquema de estrutura da H. pylori: (a) monômeros de urease da H. pylori; (b) trímeros 

de urease da H. pylori ; (c) associação dos trímeros da urease da H. pylori . 

 

 

Fonte: Adaptado de KONIECZNA et al., 2012. 

 

1.2.1 Importância de inibir a ação da urease 

 

Atualmente há a necessidade do desenvolvimento de inibidores de urease uma vez 

que existe potencial de aplicação em diversas áreas, como genética, bioquímica, 

fisiologia, agricultura, pecuária, engenharia e medicina, destacando-se as aplicações 

clínicas e agrícolas (KRAJEWSKA, 2018; MODOLO et al., 2018; GRAHAMA & 

MIFTAHUSSURUR, 2018; CANTARELLA et al., 2018). 

No contexto clínico, as ureases bacterianas podem servir como um meio pelo qual 

determinadas bactérias conseguem se multiplicar em um determinado organismo, 

provocando complicações, como a formação de cálculos urinários, úlcera péptica ou 

câncer gástrico (principalmente com H. pylori) resultante da infecção dos tratos urinários 

e gastrointestinais, respectivamente (GRAHAMA & MIFTAHUSSURUR, 2018)  

Durante os últimos 20 anos,o tratamento para H. pylori consiste na associação dos 

antibióticos amoxicilina e claritromicina com omeprazol, um inibidor de células da 
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bomba de prótons e também inibidor de urease (GRAHAMA & MIFTAHUSSURUR, 

2018). Porém, com o aumento da resistência da H. pylori a estes antibióticos, esse 

tratamento foi se tornando ineficaz. Assim, outras estratégias de tratamento surgiram, 

como o uso de sais de bismuto combinados com um inibidor da bomba de prótons ou 

combinações de outras classes de antibióticos como fluoroquinolonas, aminopenicilinas 

e tetraciclinas (KRAJEWSKA, 2018). Mas, quando se trata de resistência a antibióticos, 

a H.pylori ainda é um desafio.  

Assim, a inibição da atividade da urease pode ser um meio promissor de tratamento 

para bactérias produtoras de urease (CLYNE & DRUMM, 1996; MODOLO et al., 2014). 

No entanto, os inibidores da urease comercialmente disponíveis, tais como 

fosforodiamidatos, derivados do ácido hidroxâmico e imidazóis são tóxicos e de baixa 

estabilidade, o que impedem seu uso clínico. Então, tem-se buscado novos inibidores de 

urease com estabilidade melhorada e baixa toxicidade. 

 No contexto agrícola, a ureia é usada como fertilizante nitrogenado em todo o 

mundo. Este composto orgânico apresenta algumas vantagens em relação a outros 

fertilizantes nitrogenados, como alto teor de N (46%), baixo preço, solubilidade em água 

e facilidade de manejo (MODOLO et al., 2018). No entanto, em condições de campo, a 

eficiência da ureia pode ser reduzida devido a perdas de nitrogênio (mais de 50%) 

causada, entre outros fatores, pela volatilização da amônia (NH3) a partir da ação de 

ureases presentes nos microrganismos do solo, o que pode levar a um desequilíbrio no 

ciclo do nitrogênio, implicando em desastres ambientais a longo prazo, quando as 

populações de bactérias já foram selecionadas. Além disso, pode vir a ser tóxica e levar 

danos às plantas devido a exposição a amônia e, a necessidade do uso de maior quantidade 

de fertilizante para atender a uma determinada área de lavoura (MODOLO et al., 2014; 

CANTARELLA et al., 2018). Assim, estratégias baseadas na inibição da urease devem 

ser consideradas visando diminuir a perda de ureia, pois só existe um inibidir disponível 

comercialmente, o NBPT (N-(n-butil) tiofosfórico triamida) (CANTARELLA et al., 

2018). 

 

1.3 Albumina do soro humano: estrutura, função e importância 

 

A albumina do soro humano (HSA) é uma proteína carreadora constituída por uma 

única cadeia de polipeptídeos não glicosilados que contém 585 aminoácidos com uma 

massa molecular de 66.5 kDa (GHUMAN et al., 2005). A estrutura secundária da proteína 
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é composta por cerca de 67% de α-hélice tendo seis regiões de enovelamento e 17 pontes 

dissulfeto. Sob condições fisiológicas (pH = 7,20) a HSA apresenta carga negativa, uma 

vez que seu pI é aproximadamente 4,7. Nesta condição de pH, a HSA adota uma estrutura 

tridimensional em forma de “coração” tendo três domínios homólogos I-III. A 

concentração da HSA no plasma humano varia de 34 a 54 g L-1, e compreende de 50-60% 

das proteínas presentes no plasma humano, além disto, possui uma meia vida de 19 dias 

(PETITPAS et al., 2001; VLASOVA & SALETSKY, 2009). 

A HSA desempenha um importante papel na regulação da pressão osmótica e no 

transporte de vários compostos endógenos, como ácidos graxos, vitaminas, hormônios, 

metabólitos tóxicos (bilirrubina, por exemplo), aminoácidos, íons metálicos e compostos 

exógenos, como uma variedade de fármacos, os quais podem se encontrar ligadas às 

proteínas do plasma ou nas suas formas livres (MATSUSHITA et al., 2017; PETITPAS 

et al., 2001). 

 

1.3.1 Principais sítios de ligação da HSA 

 

Estudos recentes de cristalografia de raios-X demonstraram claramente a presença 

de sítios preferenciais de interação da HSA, e uma vez estabelecida a interação proteína-

ligante pode levar a mudanças na conformação da proteína (YAMASAKI et al., 2013; 

RANJBAR et al., 2013). Além disso, dados cristalográficos mostram que a HSA contém 

três domínios, denominados I, II e III, os quais podem se dividir em subdomínios A e B, 

como ilustrado na Figura 6. Sendo observado também que a HSA contém 35 resíduos de 

cisteína, e todos, exceto Cis34 (no subdomínio IB), estão envolvidos na formação de 

ligações dissulfeto que servem para estabilizar a estrutura tridimensional da proteína. As 

interações entre domínios e subdomínio também contribuem significativamente para a 

estabilidade da macromolécula (ABDOLLAHPOUR et al., 2016). 

Estudos pioneiros de Sudlow usando um método de deslocamento de sonda 

fluorescente mostraram a presença de dois sítios preferenciais para a ligação com 

fármacos na HSA: o sítio I (sítio da varfarina) e sítio II (o sítio de ligação da 

benzodiazepina) (SJÖHOLM et al. 1979; SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976). Em 

seguida, uma série de estudos para caracterizar os ambientes dos sítios I e II foram 

realizados. Inicialmente, Fehske e col. (1982), demonstraram a existência de um único 

resíduo de triptofano (Trp214) na estrutura da HSA, localizado no sítio I, enquanto que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsushita%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28966257
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Yamasaki e col (1996), prôpos a existência de três regiões de ligação (subsíto Ia, Ib e Ic) 

dentro do sítio I. 

 Bos e col. (1987), utilizaram fragmentos de albumina humana após ação 

enzimática da pepsina e tripsina para prôpor que os sítios I e II estavam localizados nos 

domínios II e III, respectivamente. Atualmente, estudos cristalográficos comprovam que 

os sítios I e II são atribuídos aos subdomínios IIA e IIIA, respectivamente (YAMASAKI, 

2013; GUIZADO, 2014). 

Figura 6- Estrutura e sítios de ligação da albumina do soro humano (HSA). 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019  

 

Ligantes preferenciais do sítio I são geralmente ácidos dicarboxílicos e/ou 

moléculas heterocíclicas volumosas com uma carga negativa localizada no meio da 

molécula. Além disso, estudos cristalográficos demonstraram que o sítio I é maior do que 

o sítio II e que apresenta características apolares, em grande parte, com regiões polares 

localizadas centralmente (formadas pelas cadeias laterais de Tir150, His242 e Arg257 

localizado na parte interior e Lis195, Lis199, Arg218 e Arg222 na parte externa). A 

preferência por compostos aromáticos planos, como varfarina, fenilbutazona, 

azapropazona, furosemida, é devido aos compostos serem capazes de se ajustarem entre 

as cadeias de Leu238 e Ala291 no centro da cavidade (YAMASAKI, 1996), e desta 

forma, o sitio I mostra pobre estereoseletividade em função de sua flexibilidade 

(KRAGH-HANSEN, 1985).  

De acordo com a estrutura cristalina da HSA, o sítio II é uma cavidade em grande 

parte apolar com uma única região polar dominante perto da entrada do sítio, centrado na 

Tir411 e Arg410. Este arranjo polar e apolar é consistente com as estruturas típicas das 

moléculas que se ligam preferencialmente ao sítio II, que são ácidos carboxílicos 
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aromáticos com uma função ácida carregada negativamente na extremidade da molécula 

e separadas por um centro hidrofóbico. O diazepam (7 - cloro- 1, 3- dihidro- 1- metil- 5- 

fenil- 1, 4- benzodiazepin- 2 (2H)- ona), diflunisal (5- (2, 4- difluorofenil)- 2- 

hidroxibenzoico) e ibuprofeno ( ácido (RS)- 2- (- (2- metilpropil) fenil) propanoico) são 

drogas que interagem com o grupo hidroxila da Tir411, no sítio II (KRAGH-HANSEN, 

1985). Vale ressaltar que não foram observadas divisões, como observado no caso do 

sítio I (SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976). O sítio II foi proposto ser menor e menos 

flexível que o sítio I porque as moléculas grandes raramente se ligam a este sitio 

(GHUMAN, 2005). O sítio II frequentemente mostra estereoseletividade, ou seja, a 

magnitude da interação é afetada em função de modificações estruturais do ligante com 

grupos de pequeno volume (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1976). Por exemplo, o (R) 

ibuprofeno se liga ao sítio II com uma afinidade de 2,3 vezes mais elevada do que o 

enantiômero S (YAMASAKI, 2013). 

Nem todos os fármacos se ligam aos sítios I ou II (subdomínios IIA ou IIIA). 

Sudlow e col. (1976) sugeriram a existência de pelo menos um outro local de ligação para 

a probenecida (ácido 4- dipropilsulfamoil benzóico), amitriptilina (3- (10, 11- diidro- 5H-

dibenzo''a'',''d'' ciclohepteno-5-ilideno)-N, N- dimetil-1- propanamina) e debrisoquina (1, 

2, 3, 4- tetra- hidroisoquinolino- 2- carboximidamida) que se ligam fortemente à 

albumina. Além disso, Sjöholm (1979) e Kragh-Hansen (1985) demonstraram o sítio de 

ligação da digitoxina o qual ainda não foi totalmente esclarecido, contudo não está 

associado ao sítio I ou II. O ibuprofeno e o diflunisal têm um sítio de ligação secundário, 

que fica na interface entre os subdomínios IIA e IIB, e que é o sítio preferencial para 

oxifenilbutazona, no subdomínio IIIB (SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976). 

Para identificar o sítio de ligação de uma grande variedade de compostos com a 

HSA são usadas moléculas, denominadas de marcadores, que se ligam seletivamente aos 

sítios I e II, em ensaios de competição empregando diferentes técnicas instrumentais 

(SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976, RANJBAR et al., 2013). 

 

1.3.2 Importância de realizar estudos de interação com a HSA 

 

Devido a sua função transportadora, as albuminas do soro humano têm sido muito 

estudadas dentro da bioquímica e biofísica, sendo empregadas como modelo de proteína, 

visando explorar sua capacidade de interagir com diversos ligantes. Esse atributo confere 

grande importância a esta proteína, uma vez que a farmacocinética e farmacodinâmica de 
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drogas lipossolúveis depende fortemente de sua interação com a HSA. Além disso, a 

interação da HSA com drogas proporciona uma visão sobre terapia medicamentosa e 

design de fármacos e desta forma, é possível predizer sobre a eficácia de compostos como 

agente terapêutico a depender do grau de interação (LIU et al., 2016; SLEEP, 

CAMERON, EVANS, 2013). 

O desenvolvimento de vários medicamentos explorou a interação dos mesmos com 

a HSA, como exemplo, as drogas Levemir® e Victosa®. Aquele é um análogo da insulina 

em que um ácido graxo (ácido mirístico) está ligado ao aminoácido lisina na posição B29, 

enquanto este é um derivado do peptídeo do tipo glucagon (GLP-1) com um ácido 

mirístico na posição ε-amino da lisina N-terminal. Foi observado que, a partir da ligação 

de um ácido graxo na cadeia dessas moléculas o tempo de meia-vida aumentou de 4-6 

min para 5-7 h e de aproximadamente 2min para 11-15 h, respectivamente. Isso ocorreu 

pelo fato de que quando essas moléculas se encontraram associadas a um ácido graxo, 

passaram a se ligar à HSA em sítios hidrofóbicos, sendo, posteriormente, dissociadas 

lentamente, prolongando a biodisponibilidade. Adicionalmente, Trussel e colaboradores 

(2009) sintetizaram o ácido 4- (p- iodofenil) butanoico, o qual possui capacidade de ligar-

se fortemente à albumina e dessa forma, aumentar o tempo de meia-vida, permitindo 

assim, aumentar a meia-vida de um anticorpo de cadeia única (scFv), de 20 min para cerca 

de 40 h em camundongos (SLEEP, CAMERON, EVANS, 2013). Além disso, muitos 

medicamentos podem ter sua solubilidade melhorada, uma vez que a HSA tem a 

capacidade de se ligar a substâncias de baixa solubilidade, como ácidos graxos, porfirinas 

e uma ampla variedade de drogas (SULTAN et al., 2015). 

Em virtude da importância de estudos de interação proteína-ligante, é necessário 

um entendimento detalhado desse mecanismo e isso implica em conhecer não só as 

características das proteínas, mas também das particularidades dos ligantes avaliados, o 

que será discutido nos próximos tópicos.  

 

1.4. Compostos que interagem com proteínas: ligantes 

 

Um ligante pode ser definido como qualquer composto de estrutura química 

definida de variada massa molar com alguma função ou propriedade biológica capaz de 

interagir com macromoléculas como ácidos nucléicos, proteínas, polissacarídeos ou 

lipídeos (DU et al., 2016). Neste trabalho, os ligantes avaliados foram pequenas 
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moléculas como: os isômeros do ácido úsnico (USN) e o ácido fumarprotocetrárico 

(FUM), além da cocaína (COC) e cocaetileno (CE), em sistemas simulando as condições 

fisiológicas. 

 

1.4.1 Metabólitos secundários de líquens 

 

Os líquens são associações simbióticas complexas entre fungos e algas e são 

constituintes importantes de muitos ecossistemas, além disso, eles possuem ampla 

distribuição e habitam as mais diferentes regiões do planeta (MOLNÁRA & FARKAS, 

2010). Eles geralmente crescem em superfícies de rochas, no solo não fértil, bem como 

nos troncos e folhas de árvores, sendo capazes de sobreviver em situações de estresse 

ecológico como, alta iluminação, altas temperaturas e escassez de água (ÇOBANOĞLU 

et al., 2016; CALCOTT et al, 2018). 

Como resultado dessa simbiose há a produção de metabólitos primários 

(intracelulares) e secundários (extracelulares) (MACIĄG-DORSZYŃSKA, WĘGRZYN, 

GUZOW-KRZEMIŃSKA, 2014). Os metabólitos primários são proteínas, aminoácidos, 

carboidratos, carotenoides, polissacarídeos e vitaminas essenciais para o crescimento 

vegetativo (KOWALSKI et al., 2011). Já os metabólitos secundários, não são essenciais 

para o crescimento vegetativo sendo produzidos quando o crescimento microbiano já está 

na fase estacionária, a partir de um metabólito primário, podendo funcionar como (i) 

hormônios sexuais, (ii) ionóforos, (iii) compostos competitivos contra bactérias, fungos, 

amebas, insetos e planta, (iv) agentes de simbiose, (v) efetores de diferenciação, e outras 

atividades ainda desconhecidas (DEMAIS &ADRIO, 2008). 

Os metabólitos secundários são constituídos por uma grande variedade de 

compostos alifáticos e aromáticos, principalmente ácidos fenólicos (KOWALSKI et al., 

2011), e foram bastante explorados em muitas pesquisas relacionadas às aplicações 

fitoquímicas e farmacêuticas, pois eles possuem um grande potencial farmacêuticos, 

incluindo principalmente atividades antimicrobianas, antioxidantes, antivirais, 

anticancerígenas, antigenotóxicas, anti-inflamatórias, analgésicas e antipiréticas 

(MOLNÁR & FARKAS, 2010). Dentre os metabólitos secundários produzidos por 

líquens, merecem destaque os isômeros do ácido úsnico e o ácido fumarprotocetrárico, 

cujas estruturas estão ilustradas na Figura 7 (BAČKOROVÁ et al., 2012). O ácido úsnico 

(USN) (2, 6- diacetil- 7, 9- dihidroxi- 8, 9b- dimetildibenzo[b,d] furan-1, 3(2H,9bH)-

diona) é um composto de coloração amarela que existe em duas formas enantioméricas, 
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as quais diferem na posição 9b do grupo metila (BAČKOROVÁ et al., 2012). Este 

metabólito secundário ocorre em muitas espécies de líquens pertencentes a diferentes 

gêneros, como: Usnea, Evernia, Lecanora, Cladonia e Parmelia, tendo a importante 

função de proteger o líquen da radiação de menor comprimento de onda (RUNDEL, 

1987), além de ser considerado uma reserva energética em casos de estresse nutricional 

(VICENTE et al., 1980).  

Além disso, é o metabólito secundário de líquen mais amplamente estudado, por 

conta das suas várias propriedades bioativas, já relatado na literatura sua atividade 

antiviral, anti-inflamatória, analgésica, antifúngicas e antibactericida (MACIAG-

DORSZYNSKA, WEGRZYN, GUZOW-KRZEMINSKA, 2014) para bactérias como, 

Mycobacterium tuberculosis (VARTIA, 1949); Micrococcus luteus, Bacillus 

licheniformis, B. mycoides e Streptococus β-hemolyticus (BUSTINZA, 1951); M. aurum 

(INGÓLFSDÓTTIR et al, 1998), B. cereus, B. megaterium, S. aureus, Klebisiela 

pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa (SAENZ, GARCIA, HOWEL, 2006). Vicente e col. 

(1973; 1978), estudando a germinação de sementes, demonstraram que o uso do ácido 

úsnico pode inativar algumas enzimas, como por exemplo, glutamato desidrogenase e a 

urease. 

Figura 7- Estruturas químicas de metabólitos secundários de líquens: (a) (R)-(+)-ácido úsnico, 

(b) (S)-(-)-ácido úsnico e (c) ácido fumarprotocetrárico. 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019 
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O ácido fumarprotocetrárico (FUM), por sua vez, é uma depsidona produzida pelo 

líquen Cladonia verticillaris (CALCOTT et al, 2018), sendo importante para o 

organismo produtor, uma vez que pode agregar metais prejudiciais à parede celular de 

fungos, impedindo sua entrada nas células (HAUCK & HUNECK, 2007), além de possuir 

atividade antiherbívora (REUMATIMANN & SCHEIDEGGER, 1987) e contribuir na 

regulação da atividade da urease (VICENTE & XAVIER-FILHO, 1979), pois segundo 

Legaz e colaboradores (2006), os fenóis liquênicos bloqueiam os grupos – SH essenciais 

para a atividade enzimática, impedindo a formação dos complexos enzima-substrato, 

sendo reportado que o ácido fumarprotocetrárico de C. verticillaris inibe a urease. 

Esse metabólito já tem sido descrito na literatura como um potente bactericida e 

fungicida. Alguns estudos mostraram sua forte ação contra muitas bactérias, como 

Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, entre 

outros (CALCOTT et al, 2018). 

Pelo fato desses metabólitos já serem bem estudados e bem caracterizados quanto 

a estrutura, citotoxicidade, ação antimicrobiana, entre outros, buscou-se avaliar a ação 

dos mesmos como inibidores de urease, e consequentemente como possíveis compostos 

para o tratamento da H. pilory, uma vez que há uma grande demanda da indústria 

farmacêutica por novas moléculas que não sofreram de detoxificação pelos 

microrganismos patogênicos, ainda sendo possível conferir a esses compostos uma nova 

aplicação ainda não explorada , significativamente, na literatura. 

 

1.4.2 Cocaína e cocaetileno 

 

A cocaína (benzoilmetil ecgonina) é um alcaloide extraído das folhas da coca, uma 

planta cujo nome científico é Erythroxylum coca, natural da América do Sul. Além disso, 

é uma das drogas ilegais mais amplamente usadas no mundo e o vício na cocaína (COC) 

constitui um problema de saúde pública. Esta droga é vendida na forma de um pó solúvel 

em água, como cloridrato de cocaína, que pode ser inalado ou injetado. Após inalação sua 

concentração máxima no plasma é atingida em cerca de 5 min e os níveis máximos no 

cérebro após cerca de 4-10 min (SUKBUNTHERNG et al., 1996; DENG et al., 2002). Os 

usuários de cocaína experimentam uma série de efeitos, como euforia, elevação do humor 

e aumento da energia sexual, no entanto, alguns efeitos indesejáveis podem ser causados, 

incluindo paranoia, alucinações e psicose (CASEY LAIZURE et al., 2003). 
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Os efeitos de euforia, prazer e agitação estão relacionados ao estímulo da 

biossíntese e bloqueio de receptação de neurotransmissores dopaminérgicos. A dopamina 

é sintetizada por alguns neurônios em certas regiões do cérebro. Após ser sintetizada, fica 

armazenada em pequenas vesículas e quando um impulso elétrico chega aos dendritos 

terminais dos neurônios, essas vesículas liberam seus conteúdos no espaço sináptico 

(ponto de encontro entre os neurônios). Ali, a dopamina se liga a receptores específicos 

situados na membrana externa do neurônio seguinte (ROTH et al., 1995), desencadeando 

a transmissão do impulso nervoso e sendo recapturada ao se ligar a receptores específicos 

na célula de origem, como um tipo de ciclo de reutilização. A cocaína bloqueia esses 

receptores, impedindo sua receptação e o acúmulo de dopamina estimula, 

sucessivamente, o neurônio seguinte (PARKER et al., 1995). 

 

1.4.2.1 Uso associado de cocaína com bebidas alcóolicas 

 

A maioria dos usuários de cocaína também ingere etanol na forma de bebidas 

alcoólicas. Esta combinação resulta em uma diminuição da depuração da cocaína e na 

formação do metabólito farmacologicamente ativo, o cocaetileno (CE), resultante da 

reação de transesterificação (carboxilesterase) no fígado, entre cocaína e etanol em 

oposição à reação normal com água (hidrólise) que produz os metabólitos inativos 

(benzoilecgonina, éster metílico de ecgonina e norcocaína), como mostrado na Figura 8 

(DAVID & BAILEY, 2016) 

O usuário de drogas utiliza essas associações para prolongar o quadro eufórico, uma 

vez que o CE tem alta taxa de distribuição no cérebro/sangue, seguido por cocaína, 

norcocaína e benzoilecgonina. Sua meia-vida plasmática é 3 a 5 vezes maior que a da 

cocaína, que é em média de 50 min. Além disso, o cocaetileno diminui o quadro 

psicomotor causado pelo álcool (GINSBUREG, et al., 2005).  

Estruturalmente, cocaína e cocaetileno diferem somente na substituição do grupo 

etil no lugar do metil éster (HOU et al., 2014). Porém Barreiro e colaboradores (2011) já 

reportaram que o grupo metil pode alterar profundamente as propriedades farmacológicas 

de uma molécula, uma vez que o mesmo promove mudanças estéreo-eletrônicas e isso, 

por exemplo, explica a diferença entre o DNA e o RNA, os quais são bases de pirimidina, 

que diferem um do outro pela presença de um grupo metil na posição 5 do anel da piridina, 

por exemplo. Outro exemplo seriam os diferentes perfis de atividades da cafeína, 
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teobromina e teofilina, que são alcaloides hidrossolúveis que dependem do padrão de 

metilação (BARREIRO, KÜMMERLE, FRAGA, 2011). 

Figura 8- Metabólitos da cocaína formados durante o metabolismo da droga, reações de hidrólise 

e transesterificação in vivo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Uma vez que a afinidade de ligação entre composto bioativo e proteína afeta a sua 

distribuição, metabolismo e eficácia, estudos sobre a ligação entre proteína e compostos 

com atividade biológica são importantes. Dentro dessa vertente, a avalição da afinidade 

e a caracterização da interação entre COC-HSA e CE-HSA, pode explicar os efeitos 

diferenciados desses compostos bioativos quanto a farmacocinética e efeito da droga.  

Estudos dessa natureza já foram realizados por Alsamamra e colaboradores (2018) 

para procaína, um anestésico local, com albumina do soro humano, com o objetivo de 

esclarecer a estrutura, função e propriedades do complexo drogas - HSA. Outro trabalho 

realizado por Fanali e colaboradores (2011), avaliou a ligação entre 9-tetra-

hidrocanabinol (THC) e HSA, e a influência do diazepam nesse processo, considerando 

que os usuários de maconha tendem a usar outros medicamentos psicoativos com mais 

frequência do que os não usuários. Porém apesar da importância, na literatura, os estudos 

nessa temática com drogas ilícitas, ainda são muito escassos (KHAN, MUZAMMIL, 

MUSARRT, 2002). 
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1.5 Técnicas para avaliação do processo de interação proteína-ligante 

 

Para avaliar a interação proteína-ligante, in vitro, diversas estratégias empregando 

técnicas instrumentais ou não, podem ser utilizadas, tais como: equilíbrio de diálise, 

fluorescência molecular, UV-visível, infravermelho com transformada de Fourier (FT-

IR), eletroforese (em gel de poliacrilamida e capilar), espectrometria de massas, 

dicroísmo circular, cromatografia de afinidade, ressonância magnética nuclear (RMN), 

ressonância de plasma de superfície, modelagem molecular, entre outras (DONG, MA, 

LIU, 2013).  

Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas espectroscópicas de absorção no UV-

visível e fluorescência molecular para avaliação do processo de interação entre a HSA 

com a cocaína e o cocaetileno, seu metabólito, e a urease e três metabólitos secundários 

de líquens (isômeros do ácido úsnico e ácido fumarprotocetrárico). Por meio destas 

técnicas foi possível calcular os valores das constantes de ligação, número de sítios de 

ligação, dados termodinâmicos, distâncias intermoleculares, sítios preferenciais de 

ligação, entre outros parâmetros. Desta forma, as técnicas empregadas nos estudos de 

interação macromolécula-ligante são brevemente descritas a seguir, considerando os 

principais aspectos quanto às informações que podem ser obtidas decorrentes da interação 

entre proteína e ligante de interesse in vitro. 

 

1.5.1 Espectroscopia de absorção no UV-visível 

 

A espectrofotometria visível e ultravioleta é uma das técnicas analíticas mais usadas 

para quantificações de diferentes espécies em diversas áreas. Esta técnica permite a 

determinação de compostos orgânicos e inorgânicos, sendo amplamente aplicada no 

controle de qualidade quanto ao princípio ativo de fármacos (DONG, MA, LIU, 2013; 

RANJBAR et al., 2013). 

Esta técnica é baseada na incidência de radiação contínua (feixe de luz) sobre uma 

amostra resultando em absorção de parte da radiação. O processo de absorção é medido 

pela absorvância (A) definida matematicamente como log(P0/P), enquanto que a luz que 

não foi absorvida é transmitida através da amostra. Este processo é denominado de 

transmitância (T), sendo mensurado por meio da razão de P/P0 (SKOOG, et al, 2014). 

A energia absorvida na forma de radiação luminosa corresponde à energia 

necessária para promover o elétron da camada de valência do estado de menor energia 
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(estado fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado). Portanto, nem 

todos os comprimentos de onda da luz são absorvidos igualmente por uma amostra. Vale 

ressaltar que a radiação eletromagnética absorvida é quantizada, ou seja, tem um valor 

igual à diferença de energia entre o estado excitado e fundamental (HARRIS, 2017). 

A região do espectro que ocorre a absorção (seja na região visível ou ultravioleta) 

depende, em primeiro lugar, do número e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou íons 

absorventes. A região ultravioleta do espectro é geralmente considerada na faixa de 200 

a 380 nm, enquanto que a região do visível entre 380 a 800 nm. 

De um ponto de vista prático, o aspecto mais importante do cálculo quântico é a 

determinação da quantidade de luz que é absorvida pela amostra. Isto é descrito pela lei 

de Beer-Lambert, que estabelece a relação entre a intensidade da luz máxima que incide 

na solução (P0), e a intensidade de luz final, após passar pela solução (P). Essa relação 

também permite determinar a concentração de uma espécie absorvente simplesmente 

medindo sua absorbância (SKOOG, CROUCH, HOLLER, 2009). 

log (P0/P) = A = ×c×l                                                                                     Equação (2) 

A = absorvância 

 = coeficiente de absorvidade molecular ou coeficiente de extinção 

c = concentração molar do material absorvedor 

l = largura da camada de amostra através da qual a luz passa. 

A espectroscopia de absorção no UV-visível permite monitorar a formação do 

complexo proteína-ligante, bem como avaliar possíveis mudanças na estrutura da 

macromolécula após a interação com o ligante (RAUF et al., 2016). Neste sistema, é 

possível monitorar o ligante ou a proteína, se não ocorrer sobreposição espectral, contudo, 

é preferível avaliar a proteína, uma vez que as mudanças na estrutura nativa da mesma 

podem ser avaliadas por meio de variações na intensidade e no perfil espectral 

(RANJBAR et al., 2013). Isto é possível porque as proteínas possuem duas bandas de 

absorção eletrônicas particulares que podem sofrer mudanças a depender do estado de 

oxidação, ligação e conformação dos seus cromóforos1, bem como devido a alterações 

nas suas cadeias polipeptídicas (RAUF et al., 2016; TIAN et al., 2015). A banda de 

absorção referente as ligações polipeptídicas entre os aminoácidos ocorrem na faixa de 

                                                           
1 Um cromóforo ou grupo cromóforo é a parte ou conjunto de átomos de uma molécula responsável por sua 

cor ou região de absorção. Também se pode definir como uma substância que tem muitos elétrons capazes 

de absorver energia ou luz visível (YU et al., 2014) 
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210 a 220 nm), a outra banda referente as transições eletrônicas π  π* de aminoácidos 

aromáticos Trp (280 nm), Tir (278 nm) e Phe (257 nm) apresentam absorção entre 240-

300 nm (YU et al., 2014; KHAN et al., 2012; CHI et al., 2010). 

Assim, a formação do complexo proteína-ligante pode ser confirmada por meio do 

monitoramento das alterações das propriedades de absorção da proteína livre e ligada. 

Para confirmar a formação do complexo proteína-ligante na região do UV, deve-se avaliar 

se não houve efeito aditivo da lei de Beer, uma vez que no complexo supramolecular 

formado, o ligante dificulta a rotação ao redor das ligações peptídicas e pode alterar a 

estrutura da proteína, levando a alterações espectroscópicas em ~210 e ~280 nm (KHAN 

et al., 2002; CHI, et al., 2010). 

Outro tipo de alteração das propriedades de absorção da proteína é o deslocamento 

da banda de absorção que traz informações acerca da polaridade do microambiente dos 

resíduos dos aminoácidos Trp e Tir. Um deslocamento para maiores comprimentos de 

onda (efeito batocrômico) indica que o microambiente destes aminoácidos se tornou mais 

polar e para menores comprimentos de onda (efeito hipsocrômico) o ambiente tornou-se 

menos polar (CHI et al., 2010). 

Essa técnica apresenta vantagens como baixo custo e simplicidade, além permitir a 

avaliação qualitativa da formação de complexo e de mudanças na conformação da 

proteína. Porém, a espectrofotometria visível e ultravioleta apresenta algumas limitações 

como a baixa seletividade e sensibilidade (WANG & NI, 2014) Dessa forma, é necessário 

utilizar outras técnicas como suporte, que possibilite realizar estudos eficientes, confiáveis, 

com alta sensibilidade, além de permitir avaliar tanto qualitativamente como 

quantitativamente outros parâmetros importantes das interações proteína-ligante, como: 

constante de ligação, número de sítios de ligação, forças intermoleculares, distâncias 

intermoleculares e monitoramento em 3D (YAN & MARRIOT, 2003). Dentro desse 

contexto, a espectroscopia de fluorescência molecular é uma técnica que permite obter 

tais informações (WANG & NI, 2014). 

 

1.5.2 Espectroscopia de fluorescência molecular 

 

A espectroscopia de emissão molecular ou espectrofluorimetria consiste na técnica 

que utilizada quali- e quantitativamente substâncias capazes de fluorescer (TIAN et al., 

2015). A fluorescência é resultado da absorção de energia radiante e da posterior emissão 

de parte dessa energia, ocorrendo no intervalo de tempo, entre a captação do fóton e a 
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emissão da energia captada, extremamente curto (de 10-12 a 10-5 s) (SIDDIQUI, 

ALOTHMAN, RAHMAN, 2017). Nesse processo, a energia é emitida rapidamente 

devido a molécula encontrar-se no estado excitado singleto, no qual os orbitais eletrônicos 

estão emparelhados, e os spins dos elétrons em direções opostas. Com a liberação de parte 

da energia absorvida, a molécula sofre uma transição do estado excitado singleto para o 

estado fundamental, ocorrendo a emissão de fluorescência (SANTOS & GIL, 2010). 

Essa técnica tem como vantagens a alta sensibilidade, fácil operação e a maior 

seletividade, uma vez que nem todas as substâncias que absorvem radiação 

eletromagnética são capazes de emitir fluorescência (GHASEMI, 2016). Devido as suas 

vantagens, a espectrofluorimetria tem sido muito usada em estudos de interação entre 

moléculas pequenas como medicamentos, inibidores enzimáticos, espécies tóxicas, 

corantes, pesticidas entre outros, e macromoléculas como as proteínas (TIAN et al., 2015; 

MADRAKIAN et al., 2014). Dessa forma é possível avaliar vários aspectos do processo 

de interação proteína-ligante, monitorando o sinal (intensidade) de fluorescência, o qual 

deve ser alterado (aumentar ou diminuir) considerando a presença e ausência do ligante 

no meio proteico (SANTOS & GIL, 2010). O sinal monitorado pode ser o da 

fluorescência intrínseca da proteína ou do ligante (quando o mesmo for capaz de emitir 

fluorescência), porém se o ligante e proteína emitirem no mesmo comprimento de onda, 

emprega-se uma sonda que interaja com a proteína, fazendo com que a proteína emita em 

um comprimento de onda diferente da proteína isolada. Vale ressaltar que é sempre 

preferível monitorar o sinal direto da proteína, uma vez que a partir do mesmo é possível 

avaliar alterações na macromolécula em função da presença do ligante (MUNISHKINA 

& FINK, 2007) 

A fluorescência intrínseca das proteínas se deve ao fato da presença de aminoácidos 

aromáticos em sua cadeia polipeptídica: triptofano (Trp), tirosina (Tir) e fenilalanina 

(Phe), sendo o triptofano o principal responsável pela fluorescência, por causa do seu 

maior rendimento quântico ( = 0,20), em pH fisiológico, quando comparado com Tir 

( = 0,14) e Phe ( = 0,04) e também, pelo fato da fluorescência da tirosina ser 

parcialmente desativada quando está ionizada e próxima de um grupo amino, carboxílico, 

ligação dissulfeto ou resíduo de triptofano  (GHISAIDOOBE & CHUNGS, 2014; TIAN, 

et al., 2015). Cada resíduo de aminoácido aromático emite fluorescência em um 

determinado comprimento de onda, sendo possível observar na Figura 9. A tirosina livre 

mesmo possuindo o rendimento quântico menor que o Trp na mesma concentração, 

possui maior intensidade e espectro mais estreito comparado com o triptofano. Este fato 
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está associado a sensibilidade do Trp a solventes polares (como a água), uma vez na 

estrutura da proteína, fica mais protegido, e apresenta maior intensidade de fluorescência 

(TIAN et al, 2015) 

Figura 9- Espectro de emissão de aminoácidos aromáticos livre tirosina, triptofano e fenilalanina. 

 
Fonte: Adaptado de Lakowicz, 2006. 

 

Para as proteínas as medidas da intensidade do sinal de fluorescência podem 

fornecer informações sobre a interação com moléculas pequenas, como: o mecanismo de 

ligação se ocorre por quenching (dinâmico, estático ou ambos), número de sítios de 

ligação (estequiometria), constantes de ligação (Kb), parâmetros termodinâmicos (ΔH, ΔS 

e ΔG), tipo de forças intermoleculares envolvidas no processo de interação proteína-

ligante, distâncias intermoleculares, entre outros parâmetros (KANDAGAL et al., 2006; 

WANI, et al, 2017). 

Neste estudo, utilizaram-se as seguintes estratégias empregando 

espectrofluorimetria: medidas de fluorescência no estado estacionário, estudo do 

mecanismo de quenching, fluorescência tridimensional (fluorescência 3D), fluorescência 

sincronizada (synchronous fluorescence), estudos de competição, transferência de energia 

ressonante (FRET, Förster Resonance Energy Transfer) e ensaio de hidrofobicidade, as 

quais são descritas nos próximos tópicos.  

Todas as estratégias empregadas se baseiam no processo de supressão de 

fluorescência (quenching), o qual tem sido amplamente estudado tanto como fenômeno 

fundamental, quanto como fonte de informação sobre sistemas bioquímicos. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wani%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29260434
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1.5.2.1 Supressão de fluorescência – quenching  

 

O processo de quenching é definido como a redução da intensidade de fluorescência 

que ocorre devido à: rearranjos moleculares, transferência de energia ou elétrons, 

formação de complexo no estado fundamental e extinção por colisões. A molécula ou 

espécie que entra em contato com o fluoróforo (F) (espécie capaz de emitir fluorescência) 

no estado excitado e o desativa, inibindo sua fluorescência, é denominada quencher (Q) 

(WANG et al., 2015; SURYAWANSHI et al., 2016) 

A partir da avaliação do processo de quenching de fluorescência é possível 

compreender o mecanismo de interação que ocorre entre o fluoróforo, que no caso das 

proteínas, seriam os resíduos dos aminoácidos aromáticos Trp, Tir e Phe e o quencher 

(ligante). Os mecanismos de quenching são classificados como quenching dinâmico 

(colisional) ou estático, podendo, em alguns casos, ocorrer os dois mecanismos 

simultaneamente. O quenching dinâmico ocorre quando o fluoróforo no estado-excitado 

(F*) é desativado ao entrar em contato com outra molécula (Q). O contato entre ambos é 

momentâneo, ocorrendo apenas durante a existência do estado excitado (tempo da ordem 

de ns). O quenching estático refere-se à formação de um complexo não-fluorescente (F–

Q). Este mecanismo ocorre no estado fundamental e não depende de processos de difusão 

ou colisões moleculares (MOLINA-BOLÍVAR et al, 2014; WANI et al., 2017). A 

redução da intensidade de fluorescência é descrita matematicamente  

0
q 0

F
1 K [Q]

F
    ou 0

SV

F
1 K [Q]

F
                                                               Equação (3) 

em que, F0 e F são as intensidades de fluorescência na ausência e na presença do ligante, 

respectivamente; Kq é a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional 

(2,0×1010 L mol-1 s-1), τ0 é o tempo de vida médio (10-8 s), [Q] é a concentração do ligante 

que atua como quencher e KSV é a constante de quenching Stern-Volmer. A equação de 

Stern-Volmer indica a sensibilidade do fluoróforo frente a sua interação com o ligante 

quanto a capacidade deste em suprimir o processo de emissão de radicação (ALANAZI 

& ABDELHAMEED, 2016; SURYAWANSHI et al., 2016). 

Para avaliar qual o mecanismo preferencial de quenching, deve-se realizar o 

experimento em diferentes temperaturas, e a seguir, calcular os valores da constante 

(KSV). Quando o valor de KSV aumenta em função da elevação da temperatura se associa 

ao processo de quenching dinâmico, uma vez que temperaturas mais elevadas levam a 

um maior coeficiente de difusão, e por consequência aumenta-se o número de choques 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wani%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29260434
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entre o fluoróforo e o quencher. Quando os valores da constante diminuem com o 

aumento da temperatura é indicativo de quenching estático, visto que temperaturas 

elevadas afetam a estabilidade do complexo fluoróforo-quencher no estado fundamental 

(WANI et al., 2017; SURYAWANSHI et al., 2016). Porém, é preferível avaliar o 

mecanismo preferencial calculando-se o valor de Kq em diferentes temperaturas, uma vez 

que o mecanismo preferencial de quenching é inferido comparando o valor de Kq 

calculado com um valor de referência, de forma que quando o valor da constante for maior 

que o referencial 2,0×1010 L mol-1 s-1 é indicativo de quenching estático, e se for menor é 

indicativo de quenching dinâmico. 

 

1.5.2.2  Constantes de ligação (Kb) e parâmetros termodinâmicos 

 

A partir da variação do sinal de fluorescência na presença do ligante é possível 

calcular o valor da constante de ligação (Kb) e determinar a estequiometria do complexo 

macromolecular formado entre proteína e ligante (n). Esses parâmetros podem ser 

calculados a partir da seguinte equação (SANTOS & GIL, 2010): 

0
b

(F  - F)
log  =  log + log[Q]

F

 
  

K n  Equação (4) 

onde F0 e F são as intensidades de fluorescência do doador na ausência e na presença do 

ligante, n é proporção estequiométrica do complexo macromolecular formado entre 

proteína e ligante, Kb é a constante de ligação e [Q] é a concentração do ligante, que neste 

caso atua como quencher. 

A espectroscopia de fluorescência também é utilizada para determinar parâmetros 

termodinâmicos envolvidos na interação proteína-ligante, podendo inferir, a partir desses 

parâmetros, as ligações intermoleculares predominantes nesse processo de interação, 

sendo as ligações de hidrogênio, forças de van der Waals, interações hidrofóbicas e 

eletrostáticas as principais interações. 

Os parâmetros termodinâmicos são determinados a partir do estudo que avalia a 

formação do complexo proteína-ligante, em diferentes temperaturas, de forma que os 

valores de ΔH e ΔS são calculados pela linearização de (lnKb vs T-1), da equação de Van’t 

Hoff (ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016; BARAKAT & PATRA, 2013): 

b

ΔH 1 ΔS
ln = . +

 
  

 
K

R T R
                                                                                 Equação (5) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wani%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29260434
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onde R é a constante dos gases, T é a temperatura experimental (em K) e Kb é a constante 

de ligação a uma dada temperatura. De acordo com os resultados para ΔH e ΔS referente 

ao processo de interação, pode-se relacionar quais as forças intermoleculares estabilizam 

o sistema formado, assim quando: i) ΔH > 0 e ΔS > 0 preferencialmente forças 

hidrofóbicas estão associadas ao processo de interação; enquanto que para ii) ΔH < 0 e 

ΔS < 0 são forças de van der Waals e ligações de hidrogênio, e iii) ΔH < 0 e ΔS > 0 

preferencialmente são interações eletrostáticas (ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016; 

WANI et al., 2017). A partir dos valores de ΔH e ΔS obtidos, é possível obter o valor de 

ΔG por meio da equação: 

ΔG = ΔH – TΔS                                                                                               Equação (6) 

O ΔG, por sua vez irá inferir sobre a espontaneidade do processo de interação: 

quando ΔG > 0 indica que o processo de interação não é espontâneo e quando ΔG < 0 

indica espontaneidade (BARAKAT & PATRA, 2013; WANI et al., 2017). 

 

1.5.2.3  Fluorescência tridimensional (3D) 

 

A fluorescência tridimensional é uma técnica de análise de fluorescência 

amplamente empregada em estudos de interação, uma vez que pode fornecer informações 

mais detalhadas sobre a alteração da configuração de proteína resultante do processo de 

interação (TAN et al., 2012). Este estudo é importante, pois, uma vez que a função de 

muitas proteínas está diretamente relacionada com sua estrutura (SHARMA, 

ANANDAKUMAR, ILANCHELIAN, 2014; XU et al., 2012). 

O espectro de fluorescência 3D é composto por três picos emissão: o primeiro 

refere-se ao espalhamento da radiação, chamado de efeito Rayleigh, no qual se tem a 

igualdade entre o comprimento de onda de excitação e o de emissão (λex = λem); o segundo 

pico é referente aos resíduos de triptofano e tirosina (λex / λem), enquanto que o terceiro 

pico refere-se às transições π→π* da carbonila presente na ligação peptídica, permitindo 

avaliar  possíveis alterações na conformação nativa da proteína (GUO et al., 2014; 

ZHANG et al., 2008). 

 

1.5.2.4 Fluorescência sincronizada 

 

A fluorescência sincronizada é uma técnica que permite analisar mudanças no 

microambiente dos fluoróforos Trp e Tir decorrentes do processo de interação, as quais 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wani%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29260434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wani%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29260434
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são relacionadas com variação da polaridade da proteína (CHAKRABORTY & 

LEDWANI, 2016). Na fluorescência convencional o espectro de emissão é obtido pela 

varredura em uma determinada faixa de comprimentos de onda (λem) quando uma amostra 

é irradiada em um comprimento de onda de excitação fixo (λex) (KABOUDIN et al., 

2013). Contudo, na fluorescência sincronizada obtém-se o espectro de emissão mantendo-

se constante o intervalo entre o comprimento de onda de emissão e excitação (Δλ = λem - 

λex) e a partir desta diferença é possível obter informações acerca dos resíduos de Trp e 

Tir separadamente (SOTOMAYOR, 2008; ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016). 

Quando Δλ é igual a 60 nm, monitora-se o microambiente dos resíduos de Trp, 

enquanto que para Δλ = 15 nm, se avalia o microambiente dos resíduos de Tir 

(BARAKAT & PATRA, 2013). Por meio do monitoramento do deslocamento do 

comprimento de onda de máxima emissão do espectro de fluorescência da proteína livre 

e ligada é possível analisar a ocorrência de mudanças em cada microambiente de forma 

independente. Quando há um deslocamento para maiores comprimentos de onda, é um 

indicativo que o microambiente da região do fluoróforo (ou seja, dos resíduos de 

aminoácido Tir ou Trp) tornou-se mais polar ao interagir com o ligante. Contudo, quando 

o deslocamento é para menores comprimentos de onda indica que o microambiente da 

região do fluoróforo tornou-se mais apolar ao interagir com o ligante (TAN et al., 2012; 

SUN et al., 2012). 

Além do deslocamento do máximo de emissão, a constante de Stern-Volmer (Ksv) 

é o principal parâmetro usado para avaliar os resultados deste estudo. A partir de uma 

titulação, mantendo-se fixa a concentração da proteína e variando o ligante, o resíduo que 

apresentar maior valor de Ksv é aquele mais afetado pelo processo de interação, sendo 

possível inferir se ocorreram alterações na estrutura original da proteína após a interação 

com o ligante, usando os resíduos de aminoácidos aromáticos Tir e Trp como fluoróforos 

marcadores (SUN et al., 2012).  

 

1.5.2.5  Avaliação do sítio preferencial de ligação 

 

Estudo de competição tem a finalidade de identificar o local de ligação preferencial 

de moléculas pequenas na proteína e verificar a influência de possíveis competidores no 

sítio de ligação, como mostrado na Figura 10 (CHAVES, 2015). Para realizar o estudo de 

identificação do sítio preferencial de ligação são usados marcadores, ou seja, moléculas 

que se ligam seletivamente a um local ou região conhecida da proteína (NI, SU, KOKOT, 
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2006). As moléculas que são frequentemente utilizadas como marcadores são: varfarina 

para o sítio I e ibuprofeno ou diazepam para o sítio II. Contudo, Sudlow e colaboradores 

(1976) afirmam que o ibuprofeno além de se ligar ao subdomínio IIIA (sítio II), pode 

migrar para uma região intermediária localizada entre os sítios IIA e IIB. Assim, é 

preferível o emprego do diazepam como marcador do sítio II, pelo fato de ser mais 

seletivo e assim, fornecer um resultado mais representativo (ZSILA, 2013). 

Para avaliar qual sítio de ligação preferencial do ligante se compara os valores da 

constante de ligação (Kb) proteína-ligante na ausência e presença do marcador seletivo a 

uma determinada região da proteína. Aquele marcador que levar à menores valores da 

constante de ligação é o que está influenciando mais efetivamente no sítio de ligação 

(ZHANG et al., 2013). 

Figura 10- Esquema dos estudos de competição para determinação do sítio de ligação, onde M é 

o marcador de sítio e L é o ligante. 

 

 

Fonte: Adaptado de Silva, 2017. 

 

1.5.2.6  Influência de espécies biológicas no processo de interação 

 

Os íons metálicos, ânions, ácidos graxos, vitaminas, açucares, entre outras espécies 

desempenham papel importante como nutrientes, cofatores enzimáticos e participando de 

outras funções nos sistemas biológicos (ROY et al., 2013). A presença destas diferentes 

espécies pode afetar a interação entre o ligante e a proteína, uma vez que eles também são 

transportados pela HSA. O parâmetro utilizado para avaliar se a interação entre o ligante 

e a proteína foi afetada na presença de íons metálicos é a constante de ligação Kb (XIAO 

et al., 2007). Este estudo é realizado por fluorescência molecular, onde avalia-se a 

constante de ligação (Kb) entre a proteína e o ligante na ausência e na presença de 

possíveis espécies competidoras comuns ao sistema biológico de interesse (BARAKAT 

& PATRA, 2013). Quando o valor de Kb aumenta em relação ao sistema controle é 

indicativo que a presença da espécie favorece o processo de interação, contudo, quando 



45 
 

o valor da constante de ligação reduz, ocorre um desfavorecimento, devido possivelmente 

a competição entre ligante a espécie biológica avaliada.  

 

1.5.2.7  Transferência de energia por ressonância de Förster (FRET) 

 

O processo de FRET é um fenômeno mecânico quântico que ocorre com a 

transferência de energia de um doador (fluoróforo) no estado excitado a um receptor 

(ligante), e este após absorver energia pode emiti-la (fluorescência) em um comprimento 

de onda maior que do sistema doador ou atuar como quencher (ALANAZI & 

ABDELHAMEED, 2016). Este processo está representado no esquema da Figura 11. De 

acordo com a teoria de Förster acerca da transferência de energia não radiativa (FRET), 

este processo entre o doador e receptor depende dos seguintes fatores: (i) orientação 

relativa dos dipolos dos doadores e receptores, (ii) grau de sobreposição do espectro de 

emissão do doador com o espectro de absorção do receptor, e (iii) da distância entre o 

doador e o receptor (r0) (BARAKAT & PATRA, 2013).   

Figura 11- Esquema geral de um sistema com transferência de energia por ressonância de Förster 

com e sem (re)emissão de luz. 

 

 

Fonte: Adaptado de JAMESON, 2014. 

 

A distância entre o doador e o receptor deve ser menor que 8-10 nm para que ocorra 

transferência de energia diferente de zero. Por meio deste método pode-se avaliar a 

interação proteína–ligante e calcular a distância entre o ligante e o(s) resíduo(s) de Trp da 

proteína (NAVEENRAJ et al., 2013; NASERI et al., 2015). A distância (r0) entre o doador 

e o receptor pode ser calculada através da equação: 

6

0

6 6

0 0 0

RF
E = 1 - =

F R + r
 

Equação (7) 
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em que, E é a fração de energia transferida do doador para o receptor, r0 é a distância 

entre o ligante e o doador, e R0 é a distância crítica de Förster, quando 50% da energia 

de emissão do doador é transferida para o receptor (TAN et al., 2012). A equação da 

distância crítica (R0) pode ser descrita como: 

-12 2
6

0 4

8.8x10 k ΦJ
R = 

N  
Equação (8) 

em que, K2  é fator de orientação que está diretamente relacionado com a geometria do 

dipolo entre o doador e o aceptor , sendo igual a 2/3, para orientação aleatória em solução, 

N é o índice de refração médio do meio no comprimento de onda onde a sobreposição 

dos espectros é significativa,  é o rendimento quântico do doador, J, é a área de 

sobreposição do espectro de emissão de fluorescência normalizado do doador e em 

relação ao espectro de absorção do receptor (MEHRANFAR et al., 2013). A área de 

sobreposição (J) pode ser calculada pela equação: 

4F( ) ( )
J = 

F( )

    

 


  

Equação (9) 

Nesta equação, F(λ) é a área integrada da fluorescência do doador, e ε(λ) é área 

integrada em função do coeficiente de absorção molar do receptor, o qual pode ser obtido 

empregando a lei de Beer (MEHRANFAR et al., 2013). 

 

1.5.2.8  Índice de hidrofobicidade 

 

Hidrofobicidade é definido como a tendência dos solutos não polares se 

aglomerarem em ambientes aquosos. No caso das proteínas, esse termo se aplica à porção 

da superfície não polar que faz contato com a água circundante, sendo as interações 

hidrofóbicas de suma importância para a determinação da conformação de uma proteína 

(CARDAMONE & PURIT, 1992) 

Geralmente, se determina o índice de hidrofobicidade ao se medir a quantidade de 

uma sonda fluorescente hidrofóbica, que pode se ligar a proteína, permitindo verificar 

possíveis mudanças na conformação da proteína (MÖLLER; DENICOLA, 2001; 

BARAKAT & PATRA, 2013). 

A sonda fluorogênica mais usual para avaliação da hidrofobicidade de proteína é o 

1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS), a qual é extremamente sensível à polaridade do 

ambiente, de forma que quando ligada a regiões apolares da proteína, tem seu rendimento 

quântico aumentado substancialmente, como mostrado na Figura 12 (RANJBAR et al., 

https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=M%C3%B6ller%2C+Mat%C3%ADas
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Denicola%2C+Ana
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2013). Os parâmetros da interação HSA-ANS podem ser investigados por parâmetros 

como a constante de dissociação aparente (Kd) e a fluorescência máxima (Fmáx) do 

complexo HSA-ANS, na ausência e na presença de um ligante. Neste contexto, 1/Kd 

representa a afinidade de ligação do ANS para a proteína na ausência e na presença de 

um ligante (Figura 12). Por fim, Fmáx é a intensidade de fluorescência na máxima 

concentração de ANS, o que indica a saturação dos sítios hidrofóbicos na superfície da 

proteína. O índice de hidrofobicidade superficial de proteínas (PSH) na ausência e na 

presença de um ligante pode ser calculado pela aplicação da seguinte equação: 

máx

d

F
PSH = 

[HSA].K
 Equação (10) 

Figura 12- Esquema da sonda ANS na presença da proteína e do ligante.  

 

Fonte: elaborada pela autora, 2019. 

 

1.5.3. Dicroísmo circular 

 

Uma vez que as proteínas possuírem diversos centros quirais, elas podem interagir 

com a luz polarizada. Assim, a técnica de dicroísmo circular (DC) utiliza esse princípio 

para determinar a estrutura secundária de proteínas, peptídeos e ácidos nucleicos, uma 

vez que essa técnica consiste na absorção por uma molécula de uma luz circularmente 

polarizada (MURAKAMI & RULLER, 2016; KELLY et al., 2005). A luz circularmente 

polarizada é composta por um componente que gira em sentido anti-horário (L) e outra 

que gira no sentido horário (R), as duas de mesma magnitude. Quando essa luz passa pela 

amostra e as componentes R e L são absorvidas na mesma proporção, não é gerado 

nenhum sinal. Porém, quando existe uma diferença de absorção das duas componentes R 

e L, o sinal de DC é diferente de zero (KELLY et al., 2005) 
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Diferentes sinais podem ser obtidos pelo espectro de DC para uma proteína devido 

às diferentes estruturas existentes nessa macromolécula quiral, na qual há diferentes tipos 

de estrutura secundária. A estrutura em α-hélice, apresenta duas bandas negativas em 208 

e 222 nm (transições ππ* e nπ*, respectivamente) e uma banda positiva em 198 nm. 

Uma estrutura em β antiparalela apresenta um pico positivo em 195 nm e um negativo 

em 217 nm (SHARON; PRICE; PRICE, 2000) Além de ser uma das técnicas mais 

aplicadas para determinar a estrutura secundária das proteínas, o DC também é usado em 

estudos conformacionais/estruturais de proteína em diferentes condições de temperatura, 

força iônica e presença de ligantes (CHAVES et al., 2016). 

Alterações na estrutura secundária da proteína quando a mesma interage com um 

ligante é monitorada, avaliando-se principalmente o conteúdo de α-hélice presente. O 

conteúdo de α-hélice na ausência e na presença do ligante pode ser calculado em termos 

da elipticidade molar média (EMR), de acordo com a equação 11 (MURAKAMI & 

RULLER, 2016) 

observado

p

DC(med)
EMR =

(C n×L× ×10)
 (deg cm2 dmol-1)                                                  Equação (11) 

Cp é a concentração molar da proteína, n é o número de resíduos de aminoácidos (585 

para HSA) e L é comprimento do percurso (no caso foi 0,1 cm). Assim, a quantidade de 

α-hélice da HSA pôde ser calculada utilizando as equações 12 e 13: 

  208 4000
 %      100

33000 4000

EMR
hélice

 
  


                                                    Equação (12) 

  222 2340
 %      100

33000 4000

EMR
hélice

 
  


                                                    Equação (13) 

EMR208 e EMR222 representam o valor de EMR a 208 e 222 nm, respectivamente. O valor 

de 4000 corresponde a EMR da forma beta na conformação randômica a 208 nm, 

enquanto que 33000 é o valor de EMR da α-hélice pura a 208 e 222 nm (SHARON; 

PRICE; PRICE, 2000). Além disto, uma série de programas estão disponíveis para 

calcular as a composição da estrutura secundárias das proteínas.  

 

1.5.4. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

As técnicas de espectroscopia de absorção molecular e de fluorescência molecular 

avaliam o processo de interação proteína-ligante monitorando as modificações da 

proteína a partir da formação do complexo proteína-ligante. 
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A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), por sua vez, avalia 

o processo de interação tanto a partir do monitoramento do ligante, comparando os 

espectros do ligante nos estados livre e ligado a macromolécula, como também permite a 

determinação das propriedades estruturais e dinâmicas de macromoléculas biológicas 

como proteínas, DNA e RNA, lipídios, entre outras (CABRITA, et al., 2011). 

Uma das informações obtidas é o mapeamento do epítopo da macromolécula ou 

ligante. Epítopo é a superfície de contato da macromolécula ou do ligante envolvido no 

processo de interação, este parâmetro é obtido a partir dos hidrogênios localizados na 

interface do processo de interação (CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014).  

Diversos parâmetros físicos da RMN podem ser utilizados para determinar a 

interação entre o ligante e a proteína tais como: as alterações do deslocamento químico 

(), as diferenças dos tempos de relaxação (T1), as variações das constantes de difusão 

(D), as mudanças do efeito Overhauser nuclear (NOE), e a diferença de transferência de 

saturação (STD), entre outras (GOLDFLAM, et al., 2011). O deslocamento químico é o 

mais utilizado, o qual é expresso em ppm e corresponde à medida da diferença entre a 

frequência de ressonância entre a amostra (ν) e um padrão interno (ν0).  

O deslocamento químico (δ) é um parâmetro físico da RMN empregado para 

avaliação das alterações estruturais ocorridas na proteína quando um ligante é adicionado 

ou para monitorar as variações dos sinais do ligante na presença da proteína 

(GONSALVES; MELO, 2007). Por meio deste parâmetro pode-se determinar a 

localização do sítio de ligação, a afinidade do ligante e a possível estrutura do complexo. 

Este estudo pode ser efetuado pela medida dos deslocamentos químicos em cada ponto 

de uma titulação, e da medida da variação da posição dos picos. Vale ressaltar que é 

preferível monitorar o deslocamento químico referente ao ligante em relação a 

macromolécula, pois o ligante fornece espectros de RMN mais simplificados e resolvidos 

(ROUESSAC; ROUESSAC, 2007; GOLDFLAM, et al., 2011). 

Assim, o mapeamento do epítopo é determinado a partir de uma análise 

comparativa entre os deslocamentos químicos do ligante livre e ligado após a interação 

com a proteína. 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE DO TRABALHO 

 

Uma vez que avaliação da afinidade envolvida no processo de interação entre 

compostos bioativos e proteínas é um modelo que consegue mimetizar os sistemas 

biológicos de interesse, fornecendo informações relevantes, é possível, por meio dos 

estudos biofísicos, compreender os processos que ocorrem in vivo. Portanto, 

considerando as potencialidades este trabalho se estabeleceu em duas hipóteses:  

(i) os metabólitos secundários de líquen, como os isômeros do ácido úsnico e o ácido 

fumarprotocetrárico são inibidores eficientes de urease e ativos contra H. pylori em 

estudos in vitro; 

(ii) a interação da cocaína e cocaetileno com albumina do soro humano simulando 

condições fisiológicas, explica a diferença da farmacocinética destes dois compostos in 

vitro.  
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3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS  

 

3.1 Geral 

 

Avaliar por meio de estudos biofísicos in vitro a afinidade e parâmetros da interação 

entre alcaloides (COC e CE) e metabólitos secundários de líquens (isômeros do AU e 

FUM), com modelos de proteínas transportadora (HSA) e a enzima urease, 

respectivamente, empregando técnicas espectroscópicas e simulando condições 

fisiológicas. 

 

3.2 Específicos 

 

i) determinar a estequiometria dos complexos proteína-ligante, assim como, parâmetros 

de ligação (KSV, Kq e Kb) e termodinâmicos (G, H e S); 

ii) avaliar o mecanismo preferencial de quenching e as mudanças na conformação da 

proteína/enzima por fluorescência sincronizada, fluorescência tridimensional e UV-vis; 

iii) estabelecer o sítio de ligação preferencial para os sistemas avaliados utilizando 

competidores e marcadores químicos;  

iv) calcular as distâncias intermoleculares entre COC e CE e a HSA, além do índice de 

hidrofobicidade; 

v) correlacionar os parâmetros de ligação entre COC e CE com HSA frente aos dados 

farmacocinéticos e dos compostos derivados dos liquens com urease em relação os 

valores de MIC contra H. pylori.  
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4 EXPERIMENTAL 

 

4.1 Reagentes e preparo das soluções 

 

  

A Albumina do Soro Humano (Human serum albumin, HSA), urease (Canavalia 

ensiformis, Jack bean), (+)-USN, Tris ((HOCH2)3CNH2 , D-glicose, cloreto de férrico 

(FeCl3), digoxina (C41H64O14), varfarina (C19H16O4), hidroxiureia (CH4N2O2), omeprazol 

(C17H19N3O3S), ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS, C16H13NO3S.NH3 e meio 

MegaCellTM RPMI-1640 foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).  

A cocaína e cocaetileno foram fornecidos pelo professor Ângelo de Fátima da 

Universidade Federal de Minas Gerais, o qual possui autorização judicial para realizar 

estudos com esta classe de compostos, sendo a cocaína obtida de amostras da Polícia 

Federal de Minas Gerais e o cocaetileno sintetizado a partir da reação de transesterificação 

da cocaína. Os compostos (-)-USN e FUM foram e fornecidos pelo Prof. Dr. Sérgio 

Fernandes da Universidade Federal de Viscosa, os quais foram isolados e caracterizados 

a partir do líquen Cladonia rappii A. Evans, o qual foi colhido em julho (2012) na Serra 

do Parque Estadual do Brigadeiro localizado em Araponga, Minas Gerais, Brasil 

(20°41’26.85’’S, 42°28’20.41’’W, 1644 m). A espécie de líquen foi identificada pela Dra. 

Suzana M. A. Martins, das Ciências Naturais Museu do Rio Grande do Sul (Pelotas, RS, 

Brasil) e depositada no herbário do Departamento de Botânica da Universidade Federal 

de Viçosa (MG, Brasil) sob o número do cupom VIC 35,603. A colheita de Cladonia 

rappii para este estudo foi autorizada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico Desenvolvimento (CNPq; processo # 010026/2014-2). 

 Fosfato de potássio tribásico (K3PO4), cloreto de cálcio (CaCl2), ácido oleico 

(C18H34O2), ácido linoleico (C18H32O2,), ácido esteárico (C18H36O2), ácido palmítico 

(C16H32O2), tioureia (CH4N2S) e ureia (CH4N2O) foram obtidos da Vetec (Brasil). 

Bicarbonato de potássio (KHCO3) e acetato de magnésio (Mg(CH3COO)2) foram obtidos 

da Merk (EUA) e diazepam (C16H13ClN2O0 da Pharma Nostra). Outros reagentes 

empregados nos ensaios foram de grau analítico com pureza acima de 98%. Em todos os 

experimentos foi utilizada água ultrapura (condutividade < 0,1 µS cm-1) obtida pelo 

sistema Master System- 2000 (Brasil, Gehaka). 

A solução tampão empregada nos estudos com Albumina do Soro Humano foi 

preparada a partir de Tris 10 mM, sendo o pH foi ajustado para 7,4 ± 0,1 com HCl 1 mol 
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L-1. A solução tampão empregadas nos estudos com a urease foi tampão fosfato 20 mM 

com 1 mM de EDTA a pH = 7,4 ± 0,1. As mesmas foram armazenadas em um frasco de 

vidro sob refrigeração (4 ºC). A solução estoque da HSA a 25 μM foi preparada por 

pesagem da proteína seguida de solubilização direta em tampão 10 mM (pH 7,4). A 

solução estoque da urease a 10 M foi prepara pela pesagem direta da enzima e 

solubilização em tampão fosfato 20 mM contendo 1 mM de EDTA (pH 7,4). Para os 

ensaios de interação, a solução estoque dos alcaloides COC (1,65 mM) e CE (1,42 mM) 

e dos compostos extraídos de líquen (+)-USN, (-)-USN e FUM a 1,0 mM foram 

preparados dimetilsulfóxido (DMSO). Em seguida, todas as soluções foram armazenadas 

em frascos de vidro com proteção da luz. A concentração máxima de DMSO nos sistemas 

avaliados com as proteínas não foi superior a 2% (v/v).  

Para o ensaio de competidores foram empregados no estudo com HSA: bicarbonato 

de potássio, acetato de magnésio, fosfato de potássio tribásico, D-glicose, cloreto de 

cálcio, cloreto de férrico, ácido oleico, ácido linoleico, ácido esteárico e ácido palmítico 

Preparou-se a solução estoque em relação a concentração de HCO3
-, Mg(II), HPO4

2- , 

Ca(II), Fe(III) e D-glicose em água ultra pura, enquanto para o ácido oleico, linoleico, 

esteárico e palmítico se utilizou etanol. As diluições seguintes foram realizadas em 

solução tampão 10 mM (pH 7,4). No ensaio de competição pelo sítio de ligação na HSA, 

prepararam-se soluções dos marcadores diazepam, digoxina e varfarina. O marcador 

diazepam foi solubilizado em etanol, a digoxina em DMSO e a varfarina em acetona. Nos 

ensaios de competição pelo sítio catalítico na urease, prepararam-se soluções estoques 

dos competidores: hidroxiureia, tioureia, omeprazol e do substrato ureia. O omeprazol foi 

solubilizado em DMSO, enquanto os demais em água. A avaliações do índice de 

hidrofobicidade da HSA foi realizado na presença e ausência dos ligantes COC e CE 

empregando-se uma solução estoque da sonda analítica, o ácido 8-anilino-1-naftaleno-

sulfonato (ANS) o qual foi pesada e em seguida solubilizada diretamente em tampão Tris 

10 mM (pH 7,4). 

 

4.2. Equipamentos utilizados 

 

Para as medidas espectrofluorimétricas empregou-se espectrofluorímetro Shimadzu 

RF (modelo 5301PC, Japão) com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho óptico, 

equipado com lâmpada de xenônio de 150 W. As medidas espectrofotométricas foram 

realizadas em espectrofotômetro de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-
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6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho óptico. Os 

espectros por RMN 1H foram obtidos a partir de espectrômetro Bruker Avance 600 MHz 

600 MHz (B0 = 14T).  As medições dos espectros de dicroísmo circular foram registradas 

em um espectropolarímetro Jasco (modelo J-815) equipado com sistema de ajuste de 

temperatura tipo Peltier. As medidas de pH foram realizadas com eletrodo combinado de 

vidro associado ao potenciômetro Gehaka (PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes 

foram medidas em balança analítica eletrônica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisão de 

0,1 mg. 

 

4.3. Procedimentos experimentais 

 

4.3.1 Ensaios enzimáticos 

 

Os ensaios enzimáticos foram realizados pelo grupo de pesquisa da professora 

Luzia Modolo da Universade Federal de Minas Gerais (UFMG). A urease purificada de 

Canavalia ensiformis (Jack bean) foi utilizada para avaliar a capacidade dos metabólitos 

de líquen em inibir a atividade ureolítica, a qual tem sido frequentemente usada como 

modelo (UPDHYAY, 2012). Os ensaios foram realizados em tampão fosfato 20 mM com 

1 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (pH 7,0), sendo adicionado uma 

concentração fixa de ureia (10 mM) e urease (12,5 mU), na ausência e na presença de 

cada composto avaliado, (+)-USN, (-)-USN e FUM, a 1,6 mM. Os sistemas foram 

incubados por 10 min a 25oC e em seguida adicionou-se fenol a 1% m/v contendo 5 mg 

L-1 de nitroprussiato de sódio (SNP), NaOH a 0,5% m/v contendo NaOCl a 0,1% v/v. 

Após 5 mim de incubação das amostras a 50ºC, a absorvância foi medida em 630 nm para 

determinar a quantidade de amônia formada, sendo esse parâmetro usado para determinar 

a capacidade dos compostos de inibir a urease. Três experimentos independentes foram 

realizados, cada um com quatro repetições (LAGE et al., 2018). 

 

4.3.2 Medidas de fluorescência no estado estacionário 

 

A titulação espectrofluorimétrica da HSA (2 μM) frente aos ligantes COC e CE (0-

80 μM) foi realizada empregando medidas de fluorescência no estado estacionário 

explorando a fluorescência intrínseca da proteína. Para tanto, se empregou ex = 280 nm 

e λem = 340 nm com slit de 10 e 5 nm para excitação e emissão, respectivamente. A 
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influência da força iônica no meio foi avaliada a partir da variação da concentração de 

NaCl (0-200 mM). No estudo de interação com urease foi realizado a titulação 

espectrofluorimétrica da urease (1 μM) frente a (+) - USN, (-) -USN e FUM (0-80 μM). 

Neste experimento, se empregou ex = 280 nm e λem = 334 nm com slit de 10 e 5 nm para 

excitação e emissão, respectivamente (LAGE et al., 2018). Em todos os estudos de 

interação, se utilizou como critério analítico e parâmetro de avaliação os valores da 

constante de Stern-Volmer (KSV) e da constante de ligação (Kb) relativo ao processo de 

interação proteína-ligante. 

Para avaliação dos parâmetros termodinâmicos foram realizadas titulações 

espectrofluorimétricas a 23, 30 e 38ºC, em seguida, os valores de Kb foram calculados 

para sistema e aplicando-se a equação de Vant´t Hoff foram estabelecidos os valores de 

H, S e a posteriormente, G (SILVA, 2017)  

 

4.3.3 Fluorescência tridimensional (3D): alterações conformacionais  

 

A concentração da HSA foi fixada em 2 μM enquanto que para COC e CE se usou 

40 μM em tampão Tris 10 mM a pH 7,4. As medidas espectrofluorimétricas foram 

realizadas nas seguintes condições: λex = 220 a 400 nm (variando de 10 em 10 nm), λem= 

250 a 450 nm, com slit de excitação e emissão igual a 5 nm (LYRA, 2017). Para os 

estudos com urease se manteve a concentração da proteína a 1 μM, enquanto para os 

ligantes (+) - USN, (-) - USN e FUM se usou 20 μM a pH 7,4. Para a enzima as medidas 

espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes condições: λex = 220 a 350 nm 

(variando de 10 em 10 nm), λem= 270 a 450 nm, e slit de excitação e emissão igual a 5 

nm (LAGE et al., 2018). 

 

4.3.4 Fluorescência sincronizada: avaliação dos resíduos de Tir e Trp 

 

Os resíduos de Trp foram monitorados utilizando-se  = 60 nm com abertura da 

fenda de excitação de 1,5 nm e emissão em 15 nm, enquanto que para os resíduos de Tir 

se empregou  = 15 nm com slit de excitação e emissão igual a 5 nm (SANTOS, 2017) 

Para ambos os resíduos se avaliou o processo de interação dentro da faixa espectral de 

280 a 450 nm. As medidas foram realizadas na presença e na ausência dos ligantes (0-80 
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μM), e a concentração da HSA e da urease foram mantidas fixas a 2 e 1 μM, 

respectivamente. 

4.3.5 Avaliação dos sítios de ligação e estudos de competição 

 

Para avaliação do sítio preferencial de ligação da HSA foram empregados os 

marcadores: varfarina (marcador do sitio I), diazepam (sítio II) e digoxina (subdomínio 

IB, denominado também de sítio III), todos na proporção de 1:1 em relação a HSA (2 

μM). Para a avaliação do sítio preferencial de ligação de cada ligante foi realizado uma 

titulação espectrofluorimétrica da proteína com COC e CE (0-80 μM) na presença e 

ausência  de cada marcador (DANTAS, 2015) sendo utilizado slit de excitação de 5 e 

emissão de 10 nm. 

Para o estudo de competição pelo sítio catalítico da urease foram empregados os 

inibidores competitivos hidroxiureia, tioureia e omeprazol e do substrato ureia. Todos na 

proporção de 1:1 em relação a urease (1 μM). Em seguida, foi realizado uma titulação 

espectrofluorimétrica da enzima com (+) -USN, (-) -USN e FUM (0-80 μM) na presença 

e na ausência dos inibidores ou substrato (LAGE et al, 2018). Neste ensaio, foi usado slit 

de excitação e emissão igual a 5 nm. 

Para a avaliação da influência de íons inorgânicos e ácidos graxos no processo de 

interação entre HSA-COC/CE foram realizados estudos de competição, empregando as 

proporções entre proteína e competidor de acordo com as condições fisiológicas. Foram 

avaliados os seguintes competidores: Ca(II), Fe(III), D-glicose, Mg(II), HPO4
2-, HCO3

-, 

ácido oleico, linoleico, palmítico e esteárico. A concentração da proteína foi fixada em 2 

µM, sendo o estudo realizado na presença e na ausência de concentrações crescentes de 

COC e CE.  

 

4.3.6 Transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET) 

 

Para a avaliação da distância intermolecular entre fluoróforo e o quencher foram 

realizadas medidas de fluorescência molecular da proteína e do sistema proteína-ligante, 

assim como, do perfil de absorção molecular dos ligantes. Para tanto, foram mantidas as 

proporções da HSA e dos ligantes (COC e CE) em 1:2, sendo a concentração empregada 

HSA de 10 µM e dos ligantes em 20 µM (DANTAS, 2015). 
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4.3.7 Avaliação de regiões hidrofóbicas da proteína – sonda ANS 

 

Para avaliar possíveis mudanças na hidrofobicidade da superfície da HSA partir da 

interação com os ligantes COC e CE foram realizados dois ensaios distintos. O primeiro, 

tem como objetivo monitorar se o ligante interage em regiões hidrofóbicas. Para isso, 

manteve-se a concentração da HSA (2 μM) e da sonda ANS (2 μM) fixas, variando a 

concentrações dos ligantes (0-80 μM), empregou-se λex= 280 nm e λem= 380 nm, com 

abertura da fenda de excitação de 5 e emissão igual a 10 nm (SILVA, 2017)  

Já o segundo ensaio, permite determinar o índice de hidrofobicidade da proteína na 

presença e ausência dos ligante. Para isso, manteve-se a concentração da HSA (2 μM) e 

dos ligantes (50 μM) fixos, variando-se a concentração da sonda ANS (0-50 μM). Para o 

segundo ensaio empregou-se λex= 380 nm e λem= 471 nm, com abertura da fenda de 

excitação de 1,5 e emissão igual a 5 nm (LYRA, 2017). 

. 

4.3.8 Interação proteína-ligante empregando fluorescência e UV-vis 

 

Para os estudos de UV-vis visando avaliar a formação do complexo e alterações na 

estrutura da HSA empregou-se 10 μM da proteína e 10 μM para os ligantes COC e CE 

em tampão Tris (pH 7,4) a 10 mM. Os espectros foram obtidos em módulo de absorvância 

de 200 a 300 nm (SANTOS, 2017). 

 

4.3.9 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 

Foram realizados experimentos para determinação do valor de MIC frente a seis 

isolados clínicos de H. pylori, utilizando uma cepa de referência de H. pylori (ATCC 

43504), em colaboração com a Profa. Dra. Francesca Sisto da Universidade de Milão 

(Itália). A concentração mínima de cada composto-teste necessária para inibir 

completamente o crescimento de H. pylori foi determinada de acordo com Lage e col. 

(2018). Diluições seriadas de cada composto foram preparadas e adicionadas a placas de 

96 poços contendo 100 μL de meio de cultura MegaCell RPMI-1640 suplementado com 

soro fetal de bezerro a 3%. Suspensão de H. pylori foram preparadas em meio Wilkins 

Chalgren na concentração de 1 McFarland (3×108 bactérias / mL) e diluída em meio de 

cultura MegaCell RPMI-1640 contendo soro fetal de bezerro a 3%. A concentração final 

de H. pylori em cada poço foi de aproximadamente 5×105 UFC (unidade de formação de 
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colônia). Cada placa foi incubada a 37oC em atmosfera de CO2 10% por 72 h, seguida de 

avaliação do crescimento bacteriano. 

 

4.3.10 Dicroísmo circular  

 

As medições foram realizadas na região do UV no intervalo 190-240 nm. A 

concentração da proteína foi de 2 μM sendo titulada com incrementos de COC e CE (0, 

5, 10 e 20 μM) utilizando tampão fosfato a 5 mM em pH 7,4 (SANTOS, 2017). Foi 

utilizada cubeta de quartzo de 0,1 mm de caminho óptico, sendo cada espectro a média 

de quatro scans a 50 nm min-1. As medições foram realizadas na região do UV no 

intervalo 190-240 nm na presença de N2 (99,99%) como gás inerte. O cálculo da 

composição da estrutura secundária da proteína na presença e ausência dos ligantes foi 

realizado com base no método Raussens (SATZER et al., 2016). 

 

4.3.11 Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 

Nos ensaios de RMN 1H foi utilizado tampão fosfato 10 mM (pH 7,4) em água 

deuterada (D2O). A solução estoque da HSA 0,1 mM foi preparada em tampão fosfato, 

enquanto que o estoque dos ligantes COC e CE a 10 mM foram preparadas em tampão 

fosfato com 10% (v/v) de DMSO-d6. Foram obtidos espectros dos ligantes (1 mM) na 

ausência e presença de HSA, cuja concentração em relação aos ligantes foi 25, 50 e 100 

vezes menor, para um volume final de 600 μL. Os espectros foram ajustados quando ao 

deslocamento químico utilizando o sinal do DMSO-d6 como referência (SILVA, 2017). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Estudos de interação entre metabólitos secundários de líquens e urease  

 

5.1.1 Efeito dos metabólitos secundários de líquen na atividade enzimática da urease 

 

Os resultados iniciais dos ensaios enzimáticos mostraram que todos os compostos 

foram tão eficientes quanto a hidroxiureia, um inibidor de referência (Figura 13), de forma 

que o FUM inibiu cerca de 90% da atividade da enzima, enquanto que nas mesmas 

condições experimentais, (R) - (+) -USN e (S) - (-) -USN inibiram a atividade ureolítica 

em 81 e 72%, respectivamente. Uma vez que os compostos se mostraram efetivos quanto 

a inibição da urease, fez-se necessário avaliar o mecanismo de ação desses metabólitos, 

o que foi feito por ensaios cinéticos. Os resultados desta avaliação indicaram que (R) - 

(+) -USN e FUM são típicos inibidores competitivos.  

Figura 13- A atividade enzimática foi avaliada a partir de reações contendo os metabólitos 

secundários de líquen (1 mM), ureia (10 mM ) e urease de Canavalia ensiformis (12,5 mU). 

 

Fonte: disponibilizado pelo Prof. Ângelo de Fátima (UFMG). 

Muitos compostos têm sido reportados na literatura como inibidores competitivos, 

como por exemplo, fluoreto (UPDHYAY, 2012), fosforamidatos (REGO et al, 2018) e 

baicolina (TAN et al., 2013), entre outros. Por outro lado, (S) - (-) -USN funciona como 

um inibidor misto. Outros produtos naturais, como o aldeído protocatecuico, 

siringaldeído (3,5-dimetoxi, 4-hidroxibenzaldeído) e vanilina também mostraram ser 

inibidores mistos para urease (REGO et al, 2018). Inibidores competitivos competem com 
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o substrato pelo o sítio ativo da enzima e estão relacionados com a formação do complexo 

(enzima-inibidor). Os inibidores do tipo misto, por sua vez, são capazes de se ligar tanto 

à enzima livre, formando o complexo (enzima-inibidor), como ao complexo enzima-

substrato. A afinidade dos compostos (R) - (+) -USN para o sítio ativo da urease foi 

determinada como sendo 3,1 vezes superior à do (S) - (-) -USN. 

Considerando a eficiência dos metabólitos secundários de líquen para inibir a urease 

baseado no perfil cinético foram realizados estudos biofísicos do processo de interação 

para um melhor entendimento do sistema em estudo. 

 

5.1.2 Avaliação dos parâmetros de ligação e termodinâmicos  

 

Inicialmente realizou-se uma titulação espectrofluorimétrica, onde variou-se a 

concentração dos três metabólitos secundários de líquen ((+) -USN, (-) -USN e FUM) e 

manteve-se fixa a contração da urease de Canavalia ensiformis, que contém quatro 

resíduos Trp nas posições 495, 648, 708 e 728. Dessa forma a fluorescência intrínseca da 

urease é mais ou menos um resultado da contrubuição dos resíduos de Trp. 

Por meio deste estudo observou-se que a urease apresentou uma banda de 

fluorescência intensa em 334 nm, indicando que os resíduos de Trp estão parcialmente 

protegidos do solvente, quando a enzima é excitada em 280 nm (ZHANG et al, 2001). 

Foi também observado que a adição de concentrações crescentes dos inibidores, levou a 

uma redução da intensidade de fluorescência e a um deslocamento do comprimento de 

onda de máxima emissão para menores comprimentos de onda (deslocamento para o azul) 

de 334 para 332 nm, conforme ilustrado na Figura 14 para o (R) - (+) -USN. Isso pode 

estar relacionado a mudanças conformacionais induzidas pela interação com os 

inibidores. Além disso, o deslocamento para menores comprimentos de onda indica 

também que houve uma diminuição da polaridade do microambiente dos resíduos de Trp 

(ALBANI, 2007). Resultados semelhantes foram observados para (S) - (-) -USN, no qual 

o deslocamento para menores comprimentos de onda foi de 334 para 333 nm. O ácido 

fumarprotocetrárico, por sua vez, apresentou um deslocamento para maiores 

comprimentos de onda (deslocamento para o vermelho) de 334 para 335 nm e isto se deve 

ao aumento da polaridade no microambiente em torno dos resíduos de Trp (ALBANI, 

2007). Os resultados para os (S) - (-) -USN e FUM são apresentados no Apêndice I. 
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Figura 14- Perfil espectral de emissão da urease (1,0 μM) na presença de diferentes concentrações 

de (R)-(+)-USN a pH 7,4 e 30oC (a). Gráfico de Stern-Volmer (b). Curva logarítmica dupla para 

cálculo da constante de ligação (c).  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Como a interação entre os três inibidores e a urease resultou na redução da 

fluorescência intrínseca desta enzima, fez-se necessário determinar por qual mecanismo 

esse processo ocorreu: quenching estático ou dinâmico. Essa determinação é feita 

analisando a relação entre a constante de Stern Volmer (KSV), calculada pela equação 3, 

e a temperatura. Quando o valor da constante aumenta em função da elevação da 

temperatura, é um indicativo que o processo ocorre por quenching dinâmico, uma vez que 

temperaturas mais elevadas levam a um maior coeficiente de difusão, e por consequência 

um maior número de choques entre o fluoróforo (proteína) e o quencher (ligante) 

(SURYAWANSHI et al., 2016). A diminuição dos valores das constantes de ligação com 

o aumento da temperatura, por sua vez, indica a ocorrência do processo por quenching 

estático, visto que temperaturas elevadas afetam a estabilidade do complexo proteína-

quencher. (WANI et al., 2017). Adicionalmente, o perfil exponencial do gráfico de KSV 

(Figura 14b) indica que todos os resíduos de Trp estão acessíveis ao quencher ou que um 

dos resíduos Trp é o único responsável pela fluorescência intrínseca da urease (ALBANI, 

2007) 

Com base nos resultados da Tabela 2 podemos observar que os valores de KSV 

diminuíram com o aumento da temperatura, para todos os inibidores. Assim, o processo 

de interação entre os três inibidores e a urease ocorreu predominantemente por meio do 

mecanismo de quenching estático com formação de um complexo não-fluorescente. 
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Tabela 2- Parâmetros de ligação e termodinâmicos referentes a interação entre os metabólitos secundários de líquen e urease. 

 

Compostos 
T 

(ºC) 

 Parâmetros de ligação  Parâmetros termodinâmicos 

KSV 

(104 M-1) 
r 

Kq 

(1012 M-1) 
Kb 

(105 M-1) 
n r 

G 

(kJ mol-1) 

H 

(kJ mol-1) 

S 

(J mol-1 K-1) 

(+)-USN 

23 5,25  0,18 0,9948 5,25 52,5  3,7 1,41  0,07 0,9898  -33,37 

-15,00 +61,96 30 5,05  0,16 0,9955 5,05 35,5  4,9 1,42  0,06 0,9823  -33,80 

38 4,60  0,17 0,9936 4,60 18,6  2,4 1,32  0,07 0,9862  -34,27 

(-)-USN 

23 5,48  0,30 0,9870 5,48 18,3  4,2 1,30  0,09 0,9836  -35,58 

-21,02 + 49,10 30 4,86  0,28 0,9848 4,86 15,7  4,5 1,29  0,08 0,9804  -35,92 

38 5,00  0,28  0,9859 5,00 12,3  4,4 1,27  0,07 0,9795  -36,30 

FUM 

23 3,29  0,18 0,9861 3,29 0,28  0,01 0,96  0,02 0,9955  -25,24 

-14,28 + 36,98 30 3,52  0,19 0,9871 3,52 0,25  0,01 0,95  0,01 0,9979  -25,50 

38 3,81  0,23 0,9830 3,81 0,21  0,01 0,92  0,02 0,9978  -25,78 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Uma vez definido o mecanismo de quenching, faz-se necessário avaliar o grau de 

interação, sendo este um parâmetro relevante, pois, ajuda a entender o mecanismo pelo 

qual os metabólitos secundários de líquen inibem a atividade da urease. Assim, a 

constante de ligação (Kb) é usada como parâmetro, uma vez que expressa a força de 

interação entre um ligante e uma dada proteína. No caso dos metabólitos de líquen foi 

observado que as constantes de interação estavam na ordem de 104, sendo a interação 

entre (R) - (+) -USN e a urease mais forte que os demais (Tabela 2).  

Além disso, foi observado na literatura que os valores de Kb para os compostos de 

líquen em relação à urease estavam no mesmo intervalo daqueles relatados para a 

interação entre pentaclorofenol (3,85×103 M-1 a 32 oC) (QING & HONG-MEI, 2012) 

K2Cr2O7 (1,96×104 M-1 a 29 oC) (ZHANG, ZHANG, WANG, 2011) e Cu (II) (3,89×105 

M-1 a 37 oC para [Cu (II) ] <16 µM) (WANG, ZHANG, ZHANG, 2011) e a urease de 

Jack bean. No entanto, esses autores não avaliaram o potencial do pentaclorofenol, 

K2Cr2O7 e do Cu (II) como inibidores da urease. 

O fato de o (R) - (+) -USN interagir mais efetivamente com a urease que (S)-(-)-

USN provavelmente está relacionado a capacidade da molécula em se acomodar melhor 

ao sítio ativo da urease, indicando que a enzima é enatioseletiva para este isômero do 

ácido úsnico. Outras proteínas enatioseletivas são descritas na literatura, como por 

exemplo, a albumina de soro humano (HSA) que se mostrou enatioseletiva para o anti-

inflamatório (R) -ibuprofeno (YAMASAKI et al., 2013) e para o pesticida (S)-diclofop-

metil (ZHANG et al., 2014). Desta forma, os valores de Kb permitem estabelecer quando 

a proteína pode ser enatioseletiva a um determinado isômero.  

Similarmente ao observado para os valores de KSV, a constante de ligação (Kb) com 

os compostos de líquen e a urease reduziram com o aumento da temperatura, confirmando 

a ocorrência de quenching estático. De acordo com a equação 1, n corresponde ao número 

de sítios ocupados pelo ligante na estrutura da urease, os valores de n variaram de 0,92 a 

1,42; indicando que as interações ligante-urease ocorram na proporção de 1: 1. 

Os parâmetros termodinâmicos indicados na Tabela 2 foram obtidos usando a 

equação linearização da equação de Van’t Hoff (equação 5) nos ensaios de interação 

realizados em diferentes temperaturas, cujos gráficos estão expostos no Apêndice II e III 

(SARWAR et al., 2015), evidenciando que o processo de interação foi entropicamente 

favorável.  O cálculo desses parâmetros permite relacionar o tipo de forças envolvidas na 

interação entre os metabólitos secundários de líquens e a urease. A energia livre de Gibbs 

(ΔG), por sua vez foi calculada de acordo com a equação 6. Os valores negativos para ΔG 
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indicam que a interação entre os compostos de líquen e a urease é termodinamicamente 

espontâneo. 

As principais forças que podem estar envolvidas no processo de interação entre os 

metabólitos secundários de líquens e a urease são: forças hidrofóbicas (e entalpia e a 

entropia positivas ΔH > 0 e ΔS > 0); forças eletrostáticas (ΔH < 0 e ΔS > 0) e ligações de 

hidrogênio e forças de Van der Waals (ΔH < 0 e ΔS < 0) (ROSS & SUBRAMANIAN, 

1981). Como os valores de ΔH foram negativos e os valores de ΔS foram positivos para 

os metábolitos avaliados, o processo de interação ocorre preferencialmente por meio de 

interações eletrostáticas, sendo um processo espontâneo, pois os valores de ΔG foram 

negativos. Assim, uma vez que a interação entre os compostos e a urease for estabelecida, 

as moléculas de água associadas às proteínas foram deslocadas, sendo essa condição 

responsável pelos valores positivos da entropia. 

 

5.2 Estudos de alterações conformacionais da urease 

 

5.2.1 Avaliação da alteração da estrutura da urease por fluorescência 3D 

 

É bem conhecido que o espectro de fluorescência tridimensional pode fornecer 

informações mais detalhadas sobre a alteração da configuração da proteína, quando a 

mesma se encontra ligada a molécula, pelo fato das forças intramoleculares envolvidas 

na manutenção da estrutura secundária serem alteradas (SURYAWANSHI et al., 2016) 

Por meio dessa técnica, as alterações conformacionais na estrutura da proteína podem 

ser investigadas a partir das mudanças características das bandas de emissão referentes à 

cadeia polipeptídica e dos resíduos de triptofano e tirosina, que estão relacionadas com 

alterações na conformação do esqueleto péptico associado transformação helicoidal. 

O espectro de fluorescência tridimensional para a urease livre e complexada com 

isômeros do USN e o FUM estão apresentados na Figura 15. Neste estudo, o pico 1 

corresponde ao espalhamento da radiação (scattering Rayleigh) caracterizado pela 

reemissão da radiação (λex = λem) pela água (solvente), ou seja, uma pequena fração da 

radiação absorvida é espalhada em todas as direções em determinado comprimento de 

onda (QING & HONG-MEI; 2012); o pico 2 corresponde à emissão dos resíduos Trp e 

Tir, enquanto a emissão da cadeia polipeptídica da estrutura da urease está representada 

pelo pico 3 (DANTAS et al., 2017). Os principais parâmetros associados aos espectros 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177915300034#!
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3D obtidos quanto à posição e intensidade dos picos de máxima emissão de fluorescência 

e efeito Stokes foram compilados na Tabela 3. 

Figura 15- O espectro de fluorescência 3D para (a) urease livre e (b) complexada com (R) - (+) -

USN, em pH 7,40. Enzima e ligante foram utilizados em 1,0 e 10 µM, respectivamente. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
 

A Figura 15 mostra diminuição significativa na fluorescência referente aos picos 2 

e 3. Foi obtido um perfil espectral semelhante para os sistemas contendo (S) - (-) -USN e 

FUM (Apêndice IV). Analisando os valores da Tabela 3 é possível inferir que a 

intensidade de fluorescência dos picos 2 e 3 foi reduzida em 35 e 74%, respectivamente, 

na presença do (R) - (+) -USN; 58% e 29% na presença do (S) - (-) -USN e de 23 e 46%, 

na presença do FUM. A redução na intensidade de fluorescência 3D correspondente ao 

pico 2 indica alterações no microambiente dos resíduos de Tir e Trp, enquanto que para 

o pico 3 estão relacionadas a modificações na estrutura nativa da proteína.  

As variações mais significativas na intensidade de fluorescência foram observadas 

quando o ligante foi adicionado ao meio, indicando que ocorreram alterações na cadeia 

polipeptídica e no dobramento da enzima, sendo essas alterações mais significativas na 

presença do (R) - (+) -USN (WANG et al., 2015). Além disso, pôde-se observar o 

descolamento Stokes para maiores comprimentos de onda, para o pico 2, na presença de 

(R) - (+) -USN e (S) - (-) -USN, indicando alterações conformacionais na microrregião 

dos resíduos de Tir e Trp, a qual se torna mais polar (exposição ao solvente). Por outro 

lado, não foi observado deslocamento Stokes na presença do FUM. Com relação ao pico 

3, também se observou deslocamento Stokes, porém, para menores comprimentos de 

onda, na presença cada composto avaliado, indicando mudanças conformacionais na 

estrutura da enzima. 



66 
 

Tabela 3- Parâmetros de fluorescência tridimensional para urease livre (pH 7,4) ou na presença de compostos de líquen. Proteína e ligantes foram usados em 

1,0 e 10 µM, respectivamente, sendo o pico 1 referente ao espalhamento da radiação (scattering Rayleigh); pico 2 referente à emissão dos resíduos Trp e Tir e 

o pico 3 referente à emissão da cadeia polipeptídica da estrutura da urease. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

Pico 

Urease  Urease + (R)-(+)-USN   Urease + (S)-(-)-USN   Urease + FUM  

Posição 

(ex / em) 

Stokes1 

 (nm) 
F (a. u.) 

Posição 

(ex / em) 

Stokes 

 (nm) 
F (a. u.) 

Posição 

(ex / em) 

Stokes 

 (nm) 
F (a. u.) 

Posição 

(ex / em) 

Stokes 

 (nm) 
F (a. u.) 

1 ex = em 0 > 1000  ex = em 0 > 1000  ex = em 0 > 1000  ex = em 0 > 1000 

2 285 / 333 48 577 (100%)2  285 / 334 49 374 (65%)  285 / 335 50 337 (58%)  285 / 333 48 443 (77%) 

3 238 / 333 95 596 (100%)  248 / 332 84 157 (26%)  248 / 333 85 171 (29%)  248 / 336 88 336 (56%) 
1Deslocamento Stokes ( = em - ex)  
2Números entre parênteses representam a porcentagem relativa do sinal de fluorescência. Valores menores indicam maior variação em relação ao controle (urease livre). 
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5.2.2 Fluorescência sincronizada  

 

A fluorescência sincronizada é uma técnica muito sensível, capaz de avaliar 

mudanças na polaridade do microambiente dos resíduos de tirosina e triptofano 

(BOBONE, VAN DE WEERT, STELL, 2014). As constantes de Stern-Volmer (Ksv) para 

um Δλ = 15 nm (Tir) e Δλ = 60 nm (Trp) foram usadas como parâmetro para averiguar 

as interações entre os metabólitos secundários de líquen e a urease. O espectro de 

fluorescência sincronizada da urease na presença de (R) - (+) -USN é mostrado na Figura 

16. O mesmo perfil foi obtido para os demais inibidores avaliados (Apêndice V), e os 

parâmetros de ligação entre os compostos de líquen e a urease constam na Tabela 4. 

Figura 16- Espectros de fluorescência sincronizado da urease (1,0 μM) após a adição de 

concentrações crescentes de (R)-(+)-USN  em pH 7,4, monitorando (b) λ = 15 nm (resíduos Tir) 

e (c) λ = 60 nm (resíduos Trp). 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Analisando os espectros da Figura 16(b) e 15(c) foi observado um desvio no 

máximo comprimento de onda de emissão da urease mais significativa para os resíduos 

de Trp do que para a Tir na presença do (R) - (+) -USN. O mesmo comportamento foi 

observado para o (S) - (-) -USN (Apêndice V) enquanto que nenhuma diferença foi 

detectada na presença do FUM (Apêndice V). Isto provavelmente ocorre pelo fato de que 

os resíduos de Tir são menos sensíveis a mudanças de polaridade no meio quando 

comparados com os resíduos de Trp (SUN et al., 2010). Um aumento na polaridade do 

microambiente está relacionado à variação positiva no λmax, enquanto uma redução da 

polaridade está associada à variação negativa no λmax. A partir deste perfil de variação, 

quando houver, permite descrever mudanças na estrutura da proteína nativa. 
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Tabela 4- Parâmetros de ligação de fluorescência sincronizada para os compostos secundários de 

líquen e urease. 

 

Composto 
  

(nm) 

Stern-Volmer max  

 (nm) KSV (104 M-1) r 

(+)-USN 
15 18,61 ± 0,18 0,9938 +1 

60 6,34 ± 0,08 0,9947 - 4 

(-)-USN 
15 14,94 ± 0,22 0,9939 + 1 

60 6,01 ± 0,11 0,9932 - 2 

FUM 
15 4.81 ± 0,07 0,9923 +1 

60 4,09 ± 0,04 0,9938 +1 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Com base nos valores de KSV, os resíduos de Tir foram sistematicamente mais 

afetados quando comparados aos de Trp (Tabela 4). Nossa hipótese é que este resultado 

está associado à presença de Tir nas posições 410 e 544, próximo aos principais resíduos 

de His (posições 409 e 545) conhecidos por coordenar os átomos de Ni no sítio ativo da 

urease de Jack bean (Figura 17). Já os resíduos de Trp, que estão nas posições 495 e 648, 

estão distantes do sítio catalítico da urease (Figura 17), sugerindo que os resíduos de Tir 

tiveram seu microambiente alterado mais significativamente que os Trp. Além disso, o 

valor de KSV para Tir (Δλ = 15 nm) no sistema contendo (R) - (+) -USN foi superior ao 

da urease na presença de seu enantiômero e ao FUM. Isto sugere que o (R) - (+) -USN 

interage de preferência com o sítio catalítico da urease em relação ao seu enantiômero. 

De fato, os resultados cinéticos indicaram que a afinidade do (R) - (+) -USN pelo sítio 

ativo de urease é 3 vezes maior que o do (S) - (-) -USN (LAGE et al., 2018).  

Figura 17- Resíduos de tirosina (Tir410 e Tir544) próximos ao centro catalítico da urease na 

forma nativa. Os resíduos de Tir não fazem parte do sítio catalítico (W1-W3, moléculas de água 

no sítio ativo)  
 

 

Fonte: Adaptado de LAGE et al., 2018. 
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5.3 Estudos de competição 

 

Nesse estudo foi avaliado a influência do substrato (ureia) e de alguns inibidores 

clássicos (tioureia, hidroxiureia e omeprazol) (Figura 18) na interação entre a urease e os 

compostos de líquen. Neste ensaio, foi usado a razão entre as constantes de ligação na 

presença e na ausência dos competidores e substrato, como parâmetro de avaliação, (Kb´/ 

Kb), na qual Kb´ e Kb são a constante de ligação na presença e ausência de um competidor, 

respectivamente. 

Figura 18- Estrutura do substrato e dos inibidores (tioureia (TU), hidroxiureia (HU) e omeprazol 

(OM)) avaliados. 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

A formação do complexo urease-metabólitos secundários de líquens é favorecida 

quando Kb'/ Kb > 1 e quando essa razão for menor que 1, indica que a formação do 

complexo é desfavorecida. Os valores estão expostos na Tabela 5. 

Tabela 5- Relação das constantes de ligação da urease na ausência (Kb) e na presença (Kb´) de 

substrato ou dos inibidores clássicos da urease, nas seguintes condições: urease 1,0 μM, 25 μM 

de substrato ou inibidor, compostos de líquen (1,0-80 μM). HU: hidroxiureia (inibidor 

competitivo); OMP: omeprazol (inibidor não competitivo) e TU: tioureia (inibidor competitivo). 

 

Composto 

Relação das constantes (Kb´/Kb) 

Substrato  Inibidores 

Ureia HU OMP TU 

(+) -USN 0,06  0,69 0,06 0,08 

(-) -USN 0,20  0,87 0,13 0,17 

FUM 0,02  2,63 0,03 0,04 

Kb´ = constante de ligação na presença de 25 μM do substrato ou inibidor. 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Analisando os dados da Tabela 5 é notório que a constante de ligação diminui tanto 

na presença do substrato como também dos inibidores clássicos (Kb´/ Kb < 1), indicando 

que os metabólitos secundários de líquen interagem no sítio ativo da urease e competem 

com o substrato pelo mesmo. Este resultado está em concordância com as conclusões 

obtidas pelo estudo de fluorescência sincronizada (Figura 16; Tabela 4). 
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Além disso, vale ressaltar que tanto a tioureia como a hidroxiureia são inibidores 

competitivos (OLIVEIRA et al., 2014), no entanto a tioureia foi um inibidor mais eficaz 

que a hidroxiureia, além disto, na presença de hidroxiureia houve aumento da interação 

entre o FUM e a urease. Esse comportamento pode estar relacionado à capacidade da 

urease de catalisar a hidrólise da hidroxiureia (Figura 19(a)), mesmo em um nível baixo 

(MARLIER et al., 2010). O omeprazol, por sua vez é um inibidor da bomba de prótons 

das células parietais gástricas, que reduz a secreção ácida gástrica, sendo muito usado no 

tratamento contra H. pylori, no qual atua aditiva ou sinergicamente com amoxicilina, 

claritromicina e metronidazol. Além disso, o omeprazol também é pró-inibidor da urease 

(não competitivo). Seu mecanismo de inibição é baseado na sua reação com os resíduos 

de Cis592 livre da urease (Figura 19(b)), causando um bloqueio do acesso da ureia ao 

sítio catalítico da enzima (AMTUL et al., 2002; KUEHLER et al., 1995). 

Figura 19- Representação esquemática do sítio ativo da ureane nativa de Jack bean (a) 

(KRAJEWSKA & BRINDELL, 2016) e sua interação com a hidroxiureia (b) (KRAJEWSKA, 

2007) (omeprazol após reação com o resíduo Cis (c) (AMTUL et al., 2002) ou (R) - (+) - USN 

(d; modelo proposto). W1-W3, moléculas de água no sítio ativo; WB, ponte de água (forma de 

hidróxido). Os resíduos Tir410 e Tir544, que não pertencem ao sítio ativo da urease foram 

afetados pelo processo de interação, conforme atestado por ensaio de fluorescência. 

 

 

Fonte: LAGE et al., 2018. 

O que provavelmente explica o fato de o (R) - (+) -USN interagir de forma mais 

efetiva no sítio ativo da urease quando comparado ao seu enantiômero (S) - (-) -USN, 

primeiramente é o fato da ligação com o (S) - (-) -USN inativar a urease por induzir a 
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formação de agregados enzimáticos com o grupo -SH da urease, bloqueando-os, e não 

por interagir, necessariamente, com o sítio ativo da enzima (VICENTE & CIFUENTES, 

1979). Essa condição pode ser revertida por meio de uma adição nucleofílica a carbonila 

em C1 do ácido úsnico (Figura 7) na presença de Cis ou ditiotreitol (KRAJEWSKA & 

BRINDELL, 2016). Assim, o mecanismo de inativação e reativação da urease na presença 

do (S) - (-) -USN pode também ser semelhante à do omeprazol (AMTUL et al., 2002) 

(KUEHLER et al., 1995), sendo ele, portanto, um inibidor misto.  

O outro motivo que explica o fato de o (R) - (+) -USN interagir de forma mais efetiva 

é a enantioseletividade da urease, que pode ser atribuída à configuração espacial de ‒CH3 

do C9b (Figura 7) que o impede de reagir com os resíduos de Cis592 e, consequentemente, 

interagir preferencialmente com urease no sítio ativo, por forças eletrostáticas, como 

demonstrado na Figura 19(c), de uma maneira comparativa a outros inibidores. 

 

5.4 Efeito dos metabólitos secundários de líquen no crescimento da H. pylori 

 

Os valores da concentração inibitória mínima (MIC) desse estudo estão na Tabela 

6 e mostraram que o (R) - (+) -USN foi o composto mais eficiente contra as cepas 

bacterianas testadas, com exceção da estirpe de referência NCTC11637 e da estirpe 

clínica R40 / 442, cuja potência foi comparável à do (S) - (-) -USN. Os valores da MIC 

para o composto (R) - (+) -USN foram de 3,8 a 7,8 vezes menores do que os valores para 

o omeprazol (OMP; medicamento de referência) e de 74 a 286 vezes menores do que os 

valores para hidroxiureia (HU) ou tioureia (TU). Da mesma forma, os outros produtos 

naturais de líquen, o (S) - (-) -USN e o FUM foram mais potentes do que o medicamento 

de referência ou inibidores de urease testados. O composto (S) - (-) -USN foi de 2 a 4 

vezes mais eficiente que o OMP, de 25-99 vezes mais eficiente que HU e de 39-154 vezes 

mais potente que TU. Enquanto a potência para o FUM, foi de até 2,7 vezes, 25-99 vezes 

e 52-104 vezes, respectivamente.  
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Tabela 6- Concentração inibitória mínima (MIC; µM) de metabólitos secundários de líquen 

necessários para inibir o crescimento de H. pylori. Hidroxiureia (HU), omeprazol (OMP) e 

tioureia (TU) foram usados como referências de inibidores de urease. 

 

Cepas bacterianas (R) -(+)-USN (S) -(-)-USN FUM HU OMP TU 

190 0,012 0,046 0,068 1,683 0,093 3,550 

E17 0,012 0,023 0,034 1,683 0,093 3,550 

23 0,023 0,046 0,068 3,366 0,185 3,550 

110 R 0,012 0,023 0,034 3,366 0,046 0,887 

11637 0,023 0,023 0,068 3,366 0,093 3,550 

R40/499 0,012 0,023 0,034 3,366 0,046 3,550 

R40/442 0,023 0,023 0,034 3,366 0,093 3,550 

Fonte: LAGE et al., 2018. 

No geral, a ordem de potência para inibir o crescimento da H. pylori foi (R) -(+) -

USN > (S)-(-)-USN > FUM > OMP > HU > TU (Tabela 6). Esses resultados estão de 

acordo com os estudos de interação com a urease, onde se observa a mesma ordem em 

relação aos valores de Kb para os metabólitos de líquen. Vale ressaltar que o sítio ativo 

da urease de Jack bean e da urease da H. pylori compartilham elevada semelhança (Figura 

20), embora a urease da H. pylori seja constituída por duas subunidades, enquanto a 

urease de Jack bean seja composta por uma única cadeia de aminoácido, o que pode levar 

a diferenças no (s) sítio (s) alostérico(s) visado(s) para o (S)-(-)-USN. 

Figura 20- Superposição estrutural das ureases no sítio ativo. Urease nativa de Jack bean (590-

607, azul) e urease nativa de H. pylori (319-336, vermelho) mostram a alta semelhança estrutural.  

 

Fonte: LAGE et al., 2018. 

Uma comparação entre diferentes compostos derivados de produtos naturais com 

atividade anti-ureolítica e os metabólitos secundários de líquen estão listadas na Tabela 

7. 
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Tabela 7- Valores de IC50 para várias classes de inibidores de urease. 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

 

Composto Condições experimentais Urease 
IC50 (µM) 

Referência 
Composto  Padrão de referência 

Andrografolide  Tampão fosfato 20 mM, EDTA 2 maM, pH 7, 25ºC 
H. pylori 3170 - 

MO et al., 2015 
C. ensiformis 3280 - 

Quercetina (flavonoide) Tampão fosfato 20 mM, pH 7 a 25oC H. pylori 11,2 Ácido acetohidroxâmico (19) XIAO et al., 2012 

Orientin (C-glucosiflavonoide) Tampão fosfato 20 mM, pH 7,0 C. ensiformis 28 Tioureia (21,5) PERVEEN et al., 2011 

Baicalin (polifenol) Tampão fosfato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7, 25ºC C. ensiformis 2700 - TAN et al., 2013 

Sculetina (polifenol) Tampão fosfato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7, 25ºC C. ensiformis 1400 - WU et al., 2013 

Galeato de metila Tampão fosfato com EDTA, pH 7,3  H. pylori 1300 Tioureia (500) NGAN et al., 2012 

Derivados da cumarina Tampão fosfato 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7,3 H. pylori 47,8 Ácido acetohidroxâmico (45) JADHAV et al., 2013 

Atranorina  Tampão fosfato, pH 6,8, 30oC C. ensiformis 18,2 Tioureia (21)  RAMSAY et al., 2012 

Ácido boswélico Tampão fosfato, pH 6,8 C. ensiformis 6,8 Tioureia (21) GOLBABEI et al., 2013 

Palmatina Tampão HEPES 20 mM, pH 7,5, 37oC 
H. pylori 

C. ensiformis 

530 Ácido acetohidroxâmico (70) 
ZHOU et al., 2017 

30  Ácido acetohidroxâmico (20) 

Epiberberina Tampão HEPES 20 mM, pH 7,5, 37oC 
H. pylori 

C. ensiformis 

3,0 Ácido acetohidroxâmico (83) 
TAN et al., 2017 

2,3 Ácido acetohidroxâmico (22) 

(R)-(+)-ácido úsnico 

Tampão fosfato 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4, 25ºC C. ensiformis 

976 

- Este trabalho (S)-(-)-ácido úsnico 983 

Ácido fumarprotocetrárico 827 
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Foi possível observar que os compostos estudados nesse trabalho, (R)-(+)-ácido 

úsnico, (S)-(-)-ácido úsnico e ácido fumarprotocetrárico apresentaram melhores 

resultados quando comparado a andrografolide, baicalin (polifenol), esculetina 

(polifenol) e galeato de metila,  uma vez que tiveram menores valores de IC50. Contudo, 

outros compostos apresentaram reduzido valor de IC50. 

Neste contexto, alguns pontos devem ser considerados. A diversidade estrutural dos 

compostos é variada, a qual tem influência sobre a capacidade dos mesmos em inibir o 

crescimento celular, explicando as diferenças de valores. Outro ponto importante é que o 

valor de IC50 não pode ser definitivo para inferir se um determinado composto é efetivo 

ou não, uma vez que o mesmo pode atuar de maneira diferente nos sistemas in vitro e in 

vivo, necessitando de ensaios completares que avaliem a toxicidade, além da capacidade 

de agir efetivamente na enzima em um sistema mais complexo, como é o caso dos 

metabólitos secundários de líquen avaliados nesse trabalho, os quais mesmo não tendo 

valores menores de IC50 comparados a outros compostos naturais, mostraram-se efetivos 

frente a cepas bacterianas resistentes. 

Diante da potencial utilização dos metabólitos secundários de líquen na indústria 

farmacêutica, sua aplicação a nível comercial deve ser analisada cuidadosamente, pois, 

geralmente, é necessário destruir uma grande quantidade de biomassa, para a obtenção do 

composto bioativo de interesse (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Além disso, a baixa taxa 

de crescimento dos líquens impossibilita a reposição rápida da biomassa ao meio 

ambiente, o que pode levar ao desequilíbrio ecológico ou até a extinção da espécie 

(LEGAZ et al., 2008). Assim, tem-se buscado alternativas de produzir metabólitos de 

interesse em larga escala usando quantidades mínimas de biomassa, como a utilização de 

culturas axênicas, ou seja, culturas livres de qualquer organismo vivo.  

Porém, os líquens só produzem quantidades significativas de substâncias em 

condições fisiológicas permissivas e como consequência disso, a produção em culturas 

livres de qualquer organismo vivo pode ser muito diferente da condição natural, podendo 

induzir a biossíntese de novos compostos, que não ocorrem naturalmente ou podendo 

levar a inibição da síntese de determinados metabólitos (BOUSTIE & GRUBE, 2005), 

por exemplo, o líquen Lecanora dispersa contém o composto 2,7-dicloro-hexanona como 

o principal composto secundário, mas quando cultivado isolado, crescendo sem a alga, 

produziram também panarina e depsidonas relacionadas (LEUCKERT et al., 1990). 

Outro exemplo é a produção de atranorina em Usnea hirta, quando cultivada em meio LB 

modificado (KINOSHITA et al., 1993), uma vez que este composto não está presente em 
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todo o gênero Usnea. Além disso, Kon e colaboradores (1997) encontraram apenas 

quantidades muito baixas de ácido usnico e ácido salazínico, que são metabólitos típicos 

em culturas de Usnea orientalis, ao passo que estes produziram os dibenzofuranos, ácido 

hipostrepsilico e ácido isostrepsilico.  

 Além disso, seu lento crescimento, tanto na natureza como em culturas livres de 

qualquer organismo vivo, pode ser considerado um grande problema para produção de 

metabólitos. No entanto, as condições de cultura podem ser otimizadas para favorecer a 

síntese de compostos secundários de interesse (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Neste caso, 

a síntese em laboratório pode ser uma alternativa a cultura axênica, uma vez que já é 

possível de ser realizada para alguns compostos de líquen (HUNECK et al., 1993; 

NICOLAOU & GRAY, 2004), além da modificação estrutural, visando melhorar alguma 

atividade, que foi iniciada com o ácido úsnico acoplado a várias aminas e poliaminas 

usando síntese orgânica em fase sólida (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Porém, ainda são 

poucos os trabalhos que reportam a síntese orgânica desses compostos e isso se deve a 

complexidade estrutural dos mesmos. 

Por fim, uma outra alternativa para produção dos metabólitos secundários é o uso 

da imobilização celular ou enzimática. Na imobilização celular as células encontram-se 

aprisionadas em espaço definido, tendo sua atividade total ou parcialmente mantida para 

uso continuado (PEREIRA, 1998). É uma atraente alternativa ao uso de sistemas 

enzimáticos purificados, uma vez que a própria célula organiza e fornece as condições 

ideais de funcionamento, além das vantagens de reutilização e economia de tempo 

(YAMAMOTO, 2000) 

 

5.5 Estudos de interação entre cocaína, seu metabólito cocaetileno e HSA 

 

5.5.1. Avaliação dos parâmetros de ligação e termodinâmicos  

 

Para avaliar o processo de interação entre HSA e os alcaloides COC ou CE, 

realizou-se uma titulação espectrofluorimétrica, onde foi monitorada a fluorescência 

intrínseca da HSA, proveniente dos resíduos de Tir e Trp. Desta forma, a fluorescência 

da HSA foi monitorada em 340 nm, na ausência e na presença da COC e do CE (0-80µM). 

Como visto na Figura 21, conforme aumentava-se as concentrações dos ligantes, ocorreu 

redução gradual da intensidade de fluorescência. Este processo se deu em função da 

diminuição da concentração livre da proteína, indicando qualitativamente que os 
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compostos apresentam interação com a HSA por meio da formação do complexo 

supramolecular não fluorescente (YAN & MARRIOT, 2003). Foi observado também que 

a adição de concentrações crescentes dos compostos, levou ao deslocamento do 

comprimento de onda de máxima fluorescência para menores comprimentos de onda 

(deslocamento para o azul) de 340 para 320 nm, conforme ilustrado na Figura 21(a1) para 

a COC e de 340 para 310 nm conforme a Figura 21(a2) para o CE. Isso pode estar 

relacionado a mudanças conformacionais induzidas pela interação com os alcaloides 

(ZHANG, et al., 2011). Além disso, o deslocamento para menores comprimentos de onda 

indica também que houve uma diminuição da polaridade do microambiente dos resíduos 

de Trp (ALBANI, 2007). 

No entanto, somente pela avaliação do perfil dos espectros de emissão de 

fluorescência da titulação da HSA com os ligantes avaliados não se pode indicar o 

mecanismo preferencial de quenching, o qual é definido como sendo a redução do 

rendimento quântico da fluorescência de um fluoróforo induzido por uma variedade de 

interações moleculares com o quencher (ligante), como rearranjo molecular, transferência 

de energia, entre outras (MOLINA-BOLÍVAR et al., 2014; WANI et al., 2017). Esse 

mecanismo de supressão da fluorescência depende da colisão entre a molécula da proteína 

excitada e a espécie supressora (Q) e da constante de velocidade de supressão bimolecular 

(Kq) (MOREIRA et al., 2015). Assim, para determinar o mecanismo de supressão, 

analisou-se os valores constante Kq em diferentes temperaturas, calculados a partir da 

equação 3, os quais estão expostos na Tabela 8. 
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Figura 21- Titulação espectrofluorimétrica da HSA (1,0 μM) em pH 7,4 (30 ºC) com COC e CE:  

a1) perfil espectral para a COC; b1) perfil linear do gráfico de KSV  referente a COC; c1) Constante 

de ligação para a COC; a2) Titulação espectrofluorimétrica da HSA com CE; b2) perfil linear do 

gráfico de KSV  para o CE; c2) Constante de ligação para o CE. 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Tabela 8- Parâmetros de ligação e termodinâmicos referentes a interação entre a COC, seu metabólito o CE e a HSA. 

 

Compostos 
T 

(ºC) 

   

Parâmetros de ligação 
                                                                            

Parâmetros termodinâmicos 

KSV 

(104 M-1) 

 

r 
Kq 

(1012 M-1s-1) 

Kb 

(104 M-1) 

 

r  
G 

(kJ mol-1) 

H 

(kJ mol-1) 

S 

(J mol-1 K-1) 

COC 

23 3,94 ± 0,05 0,9992 7,88 3,77 ± 0,05 0,9997  -25,85 

-64,78 -131,52 30 4,09 ± 0,09 1,0000 8,18 1,86 ± 0,10 0,9981  -24,93 

37 4,46 ± 0,01 1,0000 8,92 1,15 ± 0,15 0,9950  -24,01 

CE 

23 4,78 ± 0,16 0,9952 9,56 2,92 ± 0,08 0,9499  -25,28 

57,10 278,32 30 4,93 ± 0,13 0,9971 9,86 4,85 ± 0,11 0,9935  -27,23 

37 5,92 ± 0,14 0,9975 11,8 8,33 ± 0,21 0,9940  -29,18 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2018. 
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De acordo com Shu e colaboradores (2015), valores de Kq menores que 2,01010 

M-1 s-1, indicam a ocorrência preferencial do mecanismo de quenching dinâmico, 

enquanto que valores de Kq superiores, é indicativo de mecanismo de quenching estático. 

Os valores de Kq obtidos no estudo de quenching (Tabela 8) variaram de 7,88 a 8,921012 

M-1 s-1, para sistema contendo COC e de 9,56 a 11,81012 M-1 s-1 para o sistema contendo 

CE, indicando que o processo de interação entre ambos os ligantes e a HSA ocorreu por 

meio do mecanismo de quenching estático com formação de complexo supramolecular 

no estado fundamental. 

Os valores da constante de interação (Kb) variaram de 1,15 a 3,77×104 M-1 para 

COC e de 2,92 a 8,30×104 M-1 para CE (Tabela 8). Esses valores de constante estão 

próximos aos obtidos por Bailey (1995) que avaliou a afinidade desses compostos com a 

HSA empregando equilíbrio de diálise, sendo obtido uma constante de ligação de 

4,47×103 M-1 para COC e 4,32 ×104 M-1 para CE. Por outro lado, Parker e colaboradores 

(1995) avaliaram os fatores que poderiam afetar a ligação entre cocaína e proteínas séricas 

empregando ultrafiltração. Nesse estudo obteve-se uma constante de ligação para a COC 

de 2,3×106 M-1 o que pode ser explicado pelo uso de uma técnica baseada em princípios 

diferentes da fluorescência molecular. Vale ressaltar que não foi calculada a constante 

para o CE.  

Analisando o valor da constante de interação a 37oC (próximo a temperatura 

corpórea) observa-se que as constantes de interação foram maiores para o sistema HSA-

CE. Este fato pode estar relacionado com a substituição do grupo etil no lugar do metil 

éster. Essa pequena mudança já é o suficiente para mudar as propriedades farmacológica 

de uma molécula, como já reportado por Barreiro e colaboradores (2011), podendo mudar 

também as principais forças atuantes no processo de interação com a HSA, o número de 

interações não covalentes que podem ocorrer e, consequentemente, a magnitude dessa 

interação. 

Vale destacar que os compostos bioativos podem se ligar a várias proteínas do 

sangue, como a HSA, a α1-ácida glicoproteína, as lipoproteínas e as imunoglobulinas 

(SUKBUNTHERNG et al., 1996). No caso específico da cocaína e do cocaetileno, tem 

sido relatado duas principais proteínas: α1-ácida glicoproteína, que compreende de 1-3% 

(COLOMBO et al., 2006) das proteínas plasmáticas e a albumina, que compreende de 50-

60% (KRATZ & ELSADEK, 2012). Bailey (1995) avaliou a ligação da COC e do CE 

diretamente no soro humano, por equilíbrio de diálise, não sendo obtidas informações de 
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como este processo de interação ocorre, apenas o grau de afinidade. Assim a partir desse 

estudo, foi sugerido que a COC se ligava com alta afinidade a α1-ácida glicoproteína (Kb 

= 2,56×104 M-1) e com baixa afinidade a albumina (Ka = 4,47×103 M-1). Para o CE 

apresentava alta afinidade tanto para a α1-ácida glicoproteína (Kb = 5,21×104 M-1) como 

para albumina (Kb = 4,32×104 M-1), corroborando com os resultados do presente trabalho.  

Mesmo a COC tendo baixa afinidade pela HSA, essa proteína está em grande 

concentração no plasma, assim ela estará envolvida significativamente no processo de 

interação, além disso a diferença entre as constantes de ligação na presença de ambas as 

proteínas não foi expressiva para o CE. Adicionalmente, foi verificado que a cocaína e o 

cocaetileno se ligam com alta afinidade a albumina do leite materno humano e com baixa 

afinidade a fração lipídica (BAILEY, 1998).  

A avaliação das forças intermoleculares preferenciais no processo de interação foi 

realizada a partir dos cálculos dos parâmetros termodinâmicos para os complexos HSA-

COC e HSA- CE a partir da linearização da equação de van’t Hoff (equação 5) cujos 

resultados estão listados na Tabela 8. Uma vez que se obteve valores negativos de entalpia 

(ΔH) e entropia (ΔS) para COC (ΔH < 0 e ΔS < 0) é possível deduzir que as forças de 

van der Waals e ligações de hidrogênio são as interações preferenciais (não exclusivas) 

que estabilizam o complexo. O valor negativo de ΔS para esse sistema indica que o 

mesmo está mais organizado, explicando a existência das ligações de hidrogênio e de van 

der Waals, de forma que o aumento da temperatura desfavorece o processo de interação 

(Kb diminui com o aumento da temperatura), uma vez que o aumento da temperatura tende 

a torna o sistema mais desorganizado. Para o complexo HSA-CE se obteve valores 

positivos para variação de entalpia e entropia (ΔH > 0 e ΔS > 0), o que implica que 

interações hidrofóbicas estabilizam o complexo (ALANAZI & ABDELHAMEED, 

2016). O valor positivo de ΔS, indica que esse sistema está mais desorganizado, o que é 

devido ao deslocamento das moléculas de água (solvente) da estrutura da proteína para 

fora da biomolécula, quando as interações hidrofóbicas são formadas com o ligante. 

Assim, o aumento da temperatura tende a favorecer esse processo de interação ( Kb 

aumenta com o aumento da temperatura (BARAKAT & PATRA, 2013). 

Sabendo que a HSA é uma proteína com regiões hidrofóbicas, que transporta ácidos 

graxos, é esperado que ela tenha maior afinidade por espécies mais hidrofóbicas 

(CARDAMONE & PURIT, 1992). Assim, como para o complexo HSA-CE, as interações 

hidrofóbicas são as principais forças que estabilizam essa interação, desta forma, 

podemos inferir que a inserção do grupo etil no lugar metil éster (COC) faz com que o 
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CE tenha um caráter mais hidrofóbico que a COC. Para comprovar isso, foi necessário 

avaliar o coeficiente de partição na forma neutra ou protonada, uma vez que este 

parâmetro é uma medida quantitativa da lipofilicidade de compostos orgânicos 

(MEYLAN, 1994). Considerando que em condição de pH fisiológico estariam presentes 

no meio as espécies neutras e protonadas de COC e CE (pKa = 8,6) calculou-se o 

parâmetro de lipofilicidade para todos os sistemas. Assim, o valor de logP para COC é 

1,82 e para CE é 2,15, já para as formas protonadas, tem-se ClogP = 3,03 para COC e 

3,57 para CE, indicando em ambos os casos que houve um aumento na lipofilicidade para 

o CE causado pela adição da metila, da ordem de 18%. Quanto maior o valor de logP (ou 

ClogP), mais hidrofóbico é o composto, assim, verifica-se que o CE realmente tem um 

maior caráter hidrofóbico, quando comparado a COC (MEYLAN, 1994). 

Avaliando os valores da energia livre de Gibbs, também é possível observar que o 

complexo HSA-CE tem sua formação mais favorecida quando comparado ao complexo 

HSA-COC, pois os valores de ΔG foram mais negativos no sistema contendo o CE. 

 

5.6 Avaliação da interação entre os alcaloides COC e CE com HSA por UV-vis 

 

A espectroscopia por UV-vis foi empregada para confirmar a formação do 

complexo HSA-ligante por meio do monitoramento de mudanças estruturais da proteína, 

e também para inferir sobre o mecanismo de quenching que está envolvido no processo 

de interação (HE et al., 2016). Os espectros de absorção molecular do sistema HSA-COC 

são mostrados na Figura 22(a), enquanto que HSA-CE na Figura 22(b). 

A partir dos espectros da Figura 22, pôde-se observar que a HSA apresenta uma 

banda máximo de absorção em 280 nm, característico principalmente devido aos resíduos 

de aminoácidos aromáticos Tir e Trp responsáveis pelas transições eletrônicas ππ* (YU 

et al., 2014). Ao se adicionar COC a solução de HSA (HSA+COC), ocorreu efeito 

hipercrômico. Além disso, o espectro resultante da subtração dos espectros do sistema 

HSA+COC pelo ligante (COC) resultou em um espectro não sobreponível ao espectro da 

HSA, indicando que não houve efeito aditivo da lei de Beer, logo confirmando a formação 

do complexo supramolecular HSA-COC (KHAN et al., 2002; CHI, et al., 2010). Para o 

sistema contendo CE também se observou que a adição do ligante CE causou o efeito 

hipercrômico. Além disso, o espectro de absorção resultante da subtração entre o espectro 

do complexo supramolecular (HSA + CE) e o do CE livre não é sobreponível ao espectro 

da HSA livre, confirmando que ocorre o processo de interação (SAEIDIFAR et al., 2015). 
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Figura 22- Espectros de absorção molecular no UV-vis para os sistemas contendo HSA com a) 

COC e b) CE. Condições: HSA (2µM), COC e CE (2 µM), em tampão Tris 10 Mm, pH 7,40 e 

30oC. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Esse estudo pode ser empregado também para inferir sobre o mecanismo 

preferencial de quenching. Dentro desse contexto, Tian e col (2010) afirmaram que 

quando o mecanismo de interação macromolécula-ligante ocorre por quenching 

dinâmico, o espectro de absorção por UV-vis da proteína não é alterado na presença do 

ligante, uma vez que este é causado em grande parte por colisões entre o fluoróforo no 

estado excitado (presente na proteína) e o ligante (quencher). Entretanto, quando a 

interação entre a proteína e o ligante ocorre preferencialmente por quenching estático, 

ocorrem alterações na estrutura da proteína na presença do ligante, pois, mudanças 

associadas à formação dos complexos supramoleculares no estado fundamental são 

observadas no espectro de absorção por UV-vis. Como foram observadas mudanças no 

espectro de absorção da HSA na presença de ambos os ligantes (COC e CE), o mecanismo 

de quenching preferencialmente é estático, corroborando com os resultados obtidos por 

fluorescência molecular. 

 

5.7 Influência da força iônica no processo de interação entre COC e CE com HSA 

 

As principais formas de consumo da cocaína são na forma de sal, o cloridrato de 

cocaína, ou base livre, o crack. A Figura 23 mostra a fórmula estrutural da cocaína na 

forma de cloridrato e base livre, destacando-se o núcleo tropano. 
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Figura 23- Fórmula estrutural da cocaína na forma de base livre e cloridrato. 

 

Fonte: Adaptado de DE SOUZA, 2014. 

Uma vez que o pKa da cocaína é 8,61 (SUKBUNTHERNG et al., 1996) em 

condição de pH fisiológico (pH = 7,4) cerca de 94% do nitrogênio tropânico estará com 

carga positiva. Além disso, em condições normais fisiológicas a HSA estará com carga 

negativa, uma vez que seu ponto isoeletrônico (pI) é 4,7 (VLASOVA & SALETSKY, 

2009). Dessa forma, foi necessário avaliar como a concentração salina do meio poderia 

influenciar no processo de interação, para esclarecer a natureza das forças envolvidas e 

racionalizar a possibilidade de um componente eletrostático, uma vez que a força iônica 

afeta diretamente sistema com cargas (OTZEN, 2002). 

 O processo de interação entre HSA com COC ou CE foi avaliado na ausência e 

na presença de várias concentrações de NaCl (0-200 mM). A partir dos resultados (Figura 

24) é possível observar que houve redução do Kb à medida que a concentração de NaCl 

aumentava para formação de ambos os complexos (HSA-COC e HSA-CE) 

desfavorecendo o processo de interação para estes sistemas, indicando componente 

eletrostático nas forças de interação com a proteína. 

Figura 24- Avaliação do efeito do NaCl (0-200 mM) no processo de interação para os sistemas 

HSA-COC e HSA-CE. Condições: tampão Tris 10 mM, pH 7,4 a 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Este resultado está relacionado com aumento da força iônica, e por conseguinte 

redução das atividades das espécies, devido a formação de uma esfera de interação entre 

os íons Na+ e Cl- com a HSA (carga preferencial negativa) e alcaloides (carga preferencial 

positiva), levando a uma maior separação entre as cargas, o que dificulta o processo de 

interação. Contudo, ressalta-se que outras forças estão envolvidas no processo as quais 

foram determinadas baseadas nos parâmetros termodinâmicos.  

 

5.8 Avaliação da conformação da HSA 

 

5.8.1 Avaliação do processo de interação por fluorescência 3D 

 

Alterações conformacionais na estrutura da HSA ao interagir com a COC ou CE 

foram avaliadas por fluorescência tridimensional (3D) por meio de mudanças 

características nas bandas de emissão relacionados à cadeia polipeptídica e aos resíduos 

de Trp e Tir (CHENG, LIU, JIANG, 2013). A Figura 25(a) apresenta o espectro de 

fluorescência em 3D para a HSA, onde se destacam três picos de emissão. O primeiro é 

referente ao espalhamento Rayleigh em que o comprimento de excitação é igual ao de 

emissão (λex = λem), associado ao espalhamento inelástico de radiação. Os resíduos de Trp 

e Tir são responsáveis pela banda de emissão do pico 2 (λex / λem = 285 / 340 nm). O pico 

3 é referente a cadeia polipeptídica da proteína (λex / λem = 238 / 335 nm) que apresenta 

transição π→π* devido a ligação RC-ONHR (carbonila da ligação peptídica) 

característico da estrutura secundária da proteína (CHENG, LIU, JIANG, 2013; ARIGA 

et al., 2015). A compilação destes resultados está disposta na Tabela 9. 
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Figura 25- Espectros de fluorescência 3D para os sistemas contendo a) HSA; b) HSA-COC; c) HSA-CE. Condições: HSA (2 µM), COC e CE (40 µM), em 

tampão Tris 10 mM a pH 7,40 e 30oC. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Tabela 9-Parâmetros de fluorescência tridimensional para HSA livre (pH 7,4) ou na presença de compostos COC e CE. Proteína e ligantes foram usados em 

2,0 e 40 µM, respectivamente, sendo o pico 1 referente ao espalhamento da radiação (scattering Rayleigh); pico 2 referente à emissão dos resíduos Trp e Tir e 

o pico 3 referente à emissão da cadeia polipeptídica da estrutura da HSA. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Picos 

HSA  HSA +COC  HSA+ CE  

Posição 

(ex / em) 

Stokes1 

 (nm) 
F (a. u.) 

Posição 

(ex / em) 

Stokes 

 (nm) 
F (a. u.) 

Posição 

(ex / em) 

Stokes 

 (nm) 
F (a. u.) 

1 λex = λem 0 >1000  λex = λem 0 >1000  λex = λem 0 >1000  

2 285/340 55 870 (100%)  285/340 55 774 (89%)  285/340 55 805 (92%)  

3 238/335 97 145 (100%)  238/335 97 37 (26%)  238/335 97 43 (30%)  

1 Deslocamento Stokes ( = em - ex). 2 Números entre parênteses representam a porcentagem relativa do sinal de fluorescência. Valores menores indicam maior 

variação em relação ao controle (HSA livre). 
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De acordo com os resultados da Tabela 9 observou-se que os picos 2 e 3, 

reduziram suas intensidades em 11 e 74% para a COC e 8 e 70% para o CE (Figura 25(b) 

e 25(c)). Estes resultados indicam que houve mudanças na estrutura secundária e terciária 

da HSA (GUO et al., 2014; ZHANG et al., 2008). causadas pela ligação COC-HSA e CE-

HSA, comparando-se com a estrutura nativa da HSA. 

 

5.8.2 Fluorescência sincronizada  

 

Como já mencionado, a técnica de fluorescência sincronizada é usada para 

monitorar separadamente os resíduos de Trp e Tir presentes na HSA, e verificar possíveis 

alterações no microambiente destes aminoácidos na presença de diferentes concentrações 

dos ligantes (COC e CE). Os estudos foram realizados mantendo-se constante um 

determinado intervalo de comprimento de onda entre os monocromadores de excitação e 

emissão (Δλ), empregando-se 15 e 60 nm, os quais são variações características para 

avaliar separadamente os resíduos de Tir e Trp, respectivamente (CHAKRABORTY & 

LEDWANI, 2016). 

Os resultados para este estudo estão apresentados nas Figura 26 e Tabela 10. Na 

Figura 26, observou-se que ao aumentar as concentrações de COC e de CE, houve uma 

redução mais significativa na intensidade de fluorescência dos resíduos de Trp, quando 

comparado aos resíduos de Tir, para ambos os ligantes, sendo observado também um 

deslocamento no máximo comprimento de onda para menores valores. Um aumento na 

polaridade do microambiente está relacionada à variação positiva no λmáx (maiores 

comprimentos de onda), enquanto uma redução da polaridade está associada à variação 

negativa no λmáx (menores comprimentos de onda). Estes fenômenos permitem descrever 

mudanças na estrutura da proteína nativa (TAN et al., 2012). 
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Figura 26- Espectros de fluorescência sincronizado da HSA (2,0 μM) após a adição de concentrações crescentes de COC em pH 7,4, monitorando (a) Δλ = 15 

nm (resíduos Tir) e (b) Δλ = 60 nm (resíduos Trp). 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Tabela 10- Parâmetros relacionados aos estudos de fluorescência sincronizada para os resíduos 

Tir e Trp quanto a interação da HSA com COC e CE. 

 

Composto 
 

(nm) 

Stern-Volmer 
max 

(nm) 
KSV  

(104 M-1) 
r 

COC 
15 0,85 ± 0,06 0,80004 0 

60 2,37 ± 0,63 0,90804 0 

CE 
15 0,56 ± 0,05 0,99574 0 

60 2,98 ± 0,94 0,97282 0 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

A partir dos valores de KSV calculados (Tabela 10) é observado que a interação 

HSA-CE afeta mais os resíduos de triptofano do que a interação HSA-COC, uma vez que 

o valor de KSV quando foi aplicando um Δλ = 60 nm foi maior para o CE, indicando 

assim, que estes resíduos devem estar mais próximos ao sítio de ligação do complexo 

entre a proteína e CE (LI et al., 2016; STEIN et al., 1991). 

 

5.9 Sítios de ligação na HSA 

 

5.9.1 Avaliação do sítio preferencial de ligação entre COC e CE com HSA 

 

HSA é uma proteína globular composta por três domínios homólogos (I, II e III). 

Cada domínio contém dois subdomínios (A e B). As principais regiões dos sítios de 

ligação de moléculas pequenas na albumina estão localizadas em cavidades hidrofóbicas 

em subdomínios II e III, com constantes de ligação na faixa de 10 4−10 6 M −1. Muitos 

ligantes interagem preferencialmente à albumina sérica, por exemplo, varfarina e 

fenilbutazona para o sítio I (subdomínio IIA), ácido flufenâmico (FA), ibuprofeno e 

diazepam para o sítio II (subdomínio IIIA), e a digitoxina para o sítio III (provavelmente 

subdomínio IIIB) (ZHANG et al., 2013).  

A avaliação do sitio de ligação preferencial para a COC e CE explorou-se estudos 

de competição com marcadores de posição, que são compostos que se ligam 

seletivamente a um local ou região conhecida da proteína. Assim, por meio do 

monitoramento das alterações da fluorescência da proteína após a ligação com moléculas 

pequenas, na presença/ausência dos marcadores, foram obtidas informações acerca do 

local de ligação. Os marcadores usados foram: varfarina (VAR, sítio I), diazepam (DIA, 
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sítio II) e a digoxina (DIG, sítio III), todos numa relação fixa de 1:1 em relação a 

concentração da HSA (Figura 27). 

Figura 27- Estrutura molecular dos marcadores de sítio de ligação da HSA. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Na presença destes marcadores há uma competição pelo sítio de ligação na 

estrutura da proteína, o que leva a um desfavorecimento na interação entre HSA-ligante, 

indicando que o ligante está interagindo na mesma região que o marcador. O parâmetro 

usado para avaliar este processo é a razão das constantes na presença (Kb´) e na ausência 

(Kb) destes marcadores. Caso esta razão seja menor que a unidade, indica que existe 

competição para o sítio de ligação.  

O gráfico da Figura 28 mostra que para tanto varfarina como o diazepam 

deslocaram a molécula COC, porém a varfarina o fez de forma mais significativa. Já, no 

caso do CE, o mesmo só foi deslocado na presença da varfarina, sugerindo que sítio de 

ligação tanto da COC como do CE na HSA é o sítio I (IIA subdomínio).  
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Figura 28- Avaliação do sítio de ligação na HSA (2 μM) a partir da razão dos valores de Kb na 

ausência e presença dos marcadores (2 μM) varfarina, diazepam e digoxina para os ligantes (a) 

COC (b) CE. 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019 

 

O sítio I é uma região grande, flexível e compreende todas as seis hélices do 

subdomínio e resíduos adicionais dos subdomínios IB, IIB e IIIA, além de possuir uma 

maior região apolar, com uma menor região polar composta pelos resíduos Tir150, 

His242, Arg257 (ZSILA et al., 2011). Moléculas que se ligam a esse sítio geralmente 

possuem anéis aromáticos heterocíclicos planares, são volumosas, em grande parte não 

polar e com carga negativa deslocalizada. Outros fármacos que também se ligam no sítio 

I são: ácido salicílico (SJOHOLM et al., 1979), quercetina (ZSILA, BIKADI, SIMONYI, 

2003), piroxican (BREE et al., 1990) e nimesulida (BREE et al., 1993). 

 

5.9.2 Avaliação dos sítios hidrofóbicos e índice de hidrofobicidade (PSH)  

 

O ácido 1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS) é uma sonda sensível à polaridade. 

Em água, possui baixa fluorescência intrínseca, mas a intensidade aumenta em ambientes 
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hidrofóbicos e por isso é usada para avaliar se o sítio preferencial de ligação ocorre em 

regiões hidrofóbicas da HSA (RANJBAR et al., 2013). 

Para isso, avaliou-se o efeito da adição de diferentes concentrações de COC e CE 

no sistema HSA-ANS, avaliando-se possíveis alterações na intensidade de fluorescência 

do sistema, uma vez que se o sítio de ligação da COC ou CE na proteína forem próximos 

ou similar ao ANS, ocorrerá competição. E, consequentemente o ligante irá deslocar o 

ANS dos sítios hidrofóbicos, correndo dessa maneira, diminuição na intensidade de 

fluorescência do sistema HSA-ANS. Análises cristalográficas revelaram que as 

interações hidrofóbicas e eletrostáticas desempenham um papel importante no controle 

da afinidade em relação à ligação aos sítios I e II: para o sítio I, as principais interações 

são as hidrofóbicas, enquanto para o sítio II, a combinação de hidrofóbica, ligação de 

hidrogênio e interações eletrostáticas (RANJBAR, et al., 2013) 

O parâmetro usado para avaliar a capacidade dos ligantes COC e CE em deslocar o 

ANS foi a constante de Stern-Volmer (KSV), de forma que, quanto maior a constante de 

Stern-Volmer, maior a capacidade do ligante substituir o ANS da estrutura da HSA. 

Avaliando-se os valores de KSV, percebe-se que essa constante é maior no sistema 

contendo a CE (3,84×103 M-1) quando comparado ao sistema contento COC (2,73×103 

M-1) indicando que esse ligante possivelmente desloca o ANS da região de ligação 

(GUAN; ZHANG; WANG, 2014). Este resultado confirmou as características mais 

hidrofóbicas da CE. 

 

5.10 Índice de hidrofobicidade  

 

Como já mencionado, o ANS é usado como sonda para avaliar mudanças na 

hidrofobicidade da superfície da proteína, a qual está associada a alterações 

conformacionais e na carga superficial da proteína, resultante do processo de interação 

proteína-ligante (CHI & LIU, 2011). 

As propriedades de ligação do ANS à HSA podem ser investigadas mensurando a 

constante de dissociação aparente de fluorescência do complexo HSA-ANS (Kd) e pela 

intensidade de fluorescência máxima (Fmáx) na concentração de ANS suficiente para 

saturação dos sítios da HSA. Este ensaio baseia-se na titulação da HSA com incrementos 

de ANS (0-50 µM) em sistemas contendo a proteína na presença e ausência dos ligantes 

(Figura 29). 
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Figura 29- Perfil da ligação do ANS (0- 40 μmol L-1) a HSA (2 μM) na ausência presença 

dos ligantes COC e CE. Condições: pH 7,4 e 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

Para tanto, se utilizou a relação linear F = CANSB que indica a proporcionalidade 

entre o sinal de fluorescência (F) e a concentração de ANS (CANS, 0 a 1,5 μM), sendo B 

o coeficiente de proporcionalidade. Para obtenção da quantidade de ANS ligado a HSA 

foi empregado a relação [ANSligado] = F/B. A quantidade de ANS livre foi obtida a partir 

de [ANSlivre] = [ANStotal] - [ANSligado]. O valor de Kd foi calculado por meio coeficiente 

angular da relação F vs F/[ANS]livre. O índice de hidrofobicidade na superfície da proteína 

(PSH) para os diferentes sistemas avaliados e parâmetros relacionados são apresentados 

na Tabela 11, para tanto, foi aplicado a equação 10.  

 

Tabela 11- Parâmetros relacionados ao índice de hidrofobicidade da superfície da proteína (PSH) 

para os sistemas HSA+ANS na ausência e na presença dos ligantes COC e CE.  

 

Condições 

Parâmetros 

Kd  

(μM) 
maxF

[HSA]
 PSH 

HSA-ANS 1,08 319,04 295,41 

HSA-ANS + COC 1,21 172,10 147,20 

HSA-ANS + CE 2,23 222,30 99,70 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

De acordo com os resultados da Tabela 11 percebe-se que a presença da COC leva 

ao aumento da constante de dissociação (Kd) de 12% em relação a proteína livre, e na 

presença de CE tem-se um aumento de 106%. Este aumento nos valores de Kd implica 

que o ANS fica menos ligado a superfície da HSA (RANJBAR et al., 2013). Isto pode ser 

refletido pela diminuição dos valores de PSH em 50 e 67%, respectivamente. 
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Provavelmente como o CE possui maior Kb e caráter lipofílico e com isso, maior afinidade 

para interação com a proteína e interações do tipo hidrofóbica mais efetivas do que para 

a COC, é de se esperar que consiga deslocar o ANS de forma mais efetiva. 

 

5.11 Transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET)  

 

A transferência de energia ressonante de Föster (FRET) é frequentemente 

empregada para calcular a distância no local de ligação entre a espécie doadora de energia 

(resíduo de Trp), e a molécula aceptora (ligante). Este processo entre o doador e receptor 

depende dos seguintes fatores: (i) orientação relativa dos dipolos dos doadores e receptores, 

(ii) grau de sobreposição do espectro de fluorescência do dador com o espectro de absorção 

do receptor, e (iii) da distância entre o doador e o receptor (r0) (BARAKAT & PATRA, 2013).  

A distância entre o doador e o receptor deve ser menor que 8-10 nm para que ocorra 

transferência de energia diferente de zero. 

Para tanto se avaliou os seguintes parâmetros: área de sobreposição (J, equação (9)) 

dos espectros de fluorescência da HSA livre e de absorção molecular da COC e do CE; a 

eficiência de transferência de energia, a distância crítica de Föster (R0, equação (8)) em que 

50% da energia de excitação é transferida para o aceptor e, a distância entre o ligante e o 

triptofano da proteína (r0, equação (7)) Os resultados estão apresentados na Tabela 12 e Figura 

30. 

Tabela 12- Parâmetros calculados relacionados ao processo de FRET quanto a interação entre 

HSA-COC e HSA-CE. 

 

Sistema J (10-16 cm3 L mol-1) E (%) R0 (nm) r0 (nm) 

COC 5,59 25,0 1,50 2,77 

CE 6,70 22,0 1,89 2,43 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 12) verificou-se que a energia 

transferida (E) variou de 22,0 a 25,0%, indicando que houve transferência de energia 

menor que 50%, o que implica que R0 < r0 (TAN et al., 2012). Os valores das distâncias 

r0 para COC e CE variaram de 2,43 a 2,77 nm. Assim, a distância crítica r0 entre CE e o 

resíduo de triptofano da HSA foi inferior a 8-10 nm. Estes resultados indicaram que houve 

transferência de energia não-radioativa (SHU et al., 2015). 
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Figura 30- Sobreposição dos espectros normalizados de fluorescência da HSA (10 μM) que atua 

como doador (D) de radiação e absorção molecular da COC (20 μM) (a) e do CE (20 μM) (b) que 

atuam como aceptores em pH 7,4. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019 

 

Por fim, os valores de r0 obtidos para a COC e CE foram próximos dos valores 

obtidos para outros alcaloides reportados na literatura, como mostrado na Tabela 13, 

diferindo de forma mais significativa dos valores para sanguarina, barberina e jatrorrizina. 

Com relação aos valores das constantes de ligação, observou-se ser da mesma ordem de 

grandeza dos compostos sanguarina, jatrorrizina e hermane, sendo observado também 

que o sítio I é o preferencial para a maioria dos alcaloides, porém ainda existem 

divergências quanto ao sítio preferencial da jatrorrizina. 
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Tabela 13- Parâmetros de ligação e FRET de alcaloides para fins de comparação. 

Composto Proteína Condições experimentais 

Parâmetros de 

ligação (25ºC) 

FRET 

Referência 

Kb (M-1) Sítio 
J 

(10-14 cm3 M-1) 
E (%) 

Ro  

(nm) 

ro 

(nm) 

Berberina HSA (10 μΜ) Tris 50 mM, pH 7,4 6,64×102 I 3,13 31,6 2,71 3,10 HU; LIU; XIAO, 2009 

Sanguarina BSA (1 μΜ) Citrato-fosfato 10 mM, pH 6,4  37,8×104 I 2,13 27 2,85 3.37 HOSSAIN et al., 2011 

Jatrorrizina HSA (3 μΜ) Tris 200 mM, pH 7,4 7,28×104 I - - - - LI et al., 2005 

Jatrorrizina BSA (10 μΜ) Tris 50 mM, pH 7,4 4,68×102 II 4,37 34 3,20 3,60 MI et al., 2013 

Jatrorrizina HSA (10 μΜ) Tampão Tris 50 mM, 150 mM, pH 7,4 6,77×102 II -- -- -- -- MI et al., 2014 

Jatrorrizina HSA (10 μΜ) Tampão Tris-HCl, pH 7,40 4,06×103  I 1,71 22 2,59 3,19 LI et al., 2014 

Palmatina HSA (10 μΜ) Tampão Tris 50 mM, 15 mM, pH 7,4 5,44×102 I 2,92 37,9 2,68 2,91 HU et al., 2010 

Harmane HSA (3 μM) Tampão fosfato 50 mM, pH 7,0 5,16×104 -- -- -- -- -- GAŁĘCKI et al., 2012 

BSA (3 μM) Tampão fosfato 50 mM, pH 7,0 4,32×104 -- -- -- -- -- GAŁĘCKI et al., 2012 

Indigotina HSA (5 μM) Tampão Tris-HCl, pH 7,4 60,0×102 I 99,20 30,6 2,51 2,88 CHENG et al., 2013 

BSA (5 μM) Tampão Tris-HCl, pH 7,4 21,86×10
2 

I 98,47 31,0 2,51 2,87 
CHENG et al., 2013 

Cafeína HSA (2 μM)  Tampão fosfato 50 mM, pH 7.4. 3,77×103 -- -- -- 3,69 5,68 QIONG et al., 2009 

Levomepromazina BSA (10 μM) Tampão fosfato 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 6,42×102 -- (0,09-0,11) 20-28- 1,4-1,7- 2-2,1 

KAMAT & SEETHARAMAPPA, 2004 

Propionilpromazina BSA (10 μM) Tampão fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 3,93×102 -- (0,09-0,11) 20-28- 1,4-1,7- 2-2,1 

Etopropazina BSA (10 μM) Tampão fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 4,12×102  (0,09-0,11) 20-28- 1,4-1,7-

- 

2-2,1 

Propericiazina BSA (10 μM) Tampão fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 3,84×102 -- (0,09-0,11) 20-28- 1,4-1,7-

- 

2-2,1 

Procaína  HSA Tampão fosfato 1,2mM 1,16×103 -- -- -- -- -- LSAMAMRA et al., 2018 

Piplartina HSA (4 μM) Tampão fosfato 50mM, 150mM NaCl, pH 7.0 1,81×105 I -- -- -- -- CONTESSOTO, 2017 

Cocaína  HSA (2 μM) Tampão Tris 10 mM, pH 7,4 1,86×104 I 0,0559 25,0 1,50 2,77 Este trabalho 

Cocaetileno HSA (2 μM) Tampão Tris 10 mM, pH 7,4 4,88×104 I 0,0670 22,0 1,89 2,43 Este trabalho 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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5.12 Avaliação da influência de competidores no processo de interação 

 

A estrutura e dinâmica da HSA são influenciadas pelas condições do meio, 

dependendo de vários fatores como temperatura, pH, força iônica, entre outros, e isso tem 

um impacto direto na interação dessa macromolécula com um determinado ligante, 

podendo favorecer ou não esse processo (VARSHNEY et al., 2010). Além disso, diversos 

tipos de espécies que estão presentes no sangue humano possuem a capacidade de se ligar 

a HSA e desta forma também podem afetar a ligação de compostos bioativo com a 

proteína transportadora (RAHMAN; AFRIN; TABISH; 2018). Nesse contexto, os ácidos 

graxos podem interferir nas propriedades de ligação a HSA, induzindo mudanças 

conformacionais nos sítios de ligação I e II, uma vez que essa proteína atua no 

metabolismo e transporte dos mesmos (VARSHNEY et al., 2010). Ademais, como em 

condição de concentração hidrogeniônica fisiológico, a HSA tem uma carga líquida 

negativa, importante no transporte de cátions que são fisiologicamente relevantes e isso 

também pode ter um efeito nas interações droga-proteína (LIU; MEI; FANG, 2005). 

Assim, o efeito dos íons e ácidos graxos que estão entre os mais abundantes, no 

plasma ou soro foi avaliado frente ao processo de interação entre HSA e COC/CE, sendo 

utilizado como parâmetro de avaliação a razão das constantes na presença (Kb´) e na 

ausência (Kb) destes competidores. Caso esta razão seja menor que a unidade, indica que 

o competidor interfere no processo de interação e caso seja maior, indica que o 

competidor favoreceu o processo de interação. Os resultados estão apresentados no gráfico 

em barras da Figura 31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986118302170?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986118302170?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986118302170?via%3Dihub#!
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Figura 31- Efeito da presença dos competidores no processo de interação entre HSA (2 µM) e 

CO/CE (0-80µM) em pH 7,4 a 30ºC. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Como observado na Figura 31, os competidores não influenciaram de forma 

significativa no processo de interação simulando as condições fisiológicas, pois a razão 

das constantes foi próxima a unidade. Apenas na presença do íon Ca(II) houve um 

aumento na razão um de forma mais significativa, uma vez que a ligação desta cátion 

pode levar a alterações conformacionais na biomolécula, contribuindo para a interação da 

HSA com a COC e o CE (sendo mais acentuado para o CE). Segundo Wang e col (2008) 

esse efeito pode prolongar o período de um determinado composto no plasma sanguíneo 

e aumentar seus efeitos biológicos. Gowda & Nandibewoor (2014) também obtiveram 

resultados similares na presença de Ca(II) na interação entre a 4-aminoantipirina e HSA, 

bem como Santos e colaboradores (2018), que avaliou a interação entre timerosal e BSA. 

 

5.13. Dicroísmo Circular (DC) 

 

Nos estudos por dicroísmo circular, na região de 190 a 240 nm, observa-se a 

variação da configuração da estrutura secundária de uma proteína, que pode incluir 

arranjos de α-hélice, folha β e conformação randômica. A Figura 32 mostra o perfil do 
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espectro de DC da HSA em função do aumento das proporções de COC (Fig. 32A) e CE 

(Fig. 32B) e, como observado, os espectros exibem duas bandas negativas na região do 

UV a 208 e 222 nm e uma banda positiva em 195 nm, que são típicos da estrutura α-hélice 

de uma proteína.  

Figura 32- Espetro de dicroísmo circular da HSA (2 μM) na presença de COC (A) e CE (B) a 5, 

10 e 20 μM). Condições: tampão fosfato 5 mM (pH 7,4). 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

O aumento das concentrações de COC e CE levou a diminuição da intensidade 

das bandas em 208 e 222 nm, sem qualquer desvio significativo dos picos, sendo também 

observada uma diminuição da intensidade em 195 nm. Assim, o conteúdo quanto a 

conformação em α-hélice e folha-β da proteína foram calculados (Tabela 14). A medida 

que as concentrações de COC e CE aumentaram, houve uma redução do percentual de -

hélice de 56 para 53,2 (COC) e de 56 para 52,9% (CE); e um aumento do percentual de 

folha-β de 11,4 para 12,5% (COC) e uma diminuição de 11,4 para 10,1% (CE). A 

porcentagem da conformação randômica aumentou de 20,1 para 22,2% (COC) e de 20,1 

para 24,4% (CE), não sendo observadas mudanças significativas no grau de 

enovelamento (turn), sendo evidente que a interação dos alcaloides com a HSA, causa 

alterações conformacionais na HSA. 
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Tabela 14- Estimativa da variação da estrutura secundária da HSA empregando CD na ausência 

e presença de COC e CE, Condições: tampão fosfato 5 mM (pH 7,4), HSA a 2 M, COC e CE 

avaliados a 5, 10 e 20 M. 

 

Estrutura secundária 

Composição (%) 

HSA 
HSA + COC  HSA + CE 

COC  

(5 M) 

COC  

(10 M) 

COC  

(20 M) 

CE  

(5 M) 

CE  

(10 M) 

CE  

(20 M) 

-hélice 56,0 54,9 53,9 53,2  55,1 54,2 52,9 

Folha-β 11,4 12,1 12,5 12,1  10,1 10,3 10,2 

Turn 12,5 12,5 12,5 12,5  12,5 12,5 12,5 

Randômico 20,1 20,5 21,1 22,2  22,3 23,0 24,4 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

Por fim, Liu e colaboradores (2017) obteve comportamento semelhante, onde a 

adição de concentrações crescentes do alcaloide piperlongumina causou uma redução 

aparente no conteúdo de α-hélice na razão molar da HSA. 

  

5.14. Ressonância magnética nuclear 

 

Com o emprego da espectroscopia de RMN 1H é possível inferir, em alguns casos, 

a região de interação do ligante na proteína (epítopo) a partir da variação de deslocamento 

químico (Δδ) de cada hidrogênio da molécula do ligante após a interação com a proteína 

(CALA; GUILLIÈRE; KRIMM, 2014).  

A atribuição dos sinais aos respectivos hidrogênios presentes na COC (Figura 33) 

e no CE (Figura 34) e os deslocamentos químicos na ausência e na presença das diferentes 

concentrações da HSA, porém, não foi observada variação no deslocamento químico em 

menores concentrações da HSA (10 e 20 M) e por isso usou como referência o maior 

excesso (40 M), cujos valores são apresentados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente. 

As atribuições dos sinais de hidrogênio para a COC foram realizadas de acordo com 

Benedito e colaboradores (2017) em condições químicas e instrumentais similares. 

A partir dos valores de variação de deslocamento químico (Δδ) calculados para a 

COC (Tabela 15) pôde-se observar que os hidrogênios que estão provavelmente mais 

envolvidos na interação HSA-COC são 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12, indicando que 

possivelmente a região próxima ao nitrogênio e ao metil éster é a parte da molécula que 

preferencialmente interage com os resíduos de aminoácidos da cadeia polipeptídica da 

HSA, e confirmando a existência de componente eletrostático no processo de interação. 

Para o CE, os deslocamentos químicos calculados estão na Tabela 16, sendo possível 

observar que os hidrogênios que estão envolvidos na interação com HSA são 6, 7’, 8’, 9, 
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10, 11, 12 e 13. Similarmente a COC, indicando que a região próxima ao nitrogênio e ao 

etil éster corresponde ao epítopo da molécula.  

 

Figura 33- Espectro de RMN 1H (600 MHz) da COC (1 mM) na ausência e na presença de HSA 

(40 M) em 10% (v/v) de DMSO-d6 em tampão fosfato 10 mM com D2O a pH 7,4. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019 
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Figura 34- Espectro de RMN 1H (600 MHz) da CE (1 mM) na ausência e na presença de HSA 

(40 M) em 10% (v/v) de DMSO-d6 em tampão fosfato 10 mM com D2O a pH 7,4. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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Tabela 15- Deslocamento químico (δ) de 1H (600 MHz) da COC na ausência e presença de HSA 

(40 M) em tampão fosfato 10 mM em D2O a pH 7,4. 
 

Hidrogênio δCOC
a / ppm δCOC

b / ppm δCOC-HSA (1:25) / 

ppm 
Δδc 

1 7,74 (tripleto) 7,54 7,54 - 

2 7,57 (tripleto) 7,38 7,38 - 

3 7,96 (dubleto) 7,81 7,81 - 

4 5,57 (dubleto de tripleto) 5,43 5,42 0,01 

5 2,45 (multipleto) 2,25 2,24 0,01 

6 4,15 (multipleto) 3,89 3,87 0,02 

7 2,57 (multipleto) 2,33 2,32 0,01 

7’/8’ 2,24 (multipleto) 2,04 2,02 0,02 

8 2,48 (multipleto) 2,25 2,24 0,01 

9 2,96 (singleto) 2,69 2,67 0,02 

10 4,28 (dubleto) 4,05 4,03 0,02 

11 3,64 (dubleto de 

dubleto) 

3,89 3,87 0,02 

12 3,69 (singleto) 3,47 3,48 0,01 
Nota: aδ para COC em DMSO-d6 por Benedito e colaboradores (2017) / bδ para COC obtido neste trabalho / cΔδ foi 

calculado baseado na diferença entre δ (COC) e δ (COC-HSA 1:25). 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 

 

 

 
Tabela 16- Deslocamentos químico (δ) do RMN 1H (600 MHz) do CE na ausência e na presença 

de HSA (40 M) em tampão fosfato 10 mM em D2O a pH 7,4. 

 

Hidrogênio δCE
 / ppm δCE-HSA (1:25) / ppm Δδa 

1 7,54 7,54 - 

2 7,38 7,38 - 

3 7,84 7,84 - 

4 5,41 5,41 - 

5 2,25 2,25 - 

6 3,92 3,91 0,01 

7 2,32 2,32 - 

7’/8’ 2,04 2,03 0,01 

8 2,25 2,25 - 

9 2,70 2,68 0,02 

10 4,05 4,04 0,01 

11 3,92 3,91 0,01 

12 3,47 3,46 0,01 

13 0,69 0,70 0,01 
Nota: aΔδ foi calculado baseado na diferença entre δ (CE) e δ (CE-HSA 1:25).  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2019. 
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6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos é possível concluir que os compostos 

apresentaram inibição da atividade da urease in vitro e os resultados biológicos seguiram 

a mesma tendência das afinidades dos estudos de interação, sendo possíveis candidatos 

para o tratamento da H. pylori, uma vez que o composto mais ativo (+)-USN é um inibidor 

competitivo. 

Com base nos resultados obtidos para COC e CE é possível concluir que o CE 

apresentou maior afinidade pela HSA e isso pode ser uma das razões para o metabólito 

da cocaína apresentar um maior tempo de vida no plasma quando comprado a COC, e 

desta forma, prolonga os efeitos da COC no organismo. 

 

7 PERSPECTIVAS 

 As principais perspectivas deste trabalho são a realização dos estudos de interação 

diretamente com o plasma sanguíneo, além de expandir os estudos de interação para 

outras proteínas e enzimas, além de DNA, com moléculas bioativas (inibidores de urease) 

e outras drogas recreativas, como derivados do 25H-NBOH e 25H-NBOMe. 
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APÊNDICE I 

Figura 35. Titulação espectrofluorimétrica da urease (1,0 μM) em pH 7,4 (23 ºC) para (R)- (+)- 

ácido úsnico; (S)- (-)- ácido úsnico; ácido fumarprotocetrárico. 
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APÊNDICE II 

Figura 36- Titulação espectrofluorimétrica da urease (1,0 μM) em pH 7,4 (30 ºC) para (R)- (+)- 

ácido úsnico; (S)- (-)- ácido úsnico; ácido fumarprotocetrárico. 
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APÊNDICE III 

Figura 37- Titulação espectrofluorimétrica da urease (1,0 μM) em pH 7,4 (38 ºC) para (R)- (+)- 

ácido úsnico; (S)- (-)- ácido úsnico; ácido fumarprotocetrárico. 
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APÊNDICE IV 

Figura 38- Espectros de fluorescência tridimensional para a urease complexada com: a) (S) - (-) 

–USN; b) FUM, em pH 7,40. Enzima e ligante foram utilizados em 1,0 e 10 µM, respectivamente. 
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APÊNDICE V 

Figura 39- Espectros de fluorescência sincronizado da urease (1,0 μM) após a adição de 

concentrações crescentes de: (S) - (-) - USN em pH 7,4, monitorando (a) λ igual a 15 nm (resíduos 

Tyr); (b) λ igual a 60 nm (resíduos Trp) e FUM em pH 7,4, monitorando (c) λ igual a 15 nm 

(resíduos Tyr); (d) λ igual a 60 nm (resíduos Trp). 
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APÊNDICE VI 

Figura 40- Titulação espectrofluorimétrica da HSA (2,0 μM) em pH 7,4 (23 ºC) para COC e 

CE. 
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APÊNDICE VII 

Figura 41- Titulação espectrofluorimétrica da HSA (2,0 μM) em pH 7,4 (30 ºC) para COC e 

CE. 
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APÊNDICE VIII 

Figura 42- Titulação espectrofluorimétrica da HSA (2,0 μM) em pH 7,4 (37 ºC) para COC e 

CE. 
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