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RESUMO 

A albumina do soro bovino (BSA) é a proteína mais abundante do plasma e responsável pelo 
transporte da maioria dos compostos exógenos e endógenos presentes no sangue. Roxarsone 
(RX) e seu metabólito acetarsone (AC) são compostos orgânicos de arsênio(V) empregados 
na avicultura como aditivo alimentar. Neste sentido, o processo de interação dos compostos 
RX e AC com a BSA foi avaliado sob condições fisiológicas utilizando técnicas 
espectroscópicas. Empregando fluorscência molecular foi possível determinar a formação do 
complexo supramolecular para os ligantes RX e AC. O grau de interação foi moderado, com 
constante de ligação (Kb) de 4,27x105 L mol-1 e 0,27x105 L mol-1 para RX e AC, 
respectivamente. O tipo de quenching envolvido no processo de interação para ambos os 
ligantes foi estático e, preferencialmente, por interações de natureza eletrostática para o 
complexo BSA-RX e ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals para BSA-AC.Tanto a 
formação do complexo quanto o tipo de quenching foram confirmados por espectroscopia de 
UV-vis. A análise por fluorescência 3D evidenciou mudanças estruturais na cadeia 
polipeptídica da BSA, sendo mais pronunciadas na presença do ligante RX em comparação ao 
AC. Ademais, o processo de interação BSA-RX modificou a superfície da BSA, levando à 
redução de regiões hidrofóbicas de forma mais efetiva em comparção à BSA-AC. Com 
relação ao sítio de ligação, ambos os ligantes encontram-se preferencialmente no sítio II da 
BSA. A partir dos resultados obtidos por RMN 1H observou-se maior deslocamento químico 
na presença do ligante AC, estando a porção próxima ao grupamento amida interagindo com a 
BSA. Enquanto que o ligante RX possivelmente interage mais superficialmente na proteína. 
Além disso, os ligantes RX e AC não favorecem a cinética de fibrilação proteica, dando 
indícios que os possíveis efeitos deletérios no sistema in vitro avaliado não estão relacionados 
a este processo. A cinética de inibição da fostatase alcalina demonstrou inibição da atividade 
enzimática a partir de 5 min e estabilização do sinal em 55 min de análise tanto para o RX 
quanto para o arseniato (controle positivo). Por fim, a avaliação da inibição da atividade da 
fosfatase alcalina in vitro evidenciou inibição da atividade enzimática em 42% na presença do 
ligante RX e 5% para o ligante AC, dando indícios de efeitos mais prejudiciais para o RX 
quando compardo ao AC. 

Palavras chaves: Albumina. Aditivo alimentar. Complexo supramolecular. Roxarsone. 
Acetarsone. Compostos de arsênio (V). 

 

 

 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

Bovine serum albumin (BSA) is the most abundant protein in plasma and it is responsible for the 
transport of most of the exogenous and endogenous compounds present in blood. Roxarsone (RX) 
and its metabolite acetarsone (AC) are organic compounds of arsenic(V) used in poultry as a food 
additive. In this sense, the interaction process of RX and AC compounds with BSA was evaluated 
under physiological conditions using spectroscopic techniques. It was possible to determine the 
formation of a supramolecular complex between RX and AC ligands using molecular 
fluorescence. The interaction degree was moderate, with a binding constant (Kb) of 4.27x105 L 
mol-1 and 0,27x105 L mol-1 for RX and AC, respectively. The quenching mechanism involved in 
the interaction process for both ligands was static and, preferably, by electrostatic interactions to 
the BSA-RX complex and hydrogen bonds and Van der Waals forces to BSA-AC. Both the 
formation of the complex and the quenching mechanism were confirmed by UV-vis spectroscopy. 
The 3D fluorescence analysis evidenced structural changes in the BSA polypeptide chain, being 
more pronounced in the presence of the RX ligand in comparison to AC. In addition, the BSA-RX 
interaction process modified the BSA surface, leading to reduction of hydrophobic regions more 
effectively compared to BSA-AC. About the binding site, both ligands are preferably in the site II 
of BSA. From the results obtained by 1H NMR, greater chemical shift was observed in the 
presence of the AC ligand, being the region close to amide group interacting with BSA, while the 
RX ligand possibly interacts more superficially in the protein. Thus, the RX and AC ligands do 
not favor the kinetics of protein fibrillation, giving indications that the possible deleterious effects 
in the evaluated in vitro system are not related to this process. Alkaline phosphatase inhibition 
kinetics demonstrated inhibition of enzymatic activity from 5 min and signal stabilization in 55 
min of analysis for both RX and arsenate (positive control). Finally, the evaluation of in vitro 
alkaline phosphatase activity showed inhibition of enzymatic activity in 42% in the presence of 
the RX ligand and 5% in the AC ligand, giving indications of more detrimental effects for RX 
when compared to AC. 

Keywords: Albumin. Food additive. Supramolecular complex. Roxarsone. Acetarsone. Arsenic 

compounds (V). 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A importância dos estudos de interação com proteínas – moléculas 

biologicamente funcionais 

As pesquisas relacionadas aos estudos de interação entre biomacromoléculas e ligantes 

envolvem um dos mais importantes tópicos no campo da bionanotecnologia, permitindo a 

projeção de sistemas artificiais miméticos de processos naturais (GURYANOV; FIORUCCI; 

TENNICOVA, 2016). Toda a atenção voltada para o estudo de interações deve-se às 

informações que se pode extrair do comportamento do ligante no organismo na presença da 

macromolécula biológica. 

As proteínas são biomoléculas responsáveis em exercer inúmeras funções biológicas, 

sendo estas os blocos de construção de todas as células nos seres vivos. Mesmo que as 

informações necessárias para a perpetuação da vida sejam codificadas pelo DNA, o processo 

dinâmico de manutenção da vida, replicação, defesa e reprodução são realizados por proteínas 

(GRUBER et al., 2008). Em essência, as proteínas realizam suas funções biológicas a partir 

da interação físico-química direta com outras moléculas, tais como ligantes exógenos e 

endógenos, além de interagir com outras macromoléculas, como outras proteínas, peptídeos, 

ácidos nucléicos, membranas (lipídeos), dentre outras. Portanto, a compreensão detalhada das 

interações proteína-ligante é fundamental para compreender a biologia ao nível molecular. 

Além disso, o conhecimento dos mecanismos responsáveis pelo reconhecimento e ligação 

proteína-ligante auxilia na descoberta, planejamento e desenvolvimento de fármacos (LIU et 

al., 2016). 

De forma simples, quando uma molécula de proteína (P) e uma molécula de ligante 

(L) com afinidade mútua interagem no mesmo sistema, forma-se um complexo proteína-

ligante (PL), dependente do tempo. A ligação reversível da proteína com o ligante descreve o 

processo da cinética reacional proteína-ligante (PL), representado pelo seguinte equilíbrio: P 

+ L ⇌ PL (CHOWDHRY & HARDING, 2001). Este reconhecimento molecular é um dos 

princípios fundamentais dos sistemas vivos, envolvido em todos os processos biológicos, tais 

como: reconhecimento antígeno-anticorpo (Figura 1), formação de complexo receptor-ligante, 

interação hormônio-receptor, reações enzimáticas, transporte transmembranares, carreamento 

de compostos endógenos e exógenos pelo organismo, dentre outros (GURYANOV; 

FIORUCCI; TENNICOVA, 2016). 
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Figura 1 - Exemplos de sistemas de reconhecimento molecular: interação antígeno-anticorpo. 

 
Fonte: TYMOCZKO; STRYER, 2012. 

A interação receptor-ligante forma um par complementar com forças de ligação não 

covalentes formadas por forças de Van der Waals, hidrofóbica, do tipo π- π, interações iônicas 

ou eletrostáticas (HAJ-ZAROUBI, 2002). Formação de pares receptor-ligante é um processo 

complexo e pode incluir diferentes fases, a depender das moléculas que estão interagindo 

(GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016). A Figura 2 apresenta a interação de uma 

proteína com ligante apresentando as possíveis forças envolvidas no processo. 

Figura 2 - Interação proteína-ligante evidenciando as possíveis interações não covalentes que 
podem estar envolvidas no processo. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2016. 

Dentre as inúmeras funções moleculares desempenhadas pelas proteínas, destaca-se a 

função transportadora não só devido à relevância biológica no organismo, como também por 

proporcionar informações preciosas sobre o metabolismo no corpo humano. Com isso, o 

estudo de interação com proteínas permite obter informações preciosas sobre o 

comportamento do ligante em sistemas biológicos, uma vez que esta macromolécula é a 
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principal responsável pelo transporte de milhares de compostos pelos compartimentos do 

corpo. A partir do grau de interação, é possível compreender a farmacocinética, 

farmacodinâmica, o tempo de meia vida e solubilidade do ligante em sistemas vivos ou 

simulando condições in vitro (LIU et al., 2016). 

Existem diversos modelos de proteínas que podem ser empregados para o estudo de 

interações macromoléculas-ligante e fornecer informações relevantes sobre o comportamento 

da proteína e dados sobre a afinidade com o ligante. Algumas dessas proteínas usadas em 

estudos de interação são: hemoglobina (BASU, A; HAKRABARTI, 2015), albumina do soro 

humano (do inglês Human Serum Albumin, HSA) (TRYNDA-LEMIESZ, 2004), albumina do 

soro bovino (do inglês Bovine Serum Albumin, BSA) (NAFISI; SADEGHIC; YABA, 2011), 

ovalbumina (GÜLER et al., 2013) e lipase pancreática (HOLMBERG et al., 2000). 

1.2 Proteínas do soro – a chave biológica para carreamento de moléculas 

Na corrente sanguínea existe uma série de proteínas capazes de transportar moléculas 

até tecidos ou órgãos. Porém, nenhuma merece tanto destaque quanto a albumina do soro, não 

só por corresponder a ~60% do total de proteínas séricas, como também pela capacidade deste 

grupo de proteínas ligarem-se reversivelmente a uma gama de ligantes exógenos e endógenos, 

tais como drogas, ácidos graxos, hormônios, aminoácidos, dentre outros. A albumina também 

se liga a compostos tóxicos que entram na corrente sanguínea, podendo ser distribuído por 

todo o organismo ou ser biotransformado e excretado (SULTAN et al., 2015).  

A concentração de albumina no plasma humano corresponde a 34-54 g L-1, possuindo 

uma meia-vida circulatória de 19 dias (SLEEP; CAMERON; EVANS, 2013). A presença de 

múltiplos locais de ligação com diferentes tipos de afinidade afeta diretamente a 

biodisponibilidade de um determinado ligante no organismo. Além disso, a albumina do soro 

possui outras propriedades fisiológicas, tais como a regulação da pressão osmótica coloidal, 

sequestro de resíduos tóxicos, agente antioxidante e efeitos metabólicos (PETERS, 1996). 

Devido à função transportadora, as albuminas são empregadas como modelo de 

proteína em bioquímica e biofísica, explorando a sua capacidade de interagir com diversos 

ligantes. Esta propriedade atribui grande importância a este grupo de proteínas, uma vez que a 

adsorção, distribuição, metabolismo e excreção dependem do grau de interação proteína-

ligante (SULTAN et al., 2015). Além disso, a interação da albumina do soro com drogas 

proporciona uma visão sobre terapia medicamentosa e design de fármacos e, desta forma, 
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predizer sobre a eficácia de compostos como agente terapêutico a depender do grau de 

interação (WANG et al., 2008).  

A capacidade de ligação da albumina a fármacos foi explorada no desenvolvimento 

das drogas Levemir® (insulina detemir – análogo da insulina) e Victoza® (Liraglutida - 

derivado de GLP-1) em que, a partir da ligação de um ácido graxo na cadeia dessas 

moléculas, ambas tiveram sua meia-vida prolongada de 4-6 min para 5-7 h e, ~2 min para 11-

15 h, respectivamente (SLEEP; CAMERON; EVANS, 2013). A albumina do soro também 

pode melhorar a solubilidade de fármacos, uma vez que possui regiões que possibilitam a 

ligação a agentes hidrofóbicos (SULTAN et al., 2015). 

1.2.1 Albumina do soro bovino (BSA) – alicerce biomimético em estudos de interação 

A albumina do soro bovino (do inglês bovine serum albumin, BSA) é empregada em 

estudos biomiméticos de interação por apresentar custo mais reduzido em relação à albumina 

do soro humano (HSA). Além disso, a BSA possui elevada similaridade com a HSA, 

possuindo 76% de homologia na sequência de aminoácidos, fazendo com que ambas as 

albuminas possuam a mesma função. A estrutura tridimencional da BSA é muito semelhante à 

HSA in natura (SULTAN et al., 2015). Outro ponto entre estas proteínas é com relação à 

presença dos resíduos de triptofano que na BSA estão localizados na posição Trp134 e Trp213 

(MAJOREK et al., 2012) e o único resíduo na HSA na posição Trp214 (SUGIO et al., 1999). 

Os resíduos de triptofano Trp134 e Trp213 da BSA (Figura 3) estão localizados nos 

subdomínios IA e IIA, respectivamente (GIMÉNEZ et al., 2016). 

A BSA (Figura 3) é uma proteína globular estável e flexível, com uma cadeia única de 

polipeptídio, composta por 583 resíduos de aminoácidos, com peso molecular de 66462 g 

mol-1, três domínios homólogos (I-III) cada um contendo dois subdomínios (A e B) e, 

estabilizado por 17 pontes dissulfeto (BASU et al., 2012), possuindo um resíduo Cys134 no 

subdomínio IA (SULKOWSKA, 2002). 

A BSA possui dois sítios principais de ligação de compostos denominados sítio I e II 

de Sudlow, localizados nos subdomínios IIA e IIIA, respectivamente (SUDLOW; BIRKETT; 

WADE, 1975). O sítio I possui uma grande região, flexível, localizado internamente ao 

subdomínio IIA e, geralmente abriga compostos volumosos, heterocíclicos, aniônicos ou 

moléculas contendo regiões apolares (SOUZA et al., 2015). Devido ao seu volume, o sítio I 

pode abrigar mais de um ligante em seu interior e, desta forma, acredita-se que ele seja 

formado por um complexo de sítios sobrepostos. Curiosamente, a flexibilidade presente na 
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proteína permite que a mesma possa mudar sua estrutura conformacional ao interagir com um 

ligante (PETERS, 1996).  

Já o sítio II está localizado no subdomínio IIIA da BSA e, geralmente, acomoda em 

sua cavidade ligantes aromáticos neutros ou aniônicos com carga localizada na periferia da 

molécula (SOUZA et al., 2015). A cavidade do sítio II possui um diâmetro entre 8-10 Å, 

localizado entre duas estruturas helicoidais e possui distribuição assimétrica de resíduos 

hidrofóbicos e hidrofílicos na fenda de ligação do sítio, porém os principais resíduos apolares 

encontram-se internamente a cavidade hidrofóbica, enquanto que os resíduos polares na 

superfície da cavidade proteica (PEYRIN; GUILLAUME; GUINCHARD, 1999). 

Figura 3 - Representação do arcabouço da albumina do soro bovino (BSA), demonstrando os 
dois resíduos de triptofano (Trp134 e Trp213), sítios preferenciais de ligação (I e II), 
domínios (I, II e III) e os respectivos subdomínios (IA, IIA, IIIA, IB, IIB e IIIB) 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

1.3 A química supramolecular relacionada à interação proteína-ligante 

De modo geral, o reconhecimento molecular é um conceito chave na química 

supramolecular (GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016), isto se deve ao fato de 

que a construção de todos os sistemas supramoleculares envolve a combinação molecular 

seletiva (ARIGA; KUNITAKE, 2006). De forma genérica, este processo pode ser descrito 

como o conjunto de interações de alta afinidade e seletiva de um ligante por um receptor. Os 

ligantes são substâncias de natureza variada que podem interagir com uma macromolécula, 

tais como peptídeos, proteínas, DNA/RNA, esteróides, partes de vírus ou bactérias. Às vezes, 

os ligantes contêm múltiplos locais de reconhecimento e, portanto, pode ligar-se em diferentes 
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regiões dos receptores. De todas as biomoléculas, as proteínas são provavelmente os mais 

atraentes, especialmente do ponto de vista estrutural e molecular. As proteínas estão 

envolvidas em praticamente todos os processos biológicos e a sua modulação supramolecular, 

por exemplo, com moléculas pequenas, é a base para a maioria das drogas (BRUNSVELD; 

PETKAU; UHLENHEUER, 2010). 

Esta ligação multivalente pode aumentar drasticamente a afinidade da interação 

receptor-ligante (GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016). A química 

supramolecular surgiu inicialmente com os estudos das biomoléculas (proteína, ácidos 

nucléicos, lipídios, entre outras) devido ao interesse pelos sistemas e processsos biológicos, 

tais como no reconhecimento celular, sinalização, interações com drogas, dentre outros 

(SCHNEIDER, 2012). 

De maneira concisa, a química supramolecular é muitas vezes definida como a 

química “além da molécula” ou interações não covalentes entre as moléculas (SCHNEIDER, 

2012). Estruturas supramoleculares é o resultado de interações aditivas e que agem em 

conjunto ao sistema, estas incluem ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e ligações 

coordenadas. As propriedades do sistema supramolecular são superiores quando comparadas a 

soma das propriedades de cada componente individualmente (ARIGA; KUNITAKE, 2006). 

Assim, a química supramolecular é o estudo de interações não covalentes entre as 

moléculas e os complexos multimoleculares formados, indo além da molécula individual. As 

interações entre compostos e macromoléculas em sistemas biológicos são interações 

supramoleculares. As interações e funções de biomoléculas, como proteínas e lipídios, são 

moduladas em um ambiente onde o complexo supramolecular determina os processos 

biológicos. Desta forma, o controle sobre essas interações supramoleculares é a chave para a 

compreensão e direcionamento de muitos processos biológicos. A abordagem empregada na 

química supramolecular sobre o controle destes processos é através da modulação de 

biomoléculas específicas com ligantes pequenos. O foco na descoberta de medicamentos 

opera com base na química supramolecular, visto que uma droga se liga a uma proteína por 

interações supramoleculares hospedeiro-hóspede, influenciando o funcionamento e 

conformação da proteína (BRUNSVELD; PETKAU; UHLENHEUER, 2010). 

1.4 Técnicas empregadas para o estudo da interação proteína-ligante in vitro 

O objetivo da pesquisa sobre as interações proteína-ligante não é apenas estabelecer a 

estequiometria e as constantes de equilíbrio de associação/dissociação, como também 
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compreender em detalhes a relação entre função e reconhecimento molecular, estrutura, 

cinética, processo energético e dinâmico do sistema. Além disso, podem-se observar 

mudanças extremamente sutis ou até em grande escala nas propriedades locais ou globais na 

conformação tanto na proteína quanto no ligante. Tais mudanças podem ser da seguinte 

natureza: conformacional, tamanho da molécula, forma geométrica e topológica, distribuição 

de cargas, estado de hidratação/protonação, polaridade (hidrofobicidade, fatores relacionados 

à entropia intra e intermolecular), dentre outros (CHOWDHRY; HARDING, 2001). 

Para isto, a fim de alcançar os objetivos da investigação de interações proteína-ligante 

uma abordagem multidisciplinar de técnicas deve ser adotada para avaliar as mudanças 

ocorridas devido ao processo de interação (CHOWDHRY; Z.; HARDING, 2001). Uma série 

de técnicas está disponível para a análise de interação de proteínas, in vitro, baseados no 

monitoramento de formação do complexo adicionando incrementos em concentrações 

definidas do ligante (PIEHLER, 2014). 

Existem diversas técnicas diferentes para avaliar a interação de ligantes com proteínas, 

tais como: espectroscópicas (infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), dicroísmo 

circular (CD), ressonância magnética nuclear (RMN), fluorescência molecular e absorção no 

UV-vis), cromatografia líquida de alta performance (HPLC), eletroquímica, eletroforese 

capilar,  química computacional,  titulação calorimétrica isotérmica (ITC), microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM) (CHENG; 

JIANG; LIU, 2013). 

1.4.1 Espectroscopia de absorção no UV-visível 

A espectroscopia de UV-vis é uma técnica empregada para monitorar mudanças 

estruturais na proteína e investigar a formação do complexo proteína-ligante (RAUF et al., 

2016). A formação do complexo pode ser confirmada ao se comparar a intensidade do sinal 

analitico antes e depois da adição do ligante, em que se observa aumento na absorção para o 

sistema proteína-ligante ao se comparar com perfil espectral apenas da proteína (YU et al., 

2014). 

Em proteínas, podem ser encontrados três cromóforos internos responsáveis pelo 

aumento na banda de absorção eletrônica: (1) a ligação peptídica que unem os aminoácidos 

absorve fracamente em torno de 210-220 nm; (2) os aminoácidos aromáticos fenilalanina, 

triptofano e tirosina apresentam uma banda característica em ~280 nm (HARDING; 

CHOWDHRY, 2001), e (3) presença de grupos prostéticos na estrutura da proteína podem 
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apresentar uma banda de absorção, sendo o comprimento de onda dependente da natureza do 

mesmo. Exemplo disto, é o grupo prostético heme presente na estrutura da hemoglobina que 

possui uma banda de absorção em torno de ~407 nm (WUANG et al., 2007). As proteínas que 

contêm grupos prostéticos e alguns complexos de metal-proteína, podem ter fortes bandas de 

absorção no espectro de UV-vis, possuindo bandas geralmente sensíveis ao ambiente local e, 

desta forma, pode ser objeto de estudos físicos de ação enzimática (WILSON; WALKER, 

2010). 

Interessante é que alguns aminoácidos (Asp, Glu, Asn, Gln, Arg e His) possuem fraca 

transição eletrônica em torno de 210 nm, porém esta banda não pode ser observada no 

espectro porque ela é “mascarada” pela absorção mais intensa do esqueleto peptídico. A 

banda mais útil para proteínas refere-se à absorção das cadeias laterais aromáticas presente 

nos resíduos de triptofano/tirosina. A fenilalanina possui uma banda de baixa absorção em 

257 nm, enquanto que as bandas dos resíduos de triptofano e tirosina dominam o espectro de 

absorção da proteína em 274 nm e 280 nm, respectivamente e que, na prática, a presença 

destas duas cadeias laterais aromáticas dá origem a uma banda em ~278 nm (WILSON; 

WALKER, 2010).  

Com relação ao espectro de absorção da BSA, tem-se uma banda de absorção em ~210 

nm de transição eletrônica do tipo n→π*, relacionada a amida da ligação peptídica presente 

no esqueleto polipeptídico (OZAKI; KAWATA, 2015). Enquanto que o pico de absorção em 

~280 nm deve-se principalmente as transições do tipo π-π* nos resíduos de aminoácidos 

triptofano e tirosina presentes na estrutura da BSA (CHANG, 2005). 

1.4.2 Espectroscopia de fluorescência molecular 

Dentre as várias técnicas para estudar as interações proteína-ligante em solução, a 

espectroscopia de fluorescência é muito importante para o estudo da interação de substâncias 

com proteína por possuir elevada sensibilidade e seletividade, além de fornecer informações 

valiosas relacionadas ao processo (GHASEMI et al., 2016). As medições de fluorescência da 

macromolécula permitem obter informações sobre as mudanças estruturais e do 

microambiente em torno do fluoróforo na macromolécula (CHEN et al., 2007) e, desta forma, 

fornece muitas informações dos parâmetros de interação de ligantes à estrutura proteica, tais 

como mecanismo, o modo, constantes e sítio de ligação, além das distâncias intermoleculares 

entre proteína-ligante (SEETHARAMAPPAA et al., 2006).  
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A formação do complexo proteína-ligante pode induzir mudanças na conformação da 

proteína e, consequentemente, nos seus espectros de fluorescência. Os três resíduos de 

aminoácidos responsáveis pela fluorescência intrínseca em proteínas são a triptofano (Figura 

4A), tirosina (Figura 4B) e fenilalanina (Figura 4C) (CARUSO et al., 2012). Nas proteínas 

que contenham todos os três aminoácidos o espectro de fluorescência deve-se principalmente 

ao resíduo de triptofano devido ao seu alto rendimento quântico frente aos demais resíduos. O 

rendimento quântico (Φ) para cada resíduo está expresso na Figura 4 em solução aquosa e pH 

fisiológico (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014). 

Figura 4 - Estrutura química dos resíduos de aminoácidos aromáticos triptofano, tirosina e 
fenilalanina e as principais características fluorescentes destes aminoácidos 
aromáticos em pH fisiológico. 
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Fonte: GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014. 

Uma característica valiosa da fluorescência intrínseca da proteína é a elevada 

sensibilidade do triptofano ao seu microambiente local. Alterações nos espectros de emissão 

do triptofano ocorrem em resposta a transições conformacionais da proteína, associação de 

subunidades, a ligação do substrato/ligante ou desnaturação. Assim, a fluorescência intrínseca 

das proteínas pode fornecer informações consideráveis sobre a sua estrutura e dinâmica 

(WUANG et al., 2007). 

1.4.3 Quenching de fluorescência 

O quenching de fluorescência tem sido amplamente estudado como uma fonte de 

informação sobre sistemas bioquímicos e o principal motivo está relacionado às interações 

moleculares. O processo de quenching de fluorescência refere-se a qualquer processo que 

diminui a intensidade de fluorescência de um fluoróforo por um quencher (um ligante, por 

exemplo) e resultante de uma variedade de interações/reações moleculares, tais como reações 

no estado excitado, rearranjos moleculares, a transferência de energia, a formação do 
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complexo no estado fundamental e colisões, entre outros processos (LAKOWICZ, 2006). 

Uma molécula capaz de reduzir a intensidade de fluorescência é denominada quencher, 

enquanto que fluoróforo são substâncias que absorvem luz no UV-vis e re-emitem parte desta 

luz como radiação em um comprimento de onda definido (SAUER; HOFKENS; 

ENDERLEIN, 2011). 

O estudo de quenching permite inferir sobre o mecanismo envolvido no processo de 

interação proteína (fluoróforo) com ligante (quencher) que, neste caso, são geralmente 

classificados como quenching dinâmico ou estático (SEETHARAMAPPAA et al., 2006). O 

quenching dinâmico geralmente está relacionado à colisão molecular, enquanto que o 

quenching estático é geralmente associado à formação do complexo, tal como de uma 

proteína e um quencher, por exemplo (GHASEMI et al., 2016).  

O quenching de colisão ou dinâmico ocorre quando o fluoróforo no estado excitado é 

desativado em contato com o quencher e, desta forma, o fluoróforo retorna ao estado 

fundamental durante processo de difusão com o fluoróforo, sem emissão de um fóton 

(LAKOWICZ, 2006). Já o quenching estático ocorre no estado fundamental e forma-se um 

complexo entre o fluoróforo e o quencher, sendo este complexo não fluorescente. Quando o 

complexo absorve luz, ele imediatamente retorna ao estado fundamental, sem a emissão de 

fóton (ALBANI, 2007). 

A redução da intensidade de fluorescência para o processo de quenching pode ser 

descrita pela equação de Stern-Volmer abaixo:  

 0
SV

F = 1 + K Q
F

                                                                 equação (1) 

Em que F0 e F é a intensidade de fluorescência na ausência presença do quencher, 

respectivamente; [Q] é a concentração do ligante que atua como quencher e KSV é a constante 

de Stern-Volmer (SHIA et al., 2016). 

Para qualquer tipo de quenching ocorrer o fluoróforo e o quencher devem entrar em 

contato. Em geral, o quenching ocorre sem qualquer modificação permanente nas moléculas, 

ou seja, sem reação fotoquímica (LURIDIANA et al., 2016). A classificação do tipo de 

quenching para um sistema pode ser elucidado através da variação de temperatura, 

viscosidade ou medições do tempo de vida. O aumento da temperatura no processo dinâmico, 

por exemplo, favorece a difusão do quencher em direção ao fluoróforo no estado excitado. 

Desta forma, temperaturas mais elevadas induzem um aumento das colisões mútuas e, como 
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consequência, observa-se um aumento da constante de Stern-Volmer (Ksv). Já no caso do 

mecanismo estático, como há a formação de um complexo não fluorescente entre a fluoróforo 

e o quencher no estado fundamental, o aumento da temperatura do meio reacional diminui a 

estabilidade do complexo e, desta forma, diminuição dos valores de constantes de Stern-

Volmer (Ksv) com a elevação da temperatura (MOREIRA et al., 2015). 

1.4.4 Análise do equilíbrio de ligação - constante de ligação (Kb) 

Quando uma molécula liga-se ao sítio de ligação na macromolécula, estabelece-se um 

equilíbrio entre moléculas livres e conjugadas e o grau de interação do complexo formado é 

expresso pela constante de ligação (Kb). Existem diferentes tipos de equações que auxiliam no 

cálculo da constante de ligação, dentre as mais empregadas, destaca-se a equação abaixo: 

 0
b

F - Flog K log Q
F

n    
 

                                                     equação (2) 

Pelo qual se tem Kb, [Q] e n são a constante de ligação, concentração do ligante e o 

número de sítios, respectivamente. Assim, um gráfico de log(F0-F)/F em função de log[Q] 

pode ser usado para determinar Kb e n de um sistema (KANDAGAL et al., 2006). 

1.4.5 Parâmetros termodinâmicos e natureza das forças de ligação macromolécula-ligante 

Considerando-se a dependência da constante de ligação com a temperatura, o processo 

termodinâmico é responsável pelo equilíbrio de formação do complexo. As principais forças 

que atuam entre um ligante e a macromolécula incluem ligações de hidrogênio, forças de Van 

der Waals, forças eletrostáticas e forças de interação hidrofóbica. Os parâmetros 

termodinâmicos: variação de entalpia (∆H), variação de entropia (∆S) e mudança de energia 

livre (∆G) são as principais evidências para determinar o modo de ligação envolvido no 

processo de interação (KANDAGAL et al., 2006). Pelo gráfico lnKb versus 1/T é possível 

obter os valores de ∆H e ∆S a partir do coeficiente angular e linear, respectivamente, 

aplicando a equação de Van´t Hoff (PATGAR et al., 2016): 

b
ΔH 1 ΔSlnK = - +
R T R

 
  

                                           equação (3) 
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Onde R (8,314 J mol-1 K-1) é a constante dos gases, T é a temperatura experimental em 

ºC e Kb é a constante de ligação de acordo com o valor de T (PATGAR et al., 2016). Em 

seguida, o valor de ∆G pode ser calculado através da equação: 

ΔG = ΔH - TΔS                                                                                                                                equação (4) 

Os dados de ∆G informam se a interação macromolecular proteína-ligante ocorre de 

forma espontânea ou não e, desta forma, quando ∆G < 0 o processo é espontâneo, enquanto 

que ∆G > 0 o processo não é espontâneo (CHAVES et al., 2015).  

A partir dos dados de ∆H e ∆S pode-se inferir sobre o modo de ligação envolvido no 

processo de interação macromolécula-ligante e, de acordo com os resultados, pode-se 

classificar em (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981): i) ∆H > 0 e ∆S > 0: preferencialmente 

forças hidrofóbicas; ii) ∆H < 0 e ∆S < 0: forças de van der Waals e ligações de hidrogênio, e 

iii) ∆H < 0 e ∆S > 0: preferencialmente interações eletrostáticas. 

1.4.6 Transferência de energia por ressonância de Förster (FRET) 

 A Transferência de Energia por Ressonância de Förster (FRET) é um processo 

mecânico quântico fundamentado na transferência de energia de um doador (fluoróforo) em 

estado eletrônico excitado para um receptor (cromóforo/fluoróforo) através de interações 

dipolo-dipolo, sem emissão de fótons (SAHOO, 2011). Este processo fotofísico é 

frequentemente usado em ensaios experimentais que visam investigar a distância entre as 

moléculas e ocorre quando o espectro de emissão de um fluoróforo (doador) sobrepõe-se ao 

espectro de absorção de outra molécula (receptor) (LAKOWICZ, 2006) (Figura 5). 

Figura 5 - (A) Representação genérica de um sistema com transferência de energia e (B) 
Representação gráfica da transferência de energia entre um doador e aceptor. 

 

Fonte: SANTOS, 2015. 
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A distância entre o doador e receptor está relacionada com a eficiência de 

transferência de energia e, de acordo com a teoria de Föster, a eficiência da transferência de 

energia de ressonância depende principalmente dos seguintes fatores: (a) grau de sobreposição 

entre o espectro de emissão de fluorescência do doador com espectro de absorção de aceptor, 

(b) orientação adequada do dipolo de transição do doador/aceptor e, (c) a distância entre o 

doador/aceptor deve estar no intervalo de 2-8 nm (SAHOO, 2011). 

De acordo com a teoria do FRET, a transferência de energia está relacionada não só à 

distância entre o aceptor e doador, como também a distância crítica de Förster para 

transferência de energia (R0) (BAI et al., 2016): 

6
0

6 6
0 0 0

RFE = 1 - 
F R +r

                                             equação (5) 

 R0 é a distância crítica de Förster quando a eficiência de transferência de energia é 

50% doador/aceptor e r é a distância entre o doador e o receptor. O valor de R0
6 é expresso 

através da equação abaixo (BAI et al., 2016): 

6 -25 2 -4
0R =8.79×10 K n J                                                      equação (6) 

 Pelo qual Φ é o rendimento quântico de fluorescência do doador, n o índice de 

refração do meio, K2 é o fator de orientação espacial do dipolo e J é a integral de sobreposição 

entre o espectro de emissão de fluorescência do doador e o espectro de absorção do aceptor 

(WANG et al., 2011). O valor de J pode ser calculado pela fórmula a seguir (BAI et al., 

2016): 

   
 

4

0

0

F d
J

F dy

    





 


                                                                                            equação (7) 

 Uma vez que as proteínas podem conter fluoróforos intrínsecos, tais como o triptofano 

e tirosina, pode-se aplicar diretamente o ensaio de FRET com o objetivo de determinar a 

distância entre uma proteína e um determinado ligante (SAHOO, 2011). 
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1.4.7 Análise por fluorescência sincronizada 

A fluorescência sincronizada é utilizada para monitorar o microambiente e mudanças 

conformacionais nos resíduos de triptofano (Trp) e tirosina (Tir) na proteína após o processo 

de interação. Para esta avaliação, mantem-se constante o intervalo entre o comprimento de 

onda de emissão e excitação ( = em - ex) e a partir desta diferença é possível obter 

informações acerca dos resíduos em estudo (CHAKRABORTY; LEDWANI, 2016).  

Através da fluorescência sincronizada é possível monitorar o processo de interação 

com os resíduos de triptofano e tirosina separadamente. Para tanto, mantem-se constante o  

em função do comprimento de onda de excitação (ex), sendo  = 60 nm para 

monitoramento de forma seletiva dos resíduos de Trp e, de forma análoga, quando se utiliza 

 =15 nm, o resíduo de Tir é monitorado. Além disto, este ensaio é capaz de identificar 

mudanças de polaridade no microambiente destes resíduos de aminoácidos em função do 

processo de interação (YUAN; WELJIE; VOGEL, 1998; CONGDON; MUTH; 

SPLITTGERBER,1993). 

Nesta avaliação, a constante de Stern-Volmer (Ksv) é o principal parâmetro para 

avaliar os resultados da fluorescência sincronizada. A partir de uma titulação com o ligante, o 

resíduo que apresentar maior Ksv é o que está mais próximo da região de interação (CHENG, 

Z; LIU; JIANG, 2013). 

Em ensaios de interação de ligantes com proteínas, tais como BSA e HSA, sabe-se que 

quando ocorrem desvios do máximo de emissão, após interação, há mudanças no 

microambiente próximo a estes resíduos. Desvio para o vermelho no espectro dos resíduos de 

Trp e Tir está relacionado ao aumento da polaridade do microambiente devido à redução da 

hidrofobicidade na estrutura da proteína, além de indicar que este ambiente está mais 

acessível ao solvente. Em contraste, desvio para o azul indica à redução de polaridade deste 

microambiente e, consequentemente, aumento da hidrofobicidade devido a mudanças 

conformacionais na proteína (CHAKRABORTY; LEDWANI, 2016). 

1.4.8 Análise por Fluorescência tridimensional (fluorescência 3D) 

A técnica de fluorescência tridimensional tornou-se uma técnica bastante empregada 

nos últimos anos por fornecer informações detalhadas sobre mudanças conformacionais da 

proteína após interação com determinado ligante. Como a função proteica está diretamente 
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relacionada a sua estrutura, este tipo de avalição é útil para identificar as regiões de possíveis 

mudanças estruturais (CHENG, Z; LIU; JIANG, 2013). 

Neste estudo são obtidos três picos de emissão que traz subsídios para monitorar a 

cadeia polipeptídica e os resíduos de tirosina e triptofano. O primeiro pico é referente ao 

espalhamento da radiação (efeito Rayleigh) em que se tem igualdade entre o comprimento de 

onda de excitação e o de emissão (λex = λem). Os resíduos de Trp e Tir são os responsáveis 

pelo segundo pico (λex/λem = 285/340 nm). O terceiro pico se deve a cadeia polipeptídica 

(λex/λem = 238/335 nm) devido às transições ππ* da carbonila presente na ligação peptídica. 

A partir de mudanças observadas nos picos do espectro em 3D é possível identificar as 

regiões que sofrem alterações na proteína. A partir da análise dos dados, caso indique 

mudanças nos picos de fluorescência, é indício que ocorre alterações conformacionais na 

estrutura proteica devido a formação do complexo supramolecular. (SURYAWANSHI et al., 

2015). 

1.4.9 Avaliação de sítios de ligação e grau de hidrofobicidade da BSA por ensaios de 
competição 

1.4.9.1  Avaliação de sítios de ligação na BSA 

A estrutura tridimensional da albumina possui sítios de ligação com diferentes 

especificidades, sendo os mais importantes o sítio I (ou sítio I de Sudlow) e sítio II (ou sítio II 

de Sudlow) (ZHANG et al., 2012). O sítio I também é denominado de sítio de ligação da 

varfarina, está localizado no subdomínio IIA, enquanto que o sítio II de ligação é denominado 

sítio de ligação indol/benzodiazepina e está localizado no subdomínio IIIA (CHAVES et al., 

2015). 

A varfarina e o ibuprofeno são marcadores típicos já bem estabelecidos na literatura 

por ligarem-se seletivamente ao sítio I e o sítio II, respectivamente (NI; SU; KOKOT, 2006). 

Estes dois ligantes são utilizados em estudos de competição, sendo empregados como 

marcadores dos principais sítios das albuminas. A investigação em qual sítio preferencial um 

novo ligante interage com a proteína para formar o complexo proteína/ligante é investigado a 

partir da redução da intensidade de fluorescência e da constante de ligação do complexo 

proteína/marcador na presença do novo ligante (ZHANG et al., 2013). A redução da constante 

de ligação do complexo proteína/marcador, por exemplo, infere que houve deslocamento do 

equilíbrio para formar o complexo proteína/ligante e, desta forma, marcador e ligante 

competem pelo mesmo sítio de ligação, classificando-se, assim, o sítio preferencial de ligação 
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na proteína. A Figura 6 ilustra o deslocamento do marcador (M) na presença do ligante (L), 

ambos competindo pelo mesmo sítio. 

Figura 6 - Ilustração do mecanismo de competição entre marcador (M) e ligante (L) pelo mesmo 
sítio ativo na proteína. O deslocamento do equilíbrio de ligação proteína/marcador 
reduz o valor da constante de ligação deste sistema. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Zsila (2013) afirma com base em dados não publicados que, o marcador para o sítio II, 

ibuprofeno, não é seletivo apenas para este local, podendo, desta forma, ligar-se a um terceiro 

sítio (subdomínio IB), menos conhecido, presente nas albuminas. Além disso, em outra 

publicação, o mesmo autor afirma que o isômero (S)-ibuprofeno liga-se nos subdomínios IIIA 

e IB, porém esse composto não deslocou a biliverdina, um composto similar a bilirubina, que 

também se liga ao sítio IB. Enquanto que o isômero do (R)-ibuprofeno liga-se somente ao 

subdomínio IIIA (ZSILA, 2013b). Contudo, Sudlow, baseado em experimentos, afirma que o 

ibuprofeno além de ligar-se ao subdomínio IIIA, pode migrar para uma região intermediária 

localizada entre os sítios IIA e IIB. Com isso, em estudos de competição é preferível o 

emprego do diazepam como marcador de sítio II por ser mais seletivo e, desta forma, fornecer 

um resultado mais representativo (ZSILA, 2013a). 

1.4.9.2  Índice de hidrofobicidade em proteínas – emprego da sonda ANS 

Outro ensaio monitorando a competição entre a sonda e um ligante para interação com 

a BSA explora compostos pelos quais o rendimento quântico de fluorescência e comprimento 

de onda de emissão máxima dependem da polaridade do ambiente proteico para avaliar a 

natureza hidrofóbica ou não polar das proteínas. Os tipos de sondas mais empregadas incluem 

a classe do ácido sulfônico aromático, sendo o principal representante a molécula anfifílica 1-

anilino-8-sulfonato (ANS), ou seu dímero, o bis-ANS. O ANS apresenta aumento do 

rendimento quântico após a ligação com porções hidrofóbicas em membranas ou cavidades de 

algumas proteínas (HALL, 1996). Além disso, por atuar como uma sonda hidrofóbica, o ANS 
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é empregado para o estudo de alterações conformacionais em proteínas (CARDAMONE; 

PURIT, 1992). 

As interações hidrofóbicas das proteínas possuem papel importante na definição da 

conformação e mediação de interações proteína-proteína, por exemplo. Além disso, a 

quantidade e tamanho relativo de sítios hidrofóbicos na superfície da proteína pode 

determinar a sua solubilidade e a propensão de formar agregados sob condições fisiológicas 

de pH, temperatura e força iônica (CARDAMONE; PURIT, 1992). A figura abaixo representa 

a estrutura da sonda ANS (Figura 7A) e ilustra o aumento da intensidade de fluorescência da 

sonda ANS ao ligar-se a porções hidrofóbicas da proteína (Figura 7B). 

Figura 7 - (A) Estrutura da sonda ANS e (B) Esquema da sonda ANS que fluoresce ao interagir 
com regiões hidrofóbicas da proteína. 

 

A B 

-

 
 

Fonte: SANTOS, 2016. 

A identificação de sítios hidrofóbicos proporciona uma visão estrutural modulada da 

proteína a partir da formação do complexo supramolecular, desta forma é possível uma 

análise comparativa das regiões hidrofóbicas antes e depois da presença do ligante e formação 

do complexo. 

As propriedades de ligação do ANS às proteínas podem ser investigadas por medição 

da constante de dissociação aparente do complexo fluorescente proteína-ANS (Kd) e, a 

intensidade de fluorescência máxima na concentração saturada de ANS (Fmáx), está 

relacionada ao número de sítios hidrofóbicos na superfície da proteína. O inverso da constante 

de dissociação (1/Kd) significa a afinidade de ligação do ANS à proteína na ausência e na 

presença do ligante. O ANS possui λex = 380 nm e λem= 470 nm (RANJBAR et al., 2013). O 

índice de hidrofobicidade superficial (HSP) de proteínas na ausência e na presença do ligante 

pode ser calculado através da equação (RANJBAR et al., 2013): 
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max

d

FHSP =
BSA K

                                                                            equação (8) 

1.4.10  Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

As técnicas anteriormente apresentadas possibilitam avaliar a formação do complexo 

macromolécula-ligante monitorando as propriedades da proteína e, consequentemente, as 

modificações ocorridas a partir do processo de interação com o ligante. Diferente destas 

técnicas, a espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) possibilita monitorar o 

processo de interação sob a perspectiva do ligante, ou seja, a partir da comparação dos 

parâmetros dos espectros nos estados livre e ligado à macromolécula. Neste sentido, as 

técnicas que monitoram o ligante não são limitadas pelo tamanho molecular da proteína e, 

desta forma, possui grande aplicabilidade para analisar as interações proteína-ligante 

(GOLDFLAM et al., 2011). 

Entre as estratégias que permitem avaliar a interação proteína-ligante, a espectroscopia 

de RMN é uma técnica poderosa e já bem estabelecida no estudo de interações 

intermoleculares (CALA; GUILLIÈRE; KRIMM, 2014), possibilitando a avaliação do 

processo de interação com alta sensibilidade (VINOGRADOVA & QIN, 2012). Uma das 

principais informações possíveis é o mapeamento do epítopo da macromolécula ou ligante 

(CABRITA et al., 2011). O epítopo é a superfície de contato da macromolécula ou do ligante 

envolvido no processo de interação e, pode ser determinado a partir dos hidrogênios 

localizados na interface do processo de interação (FIGUEIREDO; MARSAIOLI, 2007). 

O parâmetro mais comumente empregado na espectroscopia de RMN para o 

mapeamento da região de interação entre uma macromolécula e um ligante é o deslocamento 

químico (δ) (CALA; GUILLIÈRE; KRIMM, 2014), o qual é definido como a diferença entre 

a localização de um sinal de ressonância com relação a uma referência, sendo dependente da 

vizinhança química da molécula (GONSALVES; MELO, 2007). É preferível monitorar os 

deslocamentos químicos referente ao ligante em relação a macromolécula, pois o ligante 

fornece espectros de RMN mais simplificados e resolvidos (FIGUEIREDO; MARSAIOLI, 

2007). 

Neste sentido, o mapeamento do epítopo do ligante é determinado a partir de uma 

análise comparativa entre os deslocamentos químicos do ligante livre com os deslocamentos 

químicos do ligante após a interação com a proteína (GONSALVES; MELO, 2007). Caso 

haja deslocamento no sinal de ressonância do ligante livre em comparação ao do sinal de 
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ressonância do ligante contendo a proteína, é indicativo da região do ligante que interage com 

a proteína (MEYER; PETERS, 2003). 

A densidade eletrônica, eletronegatividade e aromaticidade estão entre os fatores que 

afetam os deslocamentos químicos. A interação proteína-ligante ou proteína-peptídeo, por 

exemplo, muda o deslocamento químico na porção de interação em ambas as moléculas 

participantes do processo. Ou seja, o sinal de ressonância da região molecular que não 

participa da ligação não tem o deslocamento químico alterado, exceto quando afetado por 

rearranjos conformacionais (DOWNING, 2004). Assim, alterações nos deslocamentos 

químicos podem ser utilizadas como critério para identificar o epítopo do ligante e descrever a 

região do ligante envolvida na interação com a macromolécula (BRONOWSKA, 2011). 

1.4.11  Avaliação in vitro do efeito prejudicial dos COA(V) à funcionalidade de proteínas  

1.4.11.1  Ensaio de fibrilação de proteínas 

Muitas proteínas sofrem agregação e formação de fibrilas amiloides sob as condições 

biofísicas específicas (DEY et al., 2015) e, são definidas como agregados protéicos filiformes 

com estruturas secundárias de folhas-β (PRADHAN et al., 2015). O processo de fibrilação 

está associado a etiologia de uma variedade de doenças, tais como doenças 

neurodegenerativas (doenças de Alzheimer, Parkinson e Huntington), diabetes tipo II, 

amiloidose sistêmica (VUS et al., 2014), dentre outras. Acredita-se que o passo chave na 

formação de fibrilas amiloides é a desestabilização dos estados nativo das proteínas 

influenciado por concentração salina, temperatura, pH e aditivos, tais como: nanopartículas, 

íons metálicos, compostos tóxicos, dentre outros (ZAMAN et al., 2014).  

Várias técnicas têm sido descritas na literatura para o estudo de formação de fibrilas 

amiloide (Figura 8A), incluindo espectroscopia de fluorescência molecular, microscopia 

eletrônica de varredura, microscopia de força atômica, dicroísmo circular, RMN, dentre 

outras. Dentre estas técnicas, a espectroscopia de fluorescência é a mais empregada devido a 

sua simplicidade e a existência de sondas sensíveis para a detecção de amiloides, pelo qual se 

destaca a tioflavina T (ThT) (Figura 8B), sendo esta a mais empregada (PRADHAN et al., 

2015). Estas sondas moleculares são sensíveis a um meio hidrofóbico e, assim, a sua emissão 

torna-se intensa após a ligação com a região hidrofóbica folha-β de fibrilas de amiloides 

(Figura 8C) (VUS et al., 2014). A ThT é empregada como um marcador potente para o 

imageamento de amiloides em histologia (Figura 8D), devido este corante localizar 
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seletivamente depósitos amiloides em amostras por intenso aumento na intensidade da 

fluorescência na presença das fibrilas (BIANCALANAA; KOIDEC, 2010). 

Figura 8 - (A) Representação de fibrilas de amiloide da proteína HET-s fungo Podospora 
anserina, (B) Estrutura química da ThT, (C) Gráfico da intensidade de 
fluorescência antes e após a ligação da ThT com as fibrilas amilóides e (D) 
Microscopia de imagem de fibrilas do tecido de glucagon ramificada coradas com 
ThT. 

 
A B 

 

 

C D 

  

Fonte: BIANCA LANA;KOIDEC,2010. < https://www1.ethz.ch/ssnmr/research/applications2 >. 

Os espectros de fluorescência da ThT tempo-dependente possibiltam obter 

informações sobre a cinética de formação de amiloides. A equação 9 abaixo pode ser utilizada 

para calcular os parâmetros da cinética de formAção de fibrilas amilóides (JUARÉZ, 2009):  

 spF = F +ΔFexp - k
n

t                                             equação (9) 

Pelo qual F, F∞, e ∆F são: intensidade de fluorescência no tempo t, intensidade de 

fluorescência final e a amplitude de fluorescência, respectivamente. Ksp é a constante de 

velocidade espontânea de formação da fibrila e, o valor de n menor do que 1 está relacionado 

com a existência de múltiplos eventos para a formação de amiloide (JUARÉZ, 2009). A 

intensidade de fluorescência da ThT é medida empregando λex= 440 nm e λem= 485 nm na 

presença da fibrila (WANG, 2010). 
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1.4.11.2  Avaliação da atividade da fosfatase alcalina 

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas relativamente inespecíficas sendo 

responsável em catalisar a hidrólise de vários fosfomonoésteres em meio alcalino liberando, 

desta forma, fosfato inorgânico em sistemas biológicos. Além disso, apesar da função 

metabólica enzimática não ser totalmente esclarecida, parece estar associada com o transporte 

de lipídios no intestino e com processos de calcificação óssea (MOTTA, 2009). 

Esta enzima é amplamente distribuída, estando presente em diversos organismos, 

desde animais até bactérias (HUNG & CHANG, 2001). Além disso, está presente 

notadamente na mucosa intestinal, fígado (canalículos biliares), túbulos renais, baço, ossos 

(osteoblastos) e placenta (MOTTA, 2009). As fosfatases são enzimas que necessitam de três 

íons em seu sítio catalítico, isto é, dois íons zinco e um magnésio, para exercer sua atividade 

enzimática (MILLÁN, 2006). A fosfatase alcalina possui atividade enzimática ótima na faixa 

de pH entre 9-10 (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015). A atividade da fosfatase alcalina no soro 

de um adulto normal deve-se predominantemente de origens hepáticas e ósseas (MOTTA, 

2009).  

Com relação a inibição da fosfatase alcalina existem diferentes substâncias que atuam 

diminuindo ou até mesmo extinguindo a atividade enzimática. O primeiro efeito pode 

acontecer em caso de estado patológico e, desta forma, existem fármacos que atuam inibindo 

a ação enzimática. Porém, este efeito é negativo na homeostasia fazendo com que o inibidor 

possa atuar de maneira tóxica ao organismo (SHIRAZI; BEECHEY; BUTTERWORTH, 

1981). Juntamente com o levamisol, teofilina, fosfato, vanadato e cloreto de zinco, o arseniato 

é um inibidor clássico da fosfatase alcalina (SIMÃO et al., 2007). A sua inibição enzimática 

eficaz acontece por competição e, quimicamente, deve-se à semelhança com o fosfato 

(GETTINS & COLEMAN, 1984). Por serem do mesmo grupo da tabela periódica o arsênio e 

o fósforo compartilham propriedades químicas similares, o que possibilita ao arseniato 

substituir o fosfato em diversas reações bioquímicas (ROSEN; AJEES; MCDERMOTT, 

2011). A inibição enzimática pelo arseniato deve-se a sua ligação à hidroxila da cadeia lateral 

do resíduo de serina no sítio ativo (SHEN et al., 2013). 

É possível monitorar a atividade enzimática da fosfatase alcalina através do emprego 

de diversos tipos de sondas. Dentre as sondas fluorogênicas existentes, uma das mais 

empregadas é o 4-metilunbeliferil fosfato (4-MUP) que, na presença da enzima e sob 

condições apropriadas, hidrolisa o 4-MUP em 4-metilunbeliferona (4-MU) e fosfato 

inorgânico (Pi). O 4-MU é um composto que possui fluorescência intrínseca (λex = 372 nm e 



34 
 

λem = 445 nm) (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015). A Figura 9 apresenta a hidrólise do 

composto 4-MUP na presença da enzima fosfatase alcalina. 

Figura 9 - Hidrólise da sonda 4-MUP na presença da enzima fosfatase alcalina gerando como 
produto o fluoróforo 4-MU e monohidrogenofosfato (HPO4

2-) em pH 9-10. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Desta forma, a sonda 4-MUP pode ser empregada para a análise da atividade catalítica 

da fosfatase alcalina na presença de um ativador ou inibidor enzimático, por exemplo. Neste 

sentido, é possível esclarecer o comportamento de um determinado composto na atividade 

enzimática da fosfatase alcalina in vitro (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015). 

1.5 Interação de proteínas com espécies de arsênio  

A ligação de arsênio inorgânico a biomoléculas é considerada um dos seus principais 

mecanismos tóxicos por estar associado aos riscos carcinogênicos dos arsenicais em seres 

humanos (REHMANA et al., 2012). A ligação do arsênio às proteínas celulares proporciona 

uma explicação pertinente para o modo de como as espécies de arsênio provocam efeitos 

prejudiciais à saúde, uma vez que a ligação destas espécies a uma proteína pode alterar a 

conformação proteica e, consequentemente, inibir sua função (CHEN et al., 2015). Acredita-

se que o arseniato inorgânico (HAsO4
2-), que é um análogo molecular do fosfato (HPO4

2-), 

pode competir por transportadores de ânions de fosfato e substituí-lo em reações bioquímicas. 

Por exemplo, a geração de adenosina-5'-trifosfato (ATP) durante a fosforilação oxidativa pode 

ser inibida pela substituição de fosfato pelo arseniato (CHEN et al., 2015).  

Já a toxicidade para espécies de arsênio trivalente deve-se a sua alta afinidade aos 

grupos tióis e, desta forma, pode ligar-se a resíduos de cisteína presentes em peptídeos e 

proteínas. Interessante que, além de esclarecer o mecanismo de toxicidade, o estudo da 

interação de proteínas com arsenicais possibilita o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas aplicando compostos de arsênio como fármacos (SHEN et al., 2013), tal como o 

tratamento da sífilis e tripanossomíase africana (doença do sono) com o Salvarsan® 

(arsfenamina) e o tratamento de leucemia promielocítica aguda com trióxido de arsênio 
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(As2O3) (CHEN et al., 2015). Já foi relatada de forma qualitativa a ligação de espécies de 

arsênio a diversas proteínas, tais como Albuminas do Soro Humano (HSA) e Bovino (BSA) 

(SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015), hemoglobina, tubulina, actina, entre 

outras (SHEN et al., 2013). 

Com relação a estudos de interação envolvendo avaliação de arsenicais, na literatura 

foi investigado os efeitos da complexação do trióxido de arsênio (As2O3), fármaco empregado 

para o tratamento de anemia promielocítica aguda, à BSA e HSA empregando técnicas 

espectroscópicas. Os resultados demonstraram interação do As2O3 com ambas proteínas e os 

valores de Kb foram de 1,07×104 mol L-1 e 1,27×104 mol L-1 para HSA e BSA, 

respectivamente (SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015). 

1.6 Compostos orgânicos de arsênio(V) - COA(V) 

O uso de arsenicais é muito antigo, alcançando 400 a.C., sendo relatado por 

Hipócrates, Aristóteles, Dioscórides e Plínio. A popularidade como agente de envenenamento 

na Idade Média deve-se a várias características, englobando uma aparência inofensiva, 

insipidez (ou sabor levemente adocicado), podendo ser facilmente misturados a alimentos, de 

fácil obtenção e possui evolução insidiosa de doenças infecciosas. Contudo, a atenção da 

comunidade médica para o estudo da ação tóxica dos arsenicais só aconteceu quando foi 

empregado como agente suicida.  Apesar de seu uso ser controverso entre a comunidade 

científica, o emprego como agente terapêutico alcançou o auge no final do século 19, sendo 

empregado no tratamento de diversos tipos de doenças, tais como: dermatoses (psoríase, 

eczemas, acne, leishmaniose, sífilis, dentre outros), tônicos, fortificante e analgésico. Todavia, 

a primeira observação sobre uma possível ação cancerígena só foi descrita em 1822, sendo 

relatados vários casos de ação carcinogênica devido uso de arsenicais (GONTIJO; 

BITTENCOURT, 2005). A partir de então, o uso de arsênio tornou-se restrito e, por possuir 

ação menos tóxica que o arsênio inorgânico, atualmente as formas mais empregadas em 

diversas áreas indústrias são orgânicas (GORBY, 1988).  

Além do emprego de organoarsenicais como pesticidas e inseticidas na indústria 

agrícola desde o início do século 20, medicamentos à base de organoarsênicos pentavalentes 

tem sido empregado amplamente na avicultura como aditivos em rações no tratamento ou 

prevenção de doenças parasitárias, tais como coccídeos, para promoção do crescimento mais 

rápido e melhorar a pigmentação da carne (DONGMEI, 2011). Em menor proporção, estes 

medicamentos também são utilizados na alimentação de perus e porcos (KAZI, 2013). O 
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composto que possui maior destaque é o roxarsone (ácido 3-nitro-4-hidroxifenilarsônico), que 

vem sendo utilizado desde 1944 e conhecido comercialmente como 3-nitro®. Outro composto 

também empregado como aditivo e que deriva do metabolismo roxarsone é o acetarsone 

(Figura 10) (BAYSE, 2013). Os níveis típicos de roxarsone como aditivo adicionado à 

alimentação aviária é entre 20-50 g t-1 (LIU, 2014). 

Figura 10 - Via metabólica de transformação do roxarsone à AHBA (3-amino-4-hidroxibenzeno 
arsenato) por microorganismos e, em seguida, acetarsone por fontes animais e 
humanas. 

Acetarsone

NATI

AHBA

redutase

Roxarsone

  
Fonte: Elaborado pela autora, 2017 - Adaptado de BAYSE, 2013. 

O arsênio existe na forma inorgânica e orgânica em diferentes estados de oxidação (-3, 

0, +3, +5) (HUGHES, 2002). Sabe-se que tal como à biodisponibilidade, os efeitos 

fisiológicos/toxicológicos dos arsenicais dependem da forma química e do estado de oxidação 

(HUGHES, 2002) e, tem-se que o As(III) e As(V) são as espécies mais tóxicas, enquanto que 

arsenobetaína e arsenocolina são as menos tóxicas (BARRA, 2000). A dose letal para 

diferentes espécies de arsênio está representada na Tabela 1. 

Tabela 1 - Dose letal (DL) para matar 50% de uma população de ratos para diferentes espécies 
de arsênio. 

Espécie DL50 (mg As / kg) 
Trióxido de arsênio (As2O3) 26 
Arseniato (H3AsO4) 22 
Arsenito (HAsO2) 8 
Ácido monometilarsênico(V) (CH3AsO(OH)) 916 
Ácido dimetilarsênico(V) ((CH3)2AsO(OH)) 648 
Óxido de trimetilarsênico (CH3)3AsO)) 5500 
Arsenobetaína (C5H11AsO2) > 4260 
Roxarsone 263 
Fonte: HUGHES, 2014; WILSON, 2002. 

O motivo para o emprego de organoarsenicais é decorrente da redução da taxa de 

mortalidade em frangos devido à regulação de genes associados com a imunidade (WARIS, 

2016). Porém, elevadas concentrações de arsênio tem sido detectada na gordura corporal, 

tecidos, fígado, ovos e penas de aves que foram alimentadas com organoarsenicais, sendo 
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mais de 90% destes aditivos excretados de forma inalterada (CHIOUA; CHENB; YUA, 

1998). Outrossim, de acordo com de Institute for Agriculture and Trade Policy (EUA), já 

foram detectadas concentrações de arsênio em redes de fast food que utilizam produtos 

avícolas em seus produtos alimentares, tais como hamburguer, sanduíche, frango empanado, 

dentre outros (Figura 11). 

Figura 11 - Concentrações média de arsenicais em produtos avícolas em redes de fast food. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017 - Adaptado de Institute for Agriculture and Trade Policy dos EUA, 2006. 

Com relação à legislação do Brasil, consoante com o Art. 1° da portaria nº 31, de 29 

de janeiro de 2002 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), são 

proibidas a utilização de medicamentos à base de arsenicais como alimentos para animais. De 

acordo com dados fornecidos pela Food and Drugs Administration (FDA), a utilização de 

COA(V) como aditivos em alimentos para frangos podem causar neoplasia a quem consome 

frangos alimentados com COA(V) e, desta forma, seu uso foi suspenso a partir de 2014.  

Porém, alguns países como China (1.357 bilhões de habitantes) (LIU, 2014), Índia (1.252 

bilhões de habitantes) (WANG; WANG; CHEN, 2016) e Paquistão (KAZI, 2013), ainda 

continuam a empregar tais aditivos de organoarsênicos na avicultura. Vale ressaltar que estes 

dois primeiros países, China e Índia, perfazem aproximadamente 36% da população mundial 

de acordo com o Fundo de População das Nações Unidas (FNUAP). 

Atualmente, toda a atenção no emprego dos organoarsenicais na avicultura é destinado 

aos impactos ambientais (SINGHA et al., 2015) e, consequentemente, suas implicações na 
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saúde humana (MANGALGIRIA; ADAKA; BLANEY, 2015). Na literatura o foco dos 

trabalhos visa prover métodos que possibilite a determinação tanto dos organoarsenicais 

quanto dos seus produtos de metabolismo/degradação em sistemas ambientais, tais como 

solos (LIU et al., 2015), água (DAUS et al., 2008), plantações (LIU et al., 2009), ar 

(SINGHA, et al, 2015), dentre outros. Isto se deve ao fato de toneladas de esterco do frango 

ser empregada como adubo (MANGALGIRIA; ADAKA; BLANEY, 2015). Já foi relatado 

que, os organoarsenicais uma vez presentes no ambiente podem ser transformados em ácido 

dimetilarsínico (DMA), ácido monometilarsônico (MMA) e até nas suas formas mais tóxicas, 

o arsênio inorgânico (As(III) ou As(V)) (SINGHA et al., 2015). Estas últimas espécies não 

são apenas mais tóxicas como também mais móveis no ambiente, representando uma ameaça 

para a qualidade do solo e da água subterrânea (ABEDIN et al., 2002).  

1.7 Justificativa 

Medicamentos à base de arsênio, especialmente o roxarsone, vêm sendo empregado na 

indústria aviária como aditivo por décadas para o tratamento de doenças parasitárias, 

crescimento mais rápido e melhoramento da pigmentação da carne em frangos (DONGMEI, 

2011). Já foi descrito na literatura a presença de elevadas concentrações de arsênio na carne 

de aves alimentadas com organoarsenicais(V) e detecção em produtos alimentícios em redes 

de fast food (Institute for Agriculture and Trade Policy). Além do mais, diferentes espécies de 

arsênio têm sido detectadas no ambiente pelo emprego do esterco do frango na agricultura 

(LIU, 2014). 

Apesar das espécies orgânicas de arsênio(V) terem sido consideradas “seguras” para o 

uso em animais (MANGALGIRIA; ADAKA; BLANEY, 2015), até pouco tempo não era 

possível afirmar precisamente quais seus efeitos à saúde humana. A literatura relatava apenas 

que ingestão prolongada, mesmo que em baixas concentrações de arsênio, poderia causar 

efeitos tóxicos graves aos seres vivos, tais como: teratogênicos, neurotoxicidade, 

carcinogênicos, dentre outros (LIU, 2014). Contudo, trabalhos mais recentes tem esplanado 

parâmetros relacionados à toxicidade, interações com biomoléculas e outros efeitos no 

organismo, possibilitando esclarecer o comportamento dos compostos de arsênio(V) em 

sistemas biológicos e cobaias (BAYSE et al., 2013). Neste sentido, já foram revelados 

potencial angiogênico em células endoteliais aórtica humana por roxarsone (BASU et al., 

2008), genotoxicidade em sistema celular por roxarsone (ZHANG et al., 2012), ação tumoral 

(bexiga, rim, fígado e glândula tireóide) por ácido cacodílico em ratos (YAMAMOTO et al., 
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1995), neurotoxicidade (degeneração da bainha de mielina e axônio) em porcos por roxarsone 

(JOMOVA et al., 2011), dentre outros. 

Neste sentido, o presente estudo visa avaliar a interação dos COA(V) com a proteína 

carreadora BSA e, compreender os processos (bio)químicos envolvidos no sistema proteína-

ligante, uma vez que presente no organismo humano, tais compostos podem induzir dano 

funcional das respostas biológicas através da interação com proteínas. Além disso, serão 

avaliados os possíveis efeitos danosos empregando sistemas proteicos in vitro. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Avaliar a interação entre a albumina do soro bovino (BSA) com compostos orgânicos de 

arsênio(V), roxarsone e acetarsone, por técnicas espectroscópicas.  

2.2 Específicos 

a) Avaliar o quenching de fluorescência (KSV), constante de ligação (Kb) e o 

número de sítios de ligação do complexo formado (n) por espectroscopia de 

fluorescência; 

b) Determinar os parâmetros termodinâmicos e a natureza das forças envolvidas 

na interação BSA-ligante; 

c) Confirmar a formação do complexo proteína-ligante e o tipo de quenching 

envolvido no processo de interação;  

d) Avaliar a influência da força iônica no processo de interação para ambos os 

ligantes RX e AC; 

e) Avaliar mudanças estruturais na proteína antes e depois da formação do 

complexo supramolecular empregando o ensaio de fluorescência 

tridimensional; 

f) Avaliar o microambiente dos fluoróforos intrínsecos da BSA (triptofano e 

tirosina) a partir da formação do complexo proteína-ligante; 

g) Avaliar as mudanças na hidrofobicidade da superfície da BSA a partir da 

interação com RX e AC; 

h) Determinar os sítios preferenciais de interação dos ligantes RX e a AC na BSA 

por ensaio de competição; 

i) Determinar os possíveis competidores no processo de interação da BSA com os 

ligantes;  
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j) Determinar as distâncias intermoleculares no sistema proteína-ligante por 

FRET; 

k) Avaliar o deslocamento químico para as moléculas RX e AC na interação com 

a BSA por RMN de 1H; 

l) Avaliar o processo de fibrilição proteica da BSA após a interação com os 

ligantes RX e AC; 

m) Monitorar a inbição e cinética da atividade da fosfatase alcalina. 
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3 EXPERIMENTAL 

3.1 Reagentes e preparo das soluções 

Os reagentes empregados nos ensaios possuíam grau analítico de pureza. Para o 

preparo das soluções utilizou-se água ultrapura através de um sistema de purificação Milli-Q® 

(Millipore, Bedford, MA, USA) com resistividade específica de 18,2 MΩcm.  

O tampão empregado nos ensaios foi Tris.HCl ((HOCH2)3CNH2, Sigma) 50 mmol L-1 

com ajuste da força iônica para 100 mmol L-1 de NaCl (Synth), solubilizando o sistema com 

água ultrapura. O pH foi ajustado para 7,4 com HCl 1 mol L-1 e armazenado em um frasco a 

temperatura 5 ºC (WANG et al., 2016). Para os ensaios de interação, a solução estoque dos 

ligantes roxarsone (7,60 mmol L-1) e acetarsone (7,27 mmol L-1) foi solubilizada em 

dimetilsulfóxido (DMSO, (CH ) SO, Sigma) e, em seguida, foram armazenadas em frascos 

âmbar sob temperaura ambiente (25 ºC). A solução estoque da Albumina do Soro Bovino 

(Bovine serum albumin, BSA, Sigma) possuía a concentração de 40 μmol L-1 e foi 

solubilizada tampão Tris.HCl 50 mmol L-1 pH = 7,4, contendo NaCl 100 mmol L-1 para ajuste 

da força iônica. 

Para o ensaio de competidores foram empregados: bicarbonato de potássio (KHCO3, 

Merk), acetato de magnésio (Mg(CH3COO)2, Merk), fosfato de potássio tribásico (K3PO4, 

Vetec), D-glicose (C6H12O6, Merk), cloreto de cálcio (CaCl2, Vetec), cloreto de ferro(III) 

(FeCl3, Sigma), acetato de cobre(II) monohidratado (Cu(CH3COO)2.H2O, Merk), acetato de 

zinco(II) dihidratado (Zn(CH3COO)2.2H2O), ácido oleico (C18H34O2, Vetec) e ácido linoleico 

(C18H32O2, Vetec). Preparou-se a solução estoque do HCO3
-, Mg(II), HPO4

2-, ácido oleico e 

linoleico a 200 μmol L-1. Para glicose, Ca(II), Fe(III), Cu(II) e Zn(II)  preparou-se a solução 

estoque a 100 μmol L-1. As soluções estoques de todos os competidores foram preparadas em 

tampão Tris.HCl 50 mmol L-1 pH 7,4. 

No ensaio de competição pelo sítio de ligação, prepararam-se soluções a 200 μmol L-1 

para os marcadores diazepam (C16H13ClN2O, Pharma nostra), ibuprofeno (C13H18O2, Ciel) e 

varfarina (C19H16O4, Sigma). Os marcadores diazepan e o ibuprofeno foram solubilizados em 

etanol, enquanto que para a varfarina utilizou-se acetona. 

Para as avaliações do índice de hidrofobicidade e competição pela ligação na proteína 

na presença e ausência dos ligantes empregou-se uma solução estoque de 100 μmol L-1 da 

sonda ácido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS, C16H13NO3S.NH3, Sigma) em tampão 50 

mmol L-1 Tris.HCl pH 7,4. 
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Nos ensaios de RMN 1H foi utilizado tampão fosfato 10 mM pH 7,4 em água 

deuterada (D2O, Sigma). A solução estoque da BSA 0,1 mmol L-1 foi preparada em tampão 

fosfato. Enquanto que a solução estoque dos ligantes RX e AC a 8,8 mmol L-1 foi preparada 

em 10% (v/v) de DMSO-d6 e tampão fosfato 10 mmol L-1 a pH 7,4. Empregou-se o de 

trimetilsililpropionato de sódio (TMSP, Cambridge Isotope Laboratories) a 2,5 mmol L-1 em 

99,9% de água deuterada como padrão interno. 

Para o ensaio de fibrilação foram preparadas soluções estoques de arseniato de sódio 

dibásico (Na2HAsO4.7H2O, Merk) 800 μmol L-1 e tioflavina T (C17H19ClN2S, Sigma) 20 μmol 

L-1 (GUAN; ZHANG; WANG, 2014). Para solubilizar o arseniato de sódio dibásico utilizou-

se água ultrapura, e para a tioflavina T tampão Tris.HCl pH 7,4. 

Para o ensaio de inibição enzimática da fosfatase alcalina empregou-se 10 mmol L-1 de 

tampão Tris.HCl pH 9,5 para o preparo de todas as soluções. Para a análise utilizou-se a 

fosfatase alcalina presente no soro humano com a concentração de 296 U L-1 (empregando a 

sonda colorimétrica p-nitrofenilfosfato) e, após a diluição em tampão Tris.HCl, a 

concentração final foi de 14,8 U L-1. As soluções estoques dos cofatores foram de 5 mmol L-1 

de Zn(II) (ZnCl2, Sigma) e 20 mmol L-1 de Mg(II) (MgCl2, Sigma) e, para a sonda 4-

metilumbelliferil fosfato (4-MUP, Sigma) preparou-se uma estoque de 40 μmol L-1. No ensaio 

de inibição enzimática foi empregado o carbonato de sódio anidro (Na2CO3, Vetec) na 

concentração final de 0,1 mol L-1 (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015). As soluções estoques dos 

inibidores foram de 0,5 mmol L-1 do RX, AC e arseniato de sódio dibásico (Na2HAsO4, 

Vetec). 

Para a avaliação da cinética enzimática também se empregou tampão Tris.HCl 10 

mmol L-1 em pH 9,5 para o preparo de todas as soluções. Após a diluição do soro, a 

concentração final da fosfatase alcalina foi de 7,4 U L-1. As soluções estoques dos cofatores e 

da sonda foram as mesmas empregadas no ensaio de inibição enzimática. As concentrações 

dos inibidores RX e do arseniato de sódio dibásico foram de 100 μmol L-1 e 10 μmol L-1, 

respectivamente. 

3.2 Equipamentos utilizados 

Com relação às medidas espectrofluorimétricas empregou-se um espectrofluorímetro 

Shimadzu RF (modelo 5301PC, Japão) com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho óptico 

e espectrofluorímetro com leitor de microplacas (EnSpire®, Perkin Elmer, Alemanha) 

equipado com lâmpada de xenônio, empregando microplacas de 96 poços. As medidas 
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espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotômetro de varredura com feixe duplo 

Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de 

caminho óptico. As medidas de pH foram realizadas através de um eletrodo combinado de 

vidro associado ao potenciômetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes 

foram medidas em balança analítica eletrônica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisão de 0,1 

mg. Nos estudos de Ressonância Magética Nuclear de hidrogênio (RMN 1H) empregou-se um 

espectrômetro de RMN Bruker 400 (B0 =9,4 T), operando a 400,35 MHz para 1H e equipado 

com sondas de 5,0 mm para detecção indireta, realizado no Laboratório de pesquisa em 

Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear no Instituto de Química e Biotecnologia 

(IQB). 

3.3 Procedimentos 

3.3.1 Espectros de fluorescência no estado estacionário 

Neste estudo foi realizado a titulação espectrofluorimétrica da BSA (2 μmol L-1) frente 

aos ligantes RX e AC (0-350 μmol L-1). A partir dos espectros de fluorescência no estado 

estacionário foi possível obter os seguintes parâmetros relacionados ao sistema: a constante de 

Stern-Volmer (KSV), relacionado ao quenching de fluorescência e a constante de ligação (Kb) 

relativo ao processo de interação proteína-ligante. Para tanto se empregou λex= 280 nm e λex~ 

340 nm relacionado a fluorescência intrínseca da proteína BSA. O slit utilizado em todos os 

experimentos foi de 10 nm e 1,5 nm para excitação e emissão, respectivamente (ARIGA et al, 

2015). 

3.3.2 Parâmetros termodinâmicos e natureza das forças de ligação macromolécula-ligante 

 Para o estudo dos parâmetros termodinâmicos foram realizadas nas temperaturas 22, 

30 e 38ºC. A análise foi realizada com a titulação do ligante em concentrações crecentes (0-

350 μmol L-1) e a concentração da proteína foi mantida fixa (2 μmol L-1), sendo o sistema 

avaliado nas três temperaturas mencionadas acima (SHI et al, 2016). 

3.3.3 Interação proteína-ligante empregando fluorescência e UV-vis 

 Para os estudos de emprgando espectroscopia de UV-vis empregou-se 5 µmol L-1 da 

BSA e 25 µmol L-1 para os ligantes ambos em tampão 50 mmol L-1 Tris.HCl pH 7,4. Os 

espectros foram obtidos em módulo de absorvância, sendo as medições realizadas de Os 

espectros foram obtidos em módulo de absorvância (SHI et al, 2016). 
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3.3.4 Fluorescência 3D 

 Para este estudo a concentração da proteína manteve-se fixa de 2 μmol L-1 e para o 

ligante foi empregado um excesso de 20 vezes (40 μmol L-1), sendo pH 7,4. As medidas 

espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes condições: λex= 220 a 320 nm (variando 

de 5 em 5 nm), λem= 270 a 450 nm, abertura da fenda de excitação de 3 nm e emissão de 5 nm 

(ARIGA et al, 2015). 

3.3.5 Fluorescência sincronizada 

As medidas fluorímetricas moleculares foram realizadas na presença e na ausência dos 

ligantes roxarsone e acetarsone, sendo a concentração empregada na faixa de 0 a 350 μmol L-

1, enquanto que a concentração da proteína foi mantiva fixa (2 μmol L-1). As condições das 

medidas espectrofluorimétricas utilizadas para monitorar os resíduos de triptofano foram de 

λex= 220 nm e λem= 280 a 450 nm (estabelecendo ∆λ= 60 nm) com abertura da fenda de 

excitação de 5 nm e emissão em 3 nm e, para os resíduos de tirosina foram de λex= 265 nm e 

λem= 280 a 450 nm (estabelecendo ∆λ= 15 nm), com abertura da fenda de excitação e emissão 

igual a 5 nm (KAUSHIK; SWEETY; ARORA, 2016). 

3.3.6 Avaliação de regiões hidrofóbicas da proteína – sonda ANS 

Para avaliar possíveis mudanças na hidrofobicidade da superfície da proteínaa partir 

da interação com os ligantes foram realizados dois tipos de teste: no primeiro, manteve-se a 

concentração da proteína (2 μmol L-1) e da sonda ANS (4 μmol L-1) fixas, titulando 

concentrações crescentes do ligante (0-350 μmol L-1), empregou-se λex= 280 nm e λem= 380 

nm. Este ensaio monitora se o ligante interage em regiões hidrofóbicas da proteína (WANG et 

al., 2008). Já para o segundo, manteve-se a concentração da proteína (2 μmol L-1) e do ligante 

(40 μmol L-1) fixos, variando-se a concentração da sonda ANS (0-50 μmol L-1). Para o 

segundo ensaio empregou-se λex= 380 nm e λem= 471 nm. Este ensaio permite determinar o 

índice de hidrofobicidade da proteína na presença e ausência dos ligantes nm (RANJBAR et 

al., 2013). 

3.3.7 Estudo de competição dos sítios de ligação 

Para o estudo de competição pelos dois sítios principais de ligação na proteína foram 

empregados os marcadores: varfarina (marcador do sitio I) e ibruprofeno e diazepam 
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(marcadores do sítio II). Para a avaliação do sítio preferencial de ligação de cada ligante foi 

realizado uma titulação espectrofluorimétrica dos ligantes (0-350 μmol L-1) na prensença da 

proteína com cada marcador, ambos na mesma concentração de 2 μmol L-1 (ZHANG et al., 

2013). 

3.3.8 Estudo de competição 

 Nos estudos de competição as proporções empregadas entre proteína e competidor 

foram de acordo com as condições fisiológicas. Foram avaliados os seguintes competidores: 

HCO3
-, Mg(II),  HPO4

2-, glicose, Ca(II), Fe (III), Cu(II), Zn(II), ácido oléico e lonoléico. A 

concentração da proteína foi fixada em 2 μmol L-1, sendo o estudo realizado na ausência e na 

presença de concentração crescentes dos ligantes (0-350 μmol L-1). A análise dos dados foi 

realizada a partir dos cálculos das constantes na ausência e na presença dos íons 

competidores. 

3.3.9 Transferência de energia por ressonância de fluorescência (FRET) 

Para a avaliação da distância entre fluoróforo e o quencher foram realizadas medidas 

de fluorescência molecular da proteína e do sistema proteína-ligante e a absorção molecular 

dos ligantes. Para tanto, foram mantidas as proporções da concentração da proteína BSA e dos 

ligantes de 1:1 e 1:2, sendo a concentração empregada de 1x10-5 mol L-1 e para o excesso de 2 

vezes do ligante de 2x10-5 mol L-1 (CHENG; JIANG; LIU, 2013). 

3.3.10 Interação proteína-ligante por RMN 1H 

Os estudos de interação empregando a espectroscopia de RMN 1H foram avaliados 

através da variação dos deslocamentos químicos (δ) dos ligantes RX e AC na ausência e na 

presença da BSA. As amostras foram preparadas com adição da BSA, para os ligantes RX e 

AC (1 mmol L-1), 10 μL de TMSP em 99,9% de água deuterada a 2,5 mmol L-1 como padrão 

interno e, por fim, completadas com tampão fosfato 10 mmol L-1 para um volume final de 600 

μL (CABRITA et al., 2011). 

3.3.11 Avaliação da cinética de fibrilação protéica 

 Para a avaliação de cinética de fibrilação protéica, empregou-se como modelo de 

proteína a BSA (43,6 μmol L-1) na presença e ausência dos ligantes RX, AC e As(V) (150 
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μmol L-1), empregando como sonda para a detecção de fibrilas amiloides a tioflavina T (ThT, 

20 µmol L-1). As soluções foram incubadas à 65 ºC durante 78 horas, sendo retiradas alíquotas 

de 10 µL do sistema a cada 3 horas e adicionados 1000 µL de ThT e análise em utilizando λex 

= 442 nm e λem = 488 nm (GUAN; ZHANG; WANG, 2014). 

3.3.12 Avaliação da inibição da fosfatase alcalina 

A avaliação da inibição da atividade enzimática seguiu-se com a adição de 14,8 U L-1 

da fosfatase alcalina, 1 mmol L-1 de MgCl2 e 50 μmol L-1 de ZnCl2 como cofatores e 10 μmol 

L-1 da sonda 4-MUP. As análises foram realizadas nas concentrações de 1 μmol L-1, 10 μmol 

L-1 e 100 μmol L-1 para os ligantes RX, AC e arseniato (controle positivo). Por fim, 

adicionou-se volume suficiente de tampão 50 mmol L-1 Tris.HCl à pH 9,5 para perfazer o 

volume final de 2 mL. Esperou-se aproximadamente 20 min, empregando como λex=364 nm e 

λem=364 nm para análise das amostras (IQBAL, 2011). 

3.3.13 Avaliação cinética de inibição da fosfatase alcalina 

Para a avaliação da cinética de inibição da fosfatase alcalina empregou-se 7,4 U L-1 da 

enzima, 1 mmol L-1 de MgCl2 e 50 μmol L-1 de ZnCl2 como cofatores, 10 μmol L-1 da sonda 

4-MUP, 10 μmol L-1 para os ligantes RX e arseniato, respectivamente, e perfazendo o volume 

de 2 mL com tampão 50 mmol L-1 Tris.HCl à pH 9,5. As soluções estoques das amostras da 

sonda 4-MUP foi armazenada em frasco âmbar à 20 ºC e a do soro foi armazenada em um 

tubo falcon à 5ºC. As análises foram avaliadas a partir do tempo 0 min até durante 60 min, 

empregando como λex=364 nm e λem=364 nm para análise das amostras (IQBAL, 2011). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Quenching de fluorescência e a natureza das forças envolvidas no processo de 

interação macromolécula-ligante 

Supressão de fluorescência (quenching) refere-se a qualquer processo que diminua a 

intensidade de fluorescência de um fluoróforo. Uma variedade de processos moleculares pode 

resultar em quenching, incluindo reações do estado excitado, rearranjos moleculares, 

transferência de energia, formação do complexo no estado fundamental, colisões, dentre 

outros (YU et al., 2014).  

As medições de fluorescência de macromoléculas podem fornecer informações do 

processo de interação em relação ao ligante (quencher) e proteínas (fluoróforo) à nível 

molecular. A fluorescência intrínseca da proteína é atribuída aos resíduos de Trp, Tir e 

fenilalanina. Porém a fenilalanina tem um baixo rendimento quântico e a fluorescência de Tir 

é quase desativada quando está ionizada ou próxima a um resíduo de triptofano, grupamento 

amino ou carbóxilo. Desta forma, o resíduo de Trp é maior responsável pela emissão de 

fluorescência da proteína (JANG et al., 2009). 

A avaliação da interação da BSA-ligante foi realizada simulando condições 

fisiológicas de pH e força iônica numa titulação da proteína em que se adicionou incrementos 

dos ligantes (0-350 μmol L-1). A Figura 12 demonstra os espectros de emissão da BSA na 

presença dos ligantes RX e AC. 

Figura 12 - (A) Espectro de fluorescência da BSA (2 µmol L-1) com adição de incrementos de RX 
(0-350 µmol L-1); (B) Curva linear para cálculo de Stern-Volmer no processo de 
quenching; (C) Curva para determinação da constante de ligação. Condições: pH 
7,4 à 30 ºC. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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Tanto a intensidade como a posição do espectro de emissão de fluorescência são 

sensíveis a alterações no ambiente do fluoróforo e, consequentemente, à estrutura proteica 

(CELEJ; MONTICH; FIDELIO, 2003). A BSA apresentou máximo de emissão em 342 nm, 

quando excitada em 280 nm. Em consonância com as Figura 12, observa-se que a intensidade 

do sinal diminuiu à medida que houve aumento da concentração dos ligantes, indicando que 

houve formação de um complexo não fluorescente da BSA com ambos os compostos 

(SURYAWANSHI et al., 2016). 

A titulação com RX apresentou deslocamento do máximo de emissão de 342 nm para 

336 nm. Este deslocamento para o azul indica que o microambiente ao redor do cromóforo 

presente na proteína tornou-se mais hidrofóbico após a interação (SURYAWANSHI et al., 

2016). De forma contrária, a interação da BSA com AC resultou num deslocamento para o 

vermelho indicando mudança para um ambiente hidrofílico (WANG et al., 2008). Além disso, 

considerando que a redução de fluorescência utilizando o RX foi mais efetiva em relação ao 

AC, isto indica que a interação BSA-RX é maior que BSA-AC. Estes resultados demonstram 

que tanto RX quanto AC causam mudanças na estrutura da proteína.  

A partir dos espectros da titulação da BSA é possível obter informações quantitativas 

relacionadas ao processo de interação, tais como constante de Stern-Volmer (KSV), que é 

relacionado ao processo de quenching de fluorescência obtido através da Equação (1). A 

constante de ligação (Kb), que indica a intensidade de interação entre a proteína com cada um 

dos ligantes, calculada através da Equação (2) e a estequiometria proteína-ligante dada por n 

(YU et al., 2014). 

 O processo de quenching de fluorescência nos estudos de interação pode ser 

classificado em dinâmico, resultante de encontros colisionais entre o fluoróforo e o quencher; 

ou estático, quando resulta na formação de um complexo no estado fundamental entre o 

fluoróforo e quencher. O mecanismo de quenching pode ser evidenciado pela sua 

dependência à variação de temperatura, por exemplo (SURYAWANSHI et al., 2016). Neste 

âmbito, o valor de KSV foi calculado em três temperaturas diferentes (22, 30 e 38ºC) com o 

objetivo de elucidar o mecanismo de quenching envolvido no processo de interação da BSA 

com os ligantes RX e AC. Os valores de KSV em função da temperatura estão expressos na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 - Parâmetros termodinâmicos e de ligação referentes a interação da BSA e os ligantes RX e AC. Condições: pH 7,4. 

Ligante T (ºC) 
  Parâmetros de ligação 

 
Parâmetros termodinâmicos 

KSV 
(104 L mol-1) r Kb 

(105 L mol-1) r n H 
(kJ mol-1) 

ΔS 
(J K-1 mol-1) 

ΔG 
(kJ mol-1) 

RX 
22 (295 K) 1,73 ± 0,01 0,9928 5,01 ± 0,02 0,9406 1,00    - 12,31 
30 (303 K) 1,66 ± 0,03 0,9952 4,27 ± 0,01 0,9560 0,99  -19,74 +41,65 - 12,64 
38 (311 K) 1,52 ± 0,01 0,9579 3,30 ± 0,02 0,9693 1,02    - 12,97 

AC 
22 (295 K) 1,71 ± 0,03 0,9562 1,34 ± 0,01 0,9772 1,26    -155,80 
30 (303 K) 1,65 ± 0,03 0,9533 0,27 ± 0,01 0,9772 1,10  -185,52 -528,7 -160,02 
38 (311 K) 1,62 ± 0,02 0,9100 0,027 ± 0,01 0,9956 0,87    -164,25 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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De acordo com os resultados da Tabela 2, o mecanismo preferencial de interação da 

macromolécula com os compostos RX e AC foi por quenching estático, uma vez que com o 

aumento da temperatura ocorreu redução nos valores de KSV e, desta forma, diminuiu a 

estabilidade do complexo no estado fundamental (VEERALAKSHMI et al., 2014). Os 

parâmetros termodinâmicos, tais como a energia livre de Gibbs (ΔG), entalpia (ΔH) e entropia 

(ΔS) do sistema em estudo, são importantes para interpretar o modo de ligação e formação do 

complexo supramolecular (YU et al., 2014).  

Para ambos os ligantes, RX e AC, o processo de interação com a BSA foi espontâneo, 

uma vez que o valor de ΔG foi negativo. Com relação ao modo de ligação, a interação da 

BSA e RX apresentou ΔH < 0 e ΔS > 0 e, consequentemente, as forças envolvidas no 

complexo BSA-RX foram preferencialmente eletrostáticas. Quimicamente, este resultado está 

associado a espécie predominante de RX no meio, justificando por que a interação da BSA 

ocorre preferencialmente por forças eletrostáticas. Em meio fisiológico simulado (pH = 7,4 e 

0,1 mol L-1HCl), a espécie preponderante no meio apresenta duas cargas negativas (HRX2-). 

A distribuição das espécies de RX está representada na Figura 13 na forma molecular (Figura 

13A1) e gráfica (Figura 13A2). 
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Figura 13 - Em (A) estão representados o equlíbrio ácido-base das espécies de RX (A1) e gráfico de distribuição de espécies de RX (A2). Em (B) estão 
representados o equlíbrio ácido-base das espécies de AC (B1) e o gráfico de distribuição de espécies de AC (A2). 

A1 B1 

H3RX H2RX- HRX2- RX3-

pKa1=3,49 pKa2=5,74 pKa3=9,13

 H3AC

pKa1=3,7

H2AC- HAC2- AC3-

pKa2=7,9 pKa3=9,3

 
A2 B2 

  
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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A interação BSA-AC apresentou ΔH < 0 e ΔS < 0 e, neste caso, as forças que atuam 

neste processo são, preferencialmente, ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals 

(XIAO et al., 2007). Em meio fisiológico simulado a espécie H2AC- é a predominante no 

meio e, desta forma, é possível acontecer preferencialmente ligações do tipo forças de Van 

der waals e ligações de hidrogênio, associados aos grupamentos hidroxilas. A distribuição das 

espécies de AC está representada na Figura 13 na forma molecular (Figura 13B1) e gráfica 

(Figura 13B2). 

Com relação ao grau de interação entre a BSA e os compotos RX e AC, calculados a 

partir da equação (2), ambos foram classificados como interação do tipo moderada 

(LEHNINGER; NELSON, 2000) uma vez que os valores para Kb foram de 4,27±0,01x105 e 

0,27±0,01x105 L mol-1 para RX e AC, respectivamente. Como pode ser visto, RX apresentou 

um valor de Kb superior ao AC, o principal fator para este resultado está nas forças que atuam 

na interação, para o RX são forças eletrostáticas e, esta ligação é mais forte que interação de 

Van der Waals e ligações de hidrogênio. Outro fator que pode estar relacionado é o AC ser 

produto do metabolismo biológico do RX e, desta forma, ser um dos produtos de excreção, 

uma vez que quanto maior a cadeia carbônica do composto, menos tóxico tende a ser espécie 

de arsênio (HUGHES, 2002). O valor de Kb para compostos estruturalmente semelhantes 

também apresentaram interação moderada, tais como o ibuprofeno (1,4x105 mol L-1) (HAGE; 

TERENCE; WAINER, 1995) e o ácido acetilsalicílico (1,5x104 mol L-1) na interação com 

BSA (NAFISI; SADEGHIC; YABA, 2011). Estudos similares foi realizado investigando a 

interação do trióxido de arsênio com as albuminas BSA (Kb=1,27×104 mol L-1) e HSA 

(Kb=1,07×104 mol L-1) (SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015) e roxarsone com 

ácido húmico (Kb variou de 0,45-7,76x103 L mol-1) (ZHU et al., 2014). A estequiometria 

proteína-ligante para ambos os casos, foi de 1:1, resultado demonstrado pelo valor de n na 

Tabela 2.  

Com o objetivo de avaliar o tempo de formação do complexo investigou-se a cinética 

de equilíbrio para a formação do complexo logo após a adição do ligante no sistema durante 1 

h. As medições foram realizadas no intervalo de 5 em 5 minutos. A partir da Figura 14 não se 

observa variação nos valores de F0/F, sendo a formação do complexo imediata e mantendo-se 

estável logo após a adição de ambos os ligantes RX e AC no meio. 
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Figura 14 - Cinética reacional de formação do complexo durante o período de 60 min. 
Condições: pH 7,4 e 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

4.2 Avaliação do complexo proteína-ligante por espectroscopia de UV-vis 

A espectroscopia de UV-vis é uma técnica simples e efetiva para confirmar alguns 

resultados por fluorescência, como a formação do complexo (CHAKRABORTY; LEDWANI, 

2016) e o tipo de quenching (METI et al., 2015). 

A fim de avaliar a formação do complexo supramolecular na presença de cada ligante, 

foram realizados ensaios de UV-vis empregando a solução da proteína e os ligantes RX e AC 

puros e a mistura (complexo). A partir dos resultados apresentados na Figura 15 observa-se 

que a BSA apresentou máximo de absorção em 276 nm, referente aos resíduos de 

aminoácidos aromáticos triptofano, tirosina e fenilalanina pelas transições π→π* nesta região 

(CHAVES et al., 2015). A evidência de formação do complexo supramolecular BSA-ligante 

deve-se ao efeito hipercrômico após adição de cada ligante ao sistema. Outro fato que 

comprova a formação do complexo é através da avaliação do espectro resultante da diferença 

((BSA+L)-L) entre o espectro de absorvância do complexo (BSA+L) e absorvância do ligante 

(L: RX ou AC), como o espetro resultante não foi sobreponível ao espectro da BSA, indica 

que há formação do complexo supramolecular.  
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Figura 15 - Espectros de absorção de UV-vis para: (A) BSA (5 µmol L-1), RX (25 µmol L-1), 
complexo BSA+RX e a diferença dos espectros (BSA+RX) - RX e, (B) BSA (5 µmol 
L-1), AC (25 µmol L-1), complexo BSA+AC e a diferença dos espectros (BSA+AC) - 
AC. Condições: pH 7,4 à 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Considerando que o espectro de absorção dos ligantes é alterado em seu estado 

fundamental, pois não há sobreposição dos espectros após a interação, confirma o mecanismo 

por quenching estático. Uma vez que o mecanismo por quenching dinâmico seria plausível 

caso não houvesse alteração na subtração dos espectros, visto que o complexo é formado no 

estado excitado (TAYYAB et al., 2016). Resultado similar foi obtido por Li e colaboradores 

(2015) para o mecanismo de interação por quenching estático para a interação da BSA com a 

droga antitumor, ftalocianina de zinco(II).  

4.3 Avaliação da força iônica no processo de interação 

A avaliação da concentração salina do meio auxilia a esclarecer a natureza das 

ligações envolvidas no processo de interação, uma vez que a força iônica afeta diretamente 

ligações do tipo eletrostáticas entre o ligante e a proteína (OTZEN, 2002). O processo de 

interação com os ligantes RX e AC foi avaliado na ausência e na presença de várias 

concentrações de NaCl (0-150 mmol L-1). 
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Figura 16 - Avaliação do efeito do NaCl (0-150 mmol L-1) no processo de interação para os 
sistemas BSA-RX e BSA-AC em pH 7,4 a 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

A partir dos resultados (Figura 16) é possível observar que houve redução do Kb à 

medida que a concentração de NaCl aumentava para formação do complexo BSA-RX, 

desfavorecendo o processo de interação para este sistema. Como já evidenciado, o modo de 

ligação preferencial para o sistema BSA-RX envolve forças eletrostáticas e, quanto maior a 

força iônica do meio maior a separação de cargas das moléculas envolvidas no processo de 

interação BSA e RX, dificultando a formação do complexo. Vale ressaltar que, apesar da BSA 

(pI= 4,6) apresentar carga negativa global nas condições avaliadas (pH=7,4), a formação do 

complexo supramolecular ocorre em uma região específica da proteína e, desta forma, a 

atração eletrostática ocorre entre as cargas negativas do ligante RX com os resíduos de 

aminoácidos carregados positivamente (lisina, histidina e arginina) presentes na cadeia da 

BSA (LIANG; CHENG; HAN, 2008). O trabalho desenvolvido por Mahesha e colaboradores 

(2006) observou também observou redução do Kb a partir da interação da isoflavona 

genisteína com HSA. 

Em contraste, para o sistema BSA-AC, após a adição do primeiro incremento de NaCl 

(25 mmol L-1), houve aumento da Kb. Neste caso, o ajuste da força iônica deve ter tornado a 

estrutura da BSA mais compacta e, desta forma, o ligante pode ter se deslocado para regiões 

mais internas da proteína, favorecendo o processo de interação BSA-AC (KADI et al., 2006), 

uma vez que as forças envolvidas no processo são do tipo ligações de hidrogênio e forças de 
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Van der Waals, como já mencionado. Para os demais incrementos o valor de Kb torna-se 

praticamente constante, inferindo que para os demais ajustes da força iônica não houve 

implicação no processo de interação. 

4.4 Investigação das mudanças conformacionais na estrutura da BSA 

4.4.1 Fluorescência tridimensional 

A ligação de moléculas à proteína pode induzir mudanças conformacionais pelo fato 

das forças intramoleculares envolvidas na manuntenção da estrutura secundária ser alteradas 

(KANDAGA et al., 2006). 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 através da fluorescência tridimensional. A 

figura 17A apresenta o espectro de fluorescência tridimensional da BSA, pelo qual se observa 

três picos: (1) espalhamento Rayleigh (λex = λem), associado ao espalhamento inelástico de 

radiação; (2) referente a banda de emissão dos resíduos de Trp e Tir (λex = 285 nm) e, (3) 

intensidade de fluorescência relacionada à cadeia polipeptídica da BSA (λex = 238 nm) 

(CHATURVEDI et al., 2014). A Figura 17B e 17C expressa os gráficos da fluorescência 3D 

par os sistemas BSA+RX e BSA+AC, respecticamente. 

As mudanças observadas na estrutura da proteína a partir do processo de interação 

podem ser mensuradas através da análise comparativa do perfil do espectro de emissão 

tridimensional da BSA livre e ligada aos compostos AC e RX. De acordo com os resultados 

expressos na Tabela 3, observa-se que os picos 2 e 3 do espectro de emissão tridimensional do 

sistema BSA+RX reduziram em 31 e 82%, respectivamente, em comparação ao espectro de 

emissão da BSA. Enquanto que no sistema BSA+AC os picos 2 e 3 apresentaram 23 e 65% de 

redução da intensidade de emissão. 

Esta redução para ambos os picos 2 e 3, infere que houve tanto alteração no 

microambiente de resíduos de triptofano e tirosina quanto na estrutura da cadeia polipeptídica 

na BSA, respectivamente (TIAN et al., 2015). Desta forma, o processo de interação revela 

mudanças na estrutura terciária da BSA com ambos os ligantes RX e AC. Ainda com relação 

a Tabela 3, a variação do deslocamento Stokes dos picos de emissão da BSA a partir da 

adição de cada ligante está associada a mudanças da polaridade na região em torno dos 

resíduos de aminoácidos Tir e Trp ou na conformação global da proteína (ZHANG; ZOU; 

LIU, 2012). Resultado similar foi encontrado por Ariga e colaboladores (2015) em que foi 
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observado redução dos picos 2 e 3 a partir do processo de interação entre o anti-histamínico 

de segunda geração cloridrato de epinastina com a BSA. 
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Figura 17 - Gráfico da fluorescência tridimencional para BSA (2 μmol L-1) (A), BSA+RX (40 μmol L-1) (B) e (C) BSA+AC (40 μmol L-1). Condições: 
pH 7,4 à 30ºC. 

 

   
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Tabela 3 - Dados de fluorescência tridimensional para os sistemas BSA, BSA+RX e BSA+AC. 

Pico 
BSA (2µmol L-1) BSA (2 µmol L-1) + RX (40 µmol L-1) BSA (2 µM) + AC (40 µmol L-1) 

Posição 
λex/λem 

Stokes 
∆λ (nm) 

Intensidade de 
Fluorescência 

Posição 
λex/λem 

Stokes 
∆λ (nm) 

Intensidade de 
Fluorescência 

Posição 
λex/λem 

Stokes 
∆λ (nm) 

Intensidade de 
Fluorescência 

1 (Efeito Rayleigh) λex=λem 0 - λex=λem 0 - λex=λem 0 - 
2 (Trp e Tir) 278/341 63 585 (100,0%) 285/340 94 414 (31%) 278/337 59 453 (23%) 

3 (Cadeia 
polipeptídica) 

230/340 110 230 (100,0%) 238/338 98 135 (82%) 234/348 114 80 (65%) 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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4.4.2 Fluorencência sincronizada 

A fluorescencência sincronizada fornece informações sobre mudanças no 

microambiente ao redor dos resíduos de aminoácido, Tir e Trp, após interação com o ligante. 

As características dos espectros destes resíduos podem ser vistas quando o intervalo entre o 

comprimento de onda de excitação e emissão (∆λ) for de 15 e 60 nm, respectivamente (YU et 

al., 2014). Através das avaliações de Ksv e de possíveis mudanças no máximo de emissão que 

correspondem às alterações de polaridade em torno destes fluoróforos, pode-se estabelecer 

qual dos resíduos está mais próximo da região de interação (ZHANG; ZOU; LIU, 2012). 

A Figura 18 demonstra que é possível ter uma separação espectral para os resíduos de 

Tir e Trp quando se aplica ∆λ= 15 e 60 nm (Figura 18A) e os espectros dos resíduos de Tir 

(Figura 18B) e Trp (Figura 18C) na presença de incrementos de RX (0-350 μmol L-1). A 

partir dos resultados expostos na Tabela 4 e Figura 18 (B e C) observa-se que houve 

deslocamento para maiores valores no máximo de emissão da BSA na presença de ambos os 

ligantes, indicando aumento da polaridade do microambiente dos resíduos de aminoácidos e 

mudanças na conformação da BSA (LIU et al., 2012). Para a interação BSA-AC, ambos os 

resíduos apresentaram 4 nm de deslocamento para o vermelho e, desta forma, este dado não 

permite inferir qual dos resíduos tem seu ambiente mais afetado na presença do ligante AC. 

Porém, na interação BSA-RX, o resíduo de Trp apresentou deslocamento de 4 nm e Tir de 2 

nm, ambos para o vermelho, indicando que o microambiente do resíduo de Trp torna-se mais 

polar e mais exposto às moléculas de solvente durante o processo de ligação ao comparado 

com o resíduo de Tir. 

A constante de Stern-Volmer é o parâmetro quantitativo que indica qual dos resíduos 

possui seu ambiente mais afetado partir do processo de interação. De acordo com os valores 

expressos na Tabela 4, o valor de Ksv para o sistema BSA-RX é maior para o resíduo Trp 

(3,23x104 L mol-1), inferindo que este resíduo influencia mais no processo de interação em 

comparação ao resíduo de Tir. Com relação ao sistema BSA-AC, o resíduo de Tir apresentou 

maior Ksv (1,09x104 L mol-1) e, de maneira análoga, pode-se afimar que este resíduo sofre 

maior influencia no processo de interação e pode estar mais próximo ao sítio de ligação BSA-

AC. Resultado similar foi observado por Naik e colaboradores (2014) em que se mudanças na 

conformação das albuminas BSA e HSA e o microambiente ao redor dos resíduos de Trp e 

Tir torna-se menos hidrofóbico e mais exposto às moléculas de solvente durante o processo de 

interação com hidroxiuréia. 
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Figura 18 - (A) Espectro de emissão sincronizado para os resíduos de tirosina (∆λ = 15 nm) e 
triptofano (∆λ = 60 nm) da BSA livre. Titulação empregando fluorescência 
sincronizada para os resíduos de: (B) Tir e (C) Trp, com adição de incrementos de 
RX (0-350 µmol L-1). Condições: pH 7,4 à 30ºC. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Tabela 4 - Valores de KSV relativos a titulação por fluorescência sincronizada para a interação 
BSA com os ligantes RX e AC). Condições: pH 7,4 a 30ºC. 

Ligantes 
Δλ=15   Δλ=60 

Ksv (x104) mol L-

1 
r 

Deslocamento 
λ

máx
 

Ksv (x104) mol L-

1 
r 

Deslocamento 
λ

máx
 

RX 1,79 0,9683 +2 3,23 0,9523 +4 
AC 1,09 0,9966 +4 0,83 0,9848 +4 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

4.5 Determinação do índice de hidrofobicidade protéico – emprego da sonda ANS 

O emprego da sonda ANS (ácido8-anilino-1-naftaleno-sulfonato) permite esclarecer 

possíveis mudanças na hidrofobicidade da superfície protéica a partir da formação do 

complexo da BSA com os ligantes RX e AC. Esta sonda hidrofóbica possui baixo rendimento 

quântico, porém ao ligar-se em regiões apolares da proteína tem sua intensidade de 

fluorescência aumentada (RANJBAR et al., 2013). 

As propriedades de ligação do ANS à BSA podem ser investigadas mensurando a 

constante de dissociação aparente de fluorescência do complexo BSA-ANS (Kd) e pela 

intensidade de fluorescência máxima (Fmáx) na concentração de ANS suficiente para saturação 

dos sítios da BSA. Este ensaio baseia-se na titulação da BSA com incrementos de ANS (0 -50 

M) em sistemas contendo a proteína na presença e ausência dos ligantes. Neste modelo, é 

necessário a determinação da [ANS]livre, para tanto se faz um gráfico da intensidade de 

fluorescência (F) em função da [ANS]total (CANS) na condicional da [ANS]máxima = [BSA]. 
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Desta relação linear, se estabelece a seguinte equação: F = BCANS, onde B é o coeficiente de 

proporcionalidade entre intensidade de fluorescência e CANS. A [ANS]ligado foi então avaliada 

a partir da fórmula: [ANS]ligado = F/B, sendo a [ANS]livre obtida a partir da diferença entre a 

[ANS]total e [ANS]ligado. Com isso, os valores de Kd e Fmáx foram obtidos a partir do inverso do 

coeficiente angular da relação F vs F/[ANS]livre e em função da saturação da BSA com ANS 

(ZHANG; HU; PAN, 2014). Estes dois parâmetros podem fornecer informações sobre as 

diferenças nas propriedades de ligação do ANS à BSA na presença e ausência dos ligantes RX 

e AC. Por conseguinte, o índice de hidrofobicidade da proteína (PSH) foi obtido empregando 

a equação (8). É possível observar na Figura 19A e Figura 19B redução da afinidade da sonda 

ANS à regiões hidrofóbicas na superfície da BSA devido à formação do complexo 

supramolecular a partir da titulação da BSA com os ligantes RX e AC, respectivamente. Este 

resultado indica que ambos os ligantes modificaram a superfície da BSA (Tabela 5).  

A interação da ANS-BSA com RX apresentou aumento de Kd (19%) e diminuição de 

PSH em relação a interação BSA-AC. Isto está associado ao fato do RX possuir maior Kb e 

com isso, maior afinidade para interação com a proteína, o que reduz a afinidade da ligação 

ANS-BSA refletida no aumento do valor de Kd (46,6%). A diminuição de PSH (61,3%) 

ocasionada pelo RX na BSA está associada à mudança de carga na superfície da BSA o que 

dificulta a interação ANS-BSA e reduz as regiões hidrofóbicas da BSA. 

Figura 19 - Espectro de fluorescência do complexo ANS-BSA com adição dos ligantes (A) RX e 
(B) AC, sendo ANS (2 µmol L-1), BSA (2 µmol L-1), RX e AC (0-350 µmol L-1). (C) 
Perfil da ligação do ANS (0-50 μmol L-1) a BSA (2 µmol L-1) na ausência presença 
dos ligantes RX e AC. Condições: pH 7,4 e 30ºC. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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Tabela 5 - Valores de Kd, Fmáx/[BSA] e PSH para os sistemas BSA+ANS, BSA+ANS+RX e 
BSA+ANS+AC. 

Sistemas Kd Fmáx/[BSA] PSH 

BSA+ANS 0,58 504 869 
BSA+ANS+RX 0,85 286 336 
BSA+ANS+AC 0,47 613 1304 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

De acordo com a Tabela 5, observa-se aumento do valor de Kd (46,60%) na presença 

do RX apontando que a magnitude de ligação ANS-BSA é menor quando o ligante está 

presente. Isto sugere que houve diminuição das regiões hidrofóbicas na presença de RX. Com 

relação ao valor de PSH, este diminuiu (61,30%) devido a formação do complexo BSA-RX 

indicando que houve um desfavorecimento de porções hidrofóbicas na superfície da BSA. Em 

contraste, na presença do ligante AC no sistema BSA-ANS o valor de Kd diminuiu (19%), 

sugerindo que a presença do ligante promove uma maior interação entre o ANS e a BSA e, 

desta forma, aumento de regiões hidrofóbicas na superfície protéica. Ademais, o valor de PSH 

aumentou (50,10%) para o sistema contendo AC confirmando o aumento da hidrofobicidade 

da superfície protéica decorrente a formação do complexo supramolecular. 

Além disso, estes resultados corroboram com a titulação da sonda ANS (0-50 μmol L-

1) no sistema contendo BSA e o ligante (Figura 19C), uma vez que o complexo BSA-RX 

evidenciou maior mudanças na hidrofobicidade da superfície da proteína, em comparação ao 

complexo BSA-AC. 

4.6 Avaliação do sítio de ligação preferencial na BSA 

Os principais locais de ligação na BSA são denominados sítio I e o sítio II e estão 

localizados nos subdomínios IIA e IIIA, respectivamente. Com o objetivo de investigar o sítio 

preferencial de ligação para os ligantes RX e AC foram realizados estudos de competição com 

os marcadores: varfarina (Figura 20A) (ligação ao sítio I) e ibuprofeno (Figura 20B) (ligação 

ao sítio II) (ZHANG et al., 2013). Ademais, como o ibuprofeno pode-se ligar a outras regiões 

da BSA foi empregado outro marcador de maior seletividade para o sítio II, o diazepam 

(Figura 20C) (ZSILA, 2013).  
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Figura 20 - Estrutura química dos marcadores (A) varfarina, (B) ibruprofeno e (C) diazepam na 
condição fisiológica de pH (7,4). 

 
A B C 

 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

A partir dos resultados expressos na Figura 21, observa-se que após a adição dos 

ligantes RX e AC houve redução dos valores de Kb nos sistemas que continham os 

marcadores ibuprofeno e diazepam, devido o deslocamento desses na presença de ambos os 

ligantes. Desta forma, o sítio preferencial de ligação para os ligantes RX e AC foi o sítio II. 

Além disso, na presença de varfarina os ligantes RX e AC apresentam aumento nos valores 

Kb, provavelmente em função de alterações induzidas pela varfarina ao ligar-se no sítio II. 

Uddin e colaboradores (2004) obtiveram o mesmo sítio preferencial de ligação (sítio II) para a 

avaliação da interação do As(III) com a BSA. 

Figura 21 - Avaliação do sítio de ligação na BSA (2 μmol L-1) a paritr da razão dos valores de Kb 
em  na ausência e presença dos marcadores (2 μmol L-1) varfarina, ibruprofeno e 
diazepam para os ligantes (A) RX e (B) AC. 

BSA
Varfarina

Ibuprofeno
Diazepam

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

K b(c
om

pe
tid

or
) /

 K
b (B

SA
)

Sistemas

A

 

BSA
Varfarina

Ibuprofeno
Diazepam

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0
B

K
b(c

om
pe

tid
or

) /
 K

b (B
SA

)

Sistemas
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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4.7 Avaliação de competidores no processo de interação dos ligantes RX e AC 

Diversos tipos de espécies estão presentes no sangue humano possuindo a capacidade 

de ligar-se a proteínas e, desta forma, afetar a ligação de compostos à BSA (WANG et al., 

2008). Para investigar o efeito dos íons no processo de interação dos ligantes RX e AC com a 

BSA, foram selecionadas dez espécies dentre as mais abundantes no plasma e comparados 

seus valores de Kb com o sistema BSA-RX e BSA-AC na ausência e presença destas espécies 

(Tabela 6). Ressaltando que para a análise a razão da concentração entre a BSA e os 

competidores nas condições fisiológicas foi empregada como critério. 

Tabela 6 - Espécies presentes no plasma e soro humano. 

Espécie Concentração no 
plasma/soro (mmol L-1) 

Concentração 
adotada 

(mmol L-1) 

Proporção 
[competidor]/[HSA] Referência 

HSA 0,53 – 0,83 0,70 - 

BISHOP; FODEY; 
SCHOEFF, 2005. 

Glicose 3,88-5,50 5,00 7,6 
Ca(II) 2,15 – 2,50 2,45 3,5 
Mg(II) 0,63 – 1,00 0,70 1,0 

H2PO4
-/HPO4

2- 0,87 – 1,45 0,70 1,0 
Fe(III) * 0,65 – 1,70 1,05 1,5 
Zn(II) ** 0,013 – 0,014 0,35 0,5 KOBAYASHI et al., 2006. Cu(II) ** 0,037 – 0,044 0,35 0,5 

Ácido oleico 1,28 – 3,21 2,80 4,0 GLASER et al., 2010; 
ALMEIDA et al., 2002;  Ácido linoleico 2,56 – 4,92 3,50 5,0 

HCO3
- 21-30 24 3,4 MOTTA, 2009 

*Concentração de ferro total. 
**Espécies com faixa de concentração menor que 0,07 mmol L-1 a proporção adotada (competidor/HSA) foi de 

0,5:1 ou 1:1. 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

De acordo com os resultados expostos (Figura 22), a maioria dos competidores 

influenciou de forma positiva no processo de interação para os sistemas BSA-RX e BSA-AC, 

devido à razão das constantes (Kb(competidor)/Kb(BSA)) ser maior que a unidade. De acordo 

com trabalho desenvolvido por Roy e colaboradores (2013), observou-se um efeito induzido 

de íons metálicos sob a estrutura da BSA, aumentando a afinidade da genisteína com a BSA. 

Uma das explicações para este fato pode ser devido às interações entre íons e resíduos de 

proteínas serem importantes para a estabilidade das mesmas, possuido implicações 

importantes para suas funções biológicas (WU et al., 2008). 
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Figura 22 - Efeito dos competidores entre a razão dos valores de Kb na ausência e presença dos 
competidores para a interação da BSA com RX a AC. Condições: pH 7,4 a 30ºC. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

O sistema BSA-RX na presença do competidor Ca(II) apresentou redução do valor da 

constante. Sabendo-se que o RX interage com a BSA por forças elestrostáticas, as cargas 

negativas deste ligante podem ser neutralizadas a partir da formação do complexo com o 

Ca(II) e, neste caso, a interação com a BSA é desfarorecida. O mesmo perfil não pode ser 

observado para o sistema BSA-AC, uma vez que o processo de interação acontece por 

interação do tipo ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals. Neste caso, a presença do 

Ca(II) pode induzir a mudanças conformacionais na proteína favorecendo a interação da BSA 

e AC. 

Além disso, observa-se que houve aumento da constante de interação para o sistema 

BSA-RX na presença dos ácidos linoléico e oléico. Este perfil pode repousar no fato da 

ligação de ácidos graxos de cadeia longa a regiões hidrofóbicas da BSA induzir modificações 

na estrutura tridimensional da proteína, tornando os resíduos de aminoácidos de cadeia lateral 

polar, em especial os com carga negativa, a se localizarem mais internamente. Desta forma, a 

ligação do RX pode ser favorecida, uma vez que a carga global negativa da proteína pode 

diminuir e a interação de RX com a BSA ocorre por forças do tipo eletrostáticas (CURRY et 

al., 1998). Ademais, no trabalho desenvolvido por Bhattacharyaa, Grüne e Currya (2000), os 
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autores observaram que as mudanças conformacionais nos domínios I e III devem-se a 

ligações de ácidos graxos nos subdomínios IA e IIA. Este perfil pode também influenciar a 

ligação de RX e, em menor grau, AC, pois ambos se ligam no sitio II da BSA que está 

localizado no subdomínio IIIA.  

4.8 Transferência de Energia Ressonante de Föster - FRET 

A transferência de energia ressonante de Föster (FRET) é frequentemente empregada 

para calcular a distância no local de ligação entre resíduo de aminoácido (fluoróforo) da 

proteína com a molécula de interesse e, depende das seguintes condições: (a) o doador pode 

produzir fluorescência; (b) o espectro de absorção do receptor deve se sobrepor 

suficientemente com o espectro de emissão de fluorescência do doador e (c) a distância entre 

o doador e o receptor deve ser inferior a 8 nm (CHENG; JIANG; LIU, 2013).  

A integral de sobreposição (J) dos espectros de emissão de fluorescência do doador e o 

espectro de absorção do receptor (Figura 23), a eficiência de transferência de energia (E, 

equação (5)), a distância crítica de Föster (R0, equação (6)) 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 (6)) para os ligantes RX e AC estão expressos na Tabela 7. De acordo com 

WANG et al., os valores de K2 (fator de orientação que está diretamente relacionado com a 

geometria do dipolo entre o doador e o aceptor é, igual a 2/3, para orientação aleatória em 

solução), n (índice de refração do meio é igual a 1,336) e   (rendimento quântico da proteína 

é 0,15 para BSA) foram empregados para os cáculos da interação dos ligantes RX e AC com a 

BSA. 

De acordo com os resultados expressos na Tabela 7, houve transferência de energia 

eficaz entre o resíduo de triptofano da BSA para os ligantes RX e AC em ambas as 

proporções empregadas, uma vez que o doador (BSA) e os ligantes estão no intervalo de 

distância crítica (GHOSH; RATHI; ARORA, 2016). 

Tabela 7 - Valores de J, E, R0 e r0 para a interação dos ligantes RX e AC nas razões 1:1 e 1:2 de 
BSA:L (ligante). 

Ligante (L) Razão 
(BSA:L) 

J 
(10

-15 
cm

3
 mol

-1
 L) 

E 
(%) 

R0 
 (nm) 

r0 
(nm) 

RX 1:1 6,86 3,2 2,27 4,00 
1:2 6,82 7,1 2,26 3,47 

AC 1:1 2,45 3,3 1,91 3,35 
1:2 2,45 6,8 1,91 2,95 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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Figura 23 - Área de sobreposição dos espectros de emissão de fluorescência da BSA e o espectro 
de absorção dos ligantes RX (A) e AC (B). 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
 

4.9 Avaliação da interação proteína-ligante por espectroscopia de RMN 1H 

Com o emprego da espectroscopia de RMN 1H é possível mensurar, em alguns casos, 

a região de interação do ligante na proteína a partir da variação de deslocamento químico (∆δ) 

de cada hidrogênio após a interação do ligante com a proteína (CALA; GUILLIÈRE; 

KRIMM, 2014). O assinalamento químico dos hidrogênios dos ligantes RX e AC, expostos na 

Tabela 8, estão de acordo com Lloyd e colaboradores (2008). 

De acordo com os resultados obtidos por RMN 1H, a partir da Tabela 8, observa-se 

maior variação no deslocamento químico dos hidrogênios do anel aromático após interação da 

macromolécula com o composto AC quando comparado ao RX. Isso é um indicativo de que, 

o composto AC interage em uma porção mais interna da proteína, possivelmente devido à 

interação ocorrer por ligações de hidrogênio e forças de van der Waals, como observado nos 

ensaios por fluorescência molecular. Este perfil pode ser explicado, pois o grupamento amida 

pode formar ligações de hidrogênio com resíduos de aminoácidos da cadeia lateral da BSA, 

fazendo com o que os hidrogênios aromáticos tenham seu ambiente químico mais afetado pela 

interação com a BSA. Apesar da interação por força eletrostática ser mais forte que as por 

ligações de hidrogênio e forças de van der Waals (GONZÁLEZ-RUIZ et al., 2011), é 

provável que a interação eletrostática do RX com a BSA aconteça superficialmente e, desta 

forma, o ambiente químico dos hidrogênios da molécula RX não seja tão afetado, justificando 
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a menor variação no deslocamento químico. Os espectros de RMN 1H para os compostos RX 

e AC estão representados na Figura 24 e Figura 25, respectivamente. 

Tabela 8 - Deslocamento químico (δ) RMN 1H (400 MHz) para os ligantes (L) RX e AC na 
ausência e presença de diferentes concentrações da BSA. a) L, b) L/BSA = 50, c) 
L/BSA = 100, em tampão fosfato (10 mmol L-1), pH 7,4. 

Ligantes 
(L) 

  δ / ppm 
δb Hidrogênio La (a) L L/BSA (proporção) 

(b) 100 (c) 50 

RX 
2 8,19 8,311 8,313 8,312 -0,002 
5 7,31 7,617 7,619 7,618 -0,002 
6 7,84 6,932 6,934 6,933 -0,002 

AC 

2 - 7,823 7,828 7,838 -0,015 
5 - 7,554 7,556 7,560 -0,006 
6 - 7,131 7,138 7,150 -0,019 
7 - 2,231 2,232 2,237 -0,006 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Nota: aδ para RX em DMSO-d6 por Lloyd e colaboradores (2008) / b∆δ foi calculado baseado na diferença entre δ(L) e 
δ(L/BSA = 50). 

Figura 24 - Espectros de RMN 1H (400 MHz) para 1 mmol L-1 do ligante RX na presença de   
BSA para RX/BSA=50 e RX/BSA=100. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 
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Figura 25 - Espectros de RMN 1H (400 MHz) para 1 mmol L-1 do ligante AC na presença de 
BSA para AC/BSA=50 e AC/BSA=100. 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

4.10 Avaliação in vitro do efeito prejudicial dos COA(V) à funcionalidade de proteínas 

4.10.1 Avaliação da cinética de fibrilação na formação de fibrilas amiloides 

A formação de fibrilas amilóides está relacionada com uma série de doenças 

neurodegenerativas (doenças de Alzheimer, Parkinson e Huntington) e, uma das suas causas é 

a presença de compostos tóxicos que podem induzir a esta formação (JUARÉZ et al., 2009). 

A análise cinética de formação de fibrilas amilóides (Figura 26) foi realizado em 

sistemas contendo BSA na presença e ausência dos ligantes RX e AC durante 78 h, 

empregando como sonda a ThT (DEY et al., 2015). Os sistemas BSA na ausência e na 

presença de RX, AC e As(V) foram incubadas a 65ºC. Foi empregando como controle 

positivo arsênio inorgânico As(V), em relação aos compostos avalidos. Os cálculos da 

cinética de fibrilação para RX, AC e As(V) foi realizado a partir da equação (9) e seus 

resultados estão expressos na Tabela 9. 
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Figura 26 - Cinética de fibrilação para a BSA na presença e ausência dos ligantes RX, AC e 
As(V), todos a 100 µmol L-1. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Tabela 9 - Parâmetros cinéticos do processo de fibrilação da BSA para RX, AC e As(V). 

Sistemas ΔF Ksp (h-1) n 
BSA 30,06 2,02 ± 0,10 0,69 ±0,04 

BSA+ RX 37,18 1,95 ± 1,10 0,48 ±0,25 
BSA+ AC 33,24 2,00 ± 0,57 0,50 ±0,16 

BSA+ As(V) 32,60 5,88 ± 2,58 0,41 ±0,11 

Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

O efeito dos ligantes RX e AC e As(V) para indução de fibrilas proteicas em função 

do tempo é mostrado na Figura 24B. A presença dos ligantes RX e AC ao sistema contendo 

BSA não influenciaram a formação de fibrilas amiloides, uma vez que os valores de Ksp não 

apresentaram aumento quando comparado com o sistema contendo apenas BSA. Em 

contraste, a adição de As(V) no sistema da BSA proporcionou um aumento de 291% no 

processo de fibrilação proteica quando os valores de Ksp foram comparados. Além disso, 

todos os sistemas apresentaram n < 1, indicando que a cinética pode estar associada a 

multiplos mecanismos para a formação de amiloides (JUARÉZ et al., 2009). Desta forma, os 

possíveis efeitos tóxicos dos ligantes RX e AC não estão relacionados ao processo de 

formação de fibrilas amiloides. 
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4.10.2 Avaliação da inibição e cinética da fosfatase alcalina 

Sabendo-se que a enzima fosfatase alcalina é capaz de hidrolisar monoésteres de 

fosfato e derivados (SIMÃO et al., 2007) e que, o arseniato, espécie com arsênio em estado de 

oxidação +5, é um inibidor clássico desta enzima (SHIRAZI; BEECHEY; BUTTERWORTH, 

1981), avaliou-se a atividade da fosfatase alcalina na presença dos compostos RX e AC.  

Além da avaliação de inibição da atividade enzimática pelos compostos RX e AC, 

utilizou-se o arseniato como controle positivo. De acordo com os resultados expressos na 

Figura 27, observa-se inibição da atividade enzimática desde o primeiro incremento (1 μmol 

L-1) do controle positivo e, desta forma, o arseniato pode estar relacionado ao maior grau de 

efeitos maléficos nas condições avaliadas quando comparado com os compostos de arsênio 

orgânicos RX e AC. A partir do incremento de 10 μmol L-1 dos inibidores, observa-se redução 

enzimática de 63% na presença do arseniato, enquanto que na mesma concentração o RX 

inibiu a atividade enzimática em 6% e, para o composto AC, não houve inibição. Já na 

concentração de 100 μmol L-1, o arseniato reduz a atividade enzimática em aproximadamente 

90%, enquanto que os compostos RX e AC, a redução da atividade da fosfatase alcalina foi de 

42 e 5%, respectivamente.  

Como argumentado anteriormente, um dos principais mecanismos relacionados aos 

efeitos deletérios por espécies de arsênio é a sua ligação a macromoléculas, tais como 

proteínas e enzimas (REHMANA et al., 2012). Neste ponto de vista, a avaliação da inibição 

enzimática fornece indícios do efeito danoso à fosfatase alcalina considerando um sistema in 

vitro. Neste sentido e de acordo com os resultados obtidos, por inibibir de forma mais efetiva 

a atividade enzimática, o composto RX pode possuir efeitos mais prejudiciais ao organismo 

em comparação ao AC, ajudando a esclarecer o perfil inibição enzimático observado. 
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Figura 27 - Avaliação da inibição da fosfatase alcalina (14,8 U L-1) pelo arseniato, RX e AC em 
diferentes concentrações (1, 10 e 100 μmol L-1). Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 10 
mmol L-1). 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Tendo-se como base os resultados de inibição enzimática, selecionou-se o RX e o 

arseniato (controle positivo) para avaliação cinética de inibição da atividade da fosfatase 

alcalina. Para tanto se empregou 100 e 10 μmol L-1 de RX e arseniato, respectivamente. De 

acordo com os resultados expostos na Figura 28, os compostos RX e arseniato apresentaram 

inibição semelhantes. Além disso, a atividade enzimática começa ser inibida desde 5 min, 

atingindo estabilização do sinal em 55 min de análise por ambos os compostos. 
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Figura 28 - Cinética da atividade enzimática da fosfatase alcalina (7,4 U L-1) na presença dos 
compostos arseniato (10 μmol L-1) e RX (100 μmol L-1). Condições: pH 7,4 (Tris-HCl 
10 mmol L-1). 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017. 

Por fim, ambos os ensaios, inibição da atividade e cinética de inibição da atividade 

enzimática, fornece indícios do comportamento dos compostos RX e AC in vitro e, desta 

forma, possibilita uma compreensão preliminar dos possíveis efeitos danosos desses 

compostos. Apesar de o sistema empregado não possuir tanta complexidade quando 

comparadas a outros sistemas, tais como mitocôndria, célula, animal, por exemplo, o estudo 

fornece um direcionamento para análises mais minuciosas posteriores. 
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5 CONCLUSÃO 

 Estudos de interação foram empregados para avaliar o comportamento dos ligantes 

RX e AC com a proteína carreadora BSA por fluorescência, UV-vis e RMN 1H. De acordo 

com o que foi visto, os estudos de interação, simulando condições fisiológicas, revelou que o 

processo ocorre por quencing estático para ambos os ligantes. Os dados termodinâmicos 

revelaram que o processo de interação com os ligantes ocorreu de maneira espontânea e, a 

natureza das forças envolvidas entre BSA-RX foi preferencialmene por forças eletrostáticas, 

enquanto que BSA-AC foi por ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals. Ademais, 

ambos os ligantes revelaram grau de interação moderada com a proteína sendo de 

4,27(±0,01)x105 L mol-1 e 0,27(±0,01)x105 L mol-1 para RX e AC, respectivamente. A ligação 

ocorreu de forma preferencial pelo sítio II, localizado no subdomínio IIIA, da proteína para os 

ligantes RX e AC. O ensaio de competição evidenciou que apenas o íon Ca(II) desfavoreceu o 

processo de interação para o sistema BSA-RX, equanto que na presença do ácido oléico, 

ácido linoléico e fosfato houve favorecimento demasiado da interação em relação aos outros 

competidores. Já no sistema BSA-AC a presença dos íons Zn(II) e Fe(III) favoreceu o 

processo de interação frente aos demais.  

 O ensaio de FRET revelou transferência de energia eficaz entre o resíduo de triptofano 

da BSA com os ligantes, a distância entre resíduo de aminoácido da BSA com os ligantes RX 

e AC foi de 4,00 e 3,35 nm, repctivamente. O estudo de hidrofobicidade revelou que a 

interação BSA-RX deslocou de forma mais efeiva a sonda ANS e, desta forma, a interação 

com RX diminui a presença de regiões hidrofóbicas da BSA, enquanto que o sistema BSA-

AC aumentou a presença de tais porções na proteína. Além disso, a presença de ambos os 

ligantes proporcionou mudanças na estrutura terciária da BSA. A espectroscopia de RMN 1H 

inferiu que a interação do ligante RX com a BSA deve acontecer na superfície proteica, 

enquanto que a interação com AC deve ocorrer na porção próxima ao grupo amida. 

Por fim, foram empregados ensaios visando avaliar os efeitos danosos dos ligantes RX 

e AC em sistemas protréicos in vitro. O ensaio de fibrilação da BSA não revelou 

favorecimento da formação de fibrilas para ambos os ligantes. Já no ensaio de inibição da 

atividade da fosfatase alcalina, o ligante RX (42%) demonstrou inibição enzimática efetiva, 

quando comparado ao AC (5%), ambos na concentração de 100 μmol L-1. Nesta mesma 

concentração o arseniato (controle positivo) revelou inibição de 90% na atividade da fosfatase 

alcalina. Este resultado fornece indícios de que o composto RX pode assumir efeitos mais 

prejudiciais ao organismo em comparação ao AC. 
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