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RESUMO

A albumina do soro bovino (BSA) é a proteina mais abundante do plasma e responsavel pelo
transporte da maioria dos compostos exdgenos e enddgenos presentes no sangue. Roxarsone
(RX) e seu metabolito acetarsone (AC) sdo compostos organicos de arsénio(V) empregados
na avicultura como aditivo alimentar. Neste sentido, o processo de interagdo dos compostos
RX e AC com a BSA foi avaliado sob condicbes fisiologicas utilizando técnicas
espectroscopicas. Empregando fluorscéncia molecular foi possivel determinar a formacéo do
complexo supramolecular para os ligantes RX e AC. O grau de interacdo foi moderado, com
constante de ligacdo (Ky) de 4,27x10° L mol™ e 0,27x10° L mol® para RX e AC,
respectivamente. O tipo de quenching envolvido no processo de interacdo para ambos o0s
ligantes foi estatico e, preferencialmente, por interacbes de natureza eletrostatica para o
complexo BSA-RX e ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals para BSA-AC.Tanto a
formacéo do complexo quanto o tipo de quenching foram confirmados por espectroscopia de
UV-vis. A andlise por fluorescéncia 3D evidenciou mudangas estruturais na cadeia
polipeptidica da BSA, sendo mais pronunciadas na presenca do ligante RX em comparagéo ao
AC. Ademais, o processo de interacdo BSA-RX modificou a superficie da BSA, levando a
reducdo de regides hidrofobicas de forma mais efetiva em compar¢do a BSA-AC. Com
relagdo ao sitio de ligacdo, ambos os ligantes encontram-se preferencialmente no sitio 1l da
BSA. A partir dos resultados obtidos por RMN "H observou-se maior deslocamento quimico
na presenca do ligante AC, estando a porcao proxima ao grupamento amida interagindo com a
BSA. Enquanto que o ligante RX possivelmente interage mais superficialmente na proteina.
Além disso, os ligantes RX e AC ndo favorecem a cinética de fibrilagdo proteica, dando
indicios que os possiveis efeitos deletérios no sistema in vitro avaliado ndo estéo relacionados
a este processo. A cinética de inibicdo da fostatase alcalina demonstrou inibicéo da atividade
enzimética a partir de 5 min e estabilizacdo do sinal em 55 min de andlise tanto para 0 RX
quanto para o arseniato (controle positivo). Por fim, a avaliagcdo da inibi¢do da atividade da
fosfatase alcalina in vitro evidenciou inibi¢éo da atividade enziméatica em 42% na presenca do
ligante RX e 5% para o ligante AC, dando indicios de efeitos mais prejudiciais para o0 RX
quando compardo ao AC.

Palavras chaves: Albumina. Aditivo alimentar. Complexo supramolecular. Roxarsone.
Acetarsone. Compostos de arsénio (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 (Ky) of 4.27x10° L
mol™ and 0,27x10° L mol™ 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 11
of BSA. From the results obtained by *H 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 INTRODUCAO

11 A importéncia dos estudos de interacdo com proteinas - moléculas

biologicamente funcionais

As pesquisas relacionadas aos estudos de interacdo entre biomacromoléculas e ligantes
envolvem um dos mais importantes tdpicos no campo da bionanotecnologia, permitindo a
projecdo de sistemas artificiais miméticos de processos naturais (GURYANOV; FIORUCCI;
TENNICOVA, 2016). Toda a atencdo voltada para o estudo de interagBes deve-se as
informacGes que se pode extrair do comportamento do ligante no organismo na presenga da
macromolécula bioldgica.

As proteinas sdo biomoléculas responséveis em exercer inimeras fungdes bioldgicas,
sendo estas 0s blocos de construgdo de todas as células nos seres vivos. Mesmo que as
informagBes necessarias para a perpetuacdo da vida sejam codificadas pelo DNA, o processo
dindmico de manutencéo da vida, replicagdo, defesa e reproducgdo séo realizados por proteinas
(GRUBER et al., 2008). Em esséncia, as proteinas realizam suas funcdes bioldgicas a partir
da interacdo fisico-quimica direta com outras moléculas, tais como ligantes exdgenos e
enddgenos, além de interagir com outras macromoléculas, como outras proteinas, peptideos,
acidos nucléicos, membranas (lipideos), dentre outras. Portanto, a compreenséo detalhada das
interacBes proteina-ligante é fundamental para compreender a biologia ao nivel molecular.
Além disso, o conhecimento dos mecanismos responsaveis pelo reconhecimento e ligagéo
proteina-ligante auxilia na descoberta, planejamento e desenvolvimento de fa&rmacos (LIU et
al., 2016).

De forma simples, quando uma molécula de proteina (P) e uma molécula de ligante
(L) com afinidade matua interagem no mesmo sistema, forma-se um complexo proteina-
ligante (PL), dependente do tempo. A ligacdo reversivel da proteina com o ligante descreve o
processo da cinética reacional proteina-ligante (PL), representado pelo seguinte equilibrio: P
+ L & PL (CHOWDHRY & HARDING, 2001). Este reconhecimento molecular é um dos
principios fundamentais dos sistemas vivos, envolvido em todos os processos bioldgicos, tais
como: reconhecimento antigeno-anticorpo (Figura 1), formacéo de complexo receptor-ligante,
interacdo hormdnio-receptor, reaces enzimaticas, transporte transmembranares, carreamento
de compostos enddgenos e exdgenos pelo organismo, dentre outros (GURYANOV;
FIORUCCI; TENNICOVA, 2016).
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Figura 1 - Exemplos de sistemas de reconhecimento molecular: interacédo antigeno-anticorpo.

Antigeno Anticorpo

Fonte: TYMOCZKO; STRYER, 2012.

A interacdo receptor-ligante forma um par complementar com forcas de ligagdo nédo
covalentes formadas por forcas de Van der Waals, hidrofébica, do tipo z- m, intera¢des ibnicas
ou eletrostaticas (HAJ-ZAROUBI, 2002). Formacdo de pares receptor-ligante € um processo
complexo e pode incluir diferentes fases, a depender das moléculas que estdo interagindo
(GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016). A Figura 2 apresenta a interacdo de uma

proteina com ligante apresentando as possiveis forgas envolvidas no processo.

Figura 2 - Interagdo proteina-ligante evidenciando as possiveis interacbes ndo covalentes que
podem estar envolvidas no processo.

A
Proteina LA,

Complexo supramolecular

Ligacdo de hidrogénio
Forgas eletrostaticas
Interagdes hidrofobicas

Forgas de Van der Waals

| Proteina

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Dentre as inimeras fungdes moleculares desempenhadas pelas proteinas, destaca-se a
funcdo transportadora ndo s6 devido a relevancia biolégica no organismo, como também por
proporcionar informacdes preciosas sobre o metabolismo no corpo humano. Com isso, 0
estudo de interacdo com proteinas permite obter informacdes preciosas sobre o

comportamento do ligante em sistemas bioldgicos, uma vez que esta macromolécula é a
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principal responséavel pelo transporte de milhares de compostos pelos compartimentos do
corpo. A partir do grau de interacdo, €& possivel compreender a farmacocinética,
farmacodindmica, o tempo de meia vida e solubilidade do ligante em sistemas vivos ou
simulando condigdes in vitro (LIU et al., 2016).

Existem diversos modelos de proteinas que podem ser empregados para o estudo de
interacbes macromoléculas-ligante e fornecer informacdes relevantes sobre o comportamento
da proteina e dados sobre a afinidade com o ligante. Algumas dessas proteinas usadas em
estudos de interacdo séo: hemoglobina (BASU, A; HAKRABARTI, 2015), albumina do soro
humano (do inglés Human Serum Albumin, HSA) (TRYNDA-LEMIESZ, 2004), albumina do
soro bovino (do inglés Bovine Serum Albumin, BSA) (NAFISI; SADEGHIC; YABA, 2011),
ovalbumina (GULER et al., 2013) e lipase pancreatica (HOLMBERG et al., 2000).

1.2 Proteinas do soro — a chave bioldgica para carreamento de moléculas

Na corrente sanguinea existe uma série de proteinas capazes de transportar moléculas
até tecidos ou 6rgdos. Porém, nenhuma merece tanto destaque quanto a albumina do soro, ndo
sO por corresponder a ~60% do total de proteinas séricas, como também pela capacidade deste
grupo de proteinas ligarem-se reversivelmente a uma gama de ligantes ex6genos e end6genos,
tais como drogas, acidos graxos, horménios, aminoacidos, dentre outros. A albumina também
se liga a compostos toxicos que entram na corrente sanguinea, podendo ser distribuido por
todo o organismo ou ser biotransformado e excretado (SULTAN et al., 2015).

A concentragdo de albumina no plasma humano corresponde a 34-54 g L™, possuindo
uma meia-vida circulatoria de 19 dias (SLEEP; CAMERON; EVANS, 2013). A presenca de
multiplos locais de ligagdo com diferentes tipos de afinidade afeta diretamente a
biodisponibilidade de um determinado ligante no organismo. Além disso, a albumina do soro
possui outras propriedades fisioldgicas, tais como a regulacéo da pressdo osmatica coloidal,
sequestro de residuos toxicos, agente antioxidante e efeitos metabdlicos (PETERS, 1996).

Devido a funcdo transportadora, as albuminas sdo empregadas como modelo de
proteina em bioquimica e biofisica, explorando a sua capacidade de interagir com diversos
ligantes. Esta propriedade atribui grande importancia a este grupo de proteinas, uma vez que a
adsorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo dependem do grau de interagdo proteina-
ligante (SULTAN et al., 2015). Além disso, a interacdo da albumina do soro com drogas

proporciona uma visdo sobre terapia medicamentosa e design de farmacos e, desta forma,
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predizer sobre a eficicia de compostos como agente terapéutico a depender do grau de
interacdo (WANG et al., 2008).

A capacidade de ligacdo da albumina a farmacos foi explorada no desenvolvimento
das drogas Levemir® (insulina detemir — analogo da insulina) e Victoza® (Liraglutida -
derivado de GLP-1) em que, a partir da ligagdo de um 4&cido 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 farmacos, uma vez que possui regides que possibilitam a
ligacdo a agentes hidrofébicos (SULTAN et al., 2015).

1.2.1 Albumina do soro bovino (BSA) — alicerce biomimético em estudos de interacdo

A albumina do soro bovino (do inglés bovine serum albumin, BSA) é empregada em
estudos biomiméticos de interacdo por apresentar custo mais reduzido em relacéo a albumina
do soro humano (HSA). Além disso, a BSA possui elevada similaridade com a HSA,
possuindo 76% de homologia na sequéncia de aminodcidos, fazendo com que ambas as
albuminas possuam a mesma funcédo. A estrutura tridimencional da BSA é muito semelhante a
HSA in natura (SULTAN et al., 2015). Outro ponto entre estas proteinas é com relagdo a
presenca dos residuos de triptofano que na BSA estéo localizados na posicdo Trp™* e Trp?
(MAJOREK et al., 2012) e o Gnico residuo na HSA na posicdo Trp?* (SUGIO et al., 1999).
Os residuos de triptofano Trp*** e Trp?® da BSA (Figura 3) estdo localizados nos
subdominios IA e IIA, respectivamente (GIMENEZ et al., 2016).

A BSA (Figura 3) é uma proteina globular estavel e flexivel, com uma cadeia Gnica de
polipeptidio, composta por 583 residuos de aminoacidos, com peso molecular de 66462 g
mol™, trés dominios homologos (I-11) cada um contendo dois subdominios (A e B) e,
estabilizado por 17 pontes dissulfeto (BASU et al., 2012), possuindo um residuo Cys** no
subdominio IA (SULKOWSKA, 2002).

A BSA possui dois sitios principais de ligagdo de compostos denominados sitio | e 11
de Sudlow, localizados nos subdominios I1A e IlIA, respectivamente (SUDLOW; BIRKETT;
WADE, 1975). O sitio | possui uma grande regido, flexivel, localizado internamente ao
subdominio IlA e, geralmente abriga compostos volumosos, heterociclicos, aniénicos ou
moléculas contendo regides apolares (SOUZA et al., 2015). Devido ao seu volume, o sitio |
pode abrigar mais de um ligante em seu interior e, desta forma, acredita-se que ele seja

formado por um complexo de sitios sobrepostos. Curiosamente, a flexibilidade presente na
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proteina permite que a mesma possa mudar sua estrutura conformacional ao interagir com um
ligante (PETERS, 1996).

J& o sitio Il esta localizado no subdominio I1IA da BSA e, geralmente, acomoda em
sua cavidade ligantes aromaticos neutros ou anidnicos com carga localizada na periferia da
molécula (SOUZA et al., 2015). A cavidade do sitio 11 possui um didmetro entre 8-10 A,
localizado entre duas estruturas helicoidais e possui distribuicdo assimétrica de residuos
hidrofébicos e hidrofilicos na fenda de ligacdo do sitio, porém os principais residuos apolares
encontram-se internamente a cavidade hidrofobica, enquanto que os residuos polares na
superficie da cavidade proteica (PEYRIN; GUILLAUME; GUINCHARD, 1999).

Figura 3 - Representacdo do arcabouco da albumina do soro bovino (BSA), demonstrando 0s
dois residuos de triptofano (Trpl34 e Trp213), sitios preferenciais de ligacdo (I e I1),
dominios (1, Il e 111) e os respectivos subdominios (1A, LA, I11A, 1B, 1IBe IlIB)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
1.3 A quimica supramolecular relacionada a interacao proteina-ligante

De modo geral, o reconhecimento molecular € um conceito chave na quimica
supramolecular (GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016), isto se deve ao fato de
que a construcdo de todos os sistemas supramoleculares envolve a combinagdo molecular
seletiva (ARIGA; KUNITAKE, 2006). De forma genérica, este processo pode ser descrito
como o conjunto de intera¢des de alta afinidade e seletiva de um ligante por um receptor. Os
ligantes sdo substancias de natureza variada que podem interagir com uma macromolécula,
tais como peptideos, proteinas, DNA/RNA, esteroides, partes de virus ou bactérias. As vezes,

os ligantes contém multiplos locais de reconhecimento e, portanto, pode ligar-se em diferentes



18

regibes dos receptores. De todas as biomoléculas, as proteinas sdo provavelmente os mais
atraentes, especialmente do ponto de vista estrutural e molecular. As proteinas estdo
envolvidas em praticamente todos os processos bioldgicos e a sua modulagéo supramolecular,
por exemplo, com moléculas pequenas, é a base para a maioria das drogas (BRUNSVELD;
PETKAU; UHLENHEUER, 2010).

Esta ligagdo multivalente pode aumentar drasticamente a afinidade da interagdo
receptor-ligante  (GURYANOV; FIORUCCI; TENNICOVA, 2016). A quimica
supramolecular surgiu inicialmente com os estudos das biomoléculas (proteina, &cidos
nucléicos, lipidios, entre outras) devido ao interesse pelos sistemas e processsos bioldgicos,
tais como no reconhecimento celular, sinalizagdo, interagdes com drogas, dentre outros
(SCHNEIDER, 2012).

De maneira concisa, a quimica supramolecular é muitas vezes definida como a
quimica “além da molécula” ou interagdes ndo covalentes entre as moléculas (SCHNEIDER,
2012). Estruturas supramoleculares é o resultado de interacdes aditivas e que agem em
conjunto ao sistema, estas incluem ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas e ligacdes
coordenadas. As propriedades do sistema supramolecular s&o superiores quando comparadas a
soma das propriedades de cada componente individualmente (ARIGA; KUNITAKE, 2006).

Assim, a quimica supramolecular é o estudo de interagfes ndo covalentes entre as
moléculas e os complexos multimoleculares formados, indo além da molécula individual. As
interacbes entre compostos e macromoléculas em sistemas bioldgicos séo interagBes
supramoleculares. As interages e funcdes de biomoléculas, como proteinas e lipidios, séo
moduladas em um ambiente onde o complexo supramolecular determina 0s processos
bioldgicos. Desta forma, o controle sobre essas interagcdes supramoleculares é a chave para a
compreensdo e direcionamento de muitos processos bioldgicos. A abordagem empregada na
quimica supramolecular sobre o controle destes processos € através da modulagdo de
biomoléculas especificas com ligantes pequenos. O foco na descoberta de medicamentos
opera com base na quimica supramolecular, visto que uma droga se liga a uma proteina por
interacbes supramoleculares hospedeiro-hospede, influenciando o funcionamento e

conformacéo da proteina (BRUNSVELD; PETKAU; UHLENHEUER, 2010).
1.4  Técnicas empregadas para o estudo da interacdo proteina-ligante in vitro

O objetivo da pesquisa sobre as interacdes proteina-ligante ndo é apenas estabelecer a

estequiometria e as constantes de equilibrio de associa¢do/dissociacdo, como também
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compreender em detalhes a relagdo entre fungdo e reconhecimento molecular, estrutura,
cinética, processo energético e dindmico do sistema. Além disso, podem-se observar
mudancas extremamente sutis ou até em grande escala nas propriedades locais ou globais na
conformacdo tanto na proteina quanto no ligante. Tais mudancas podem ser da seguinte
natureza: conformacional, tamanho da molécula, forma geométrica e topoldgica, distribuicdo
de cargas, estado de hidratagdo/protonacéo, polaridade (hidrofobicidade, fatores relacionados
a entropia intra e intermolecular), dentre outros (CHOWDHRY; HARDING, 2001).

Para isto, a fim de alcancar os objetivos da investigagdo de interacdes proteina-ligante
uma abordagem multidisciplinar de técnicas deve ser adotada para avaliar as mudancas
ocorridas devido ao processo de interacdo (CHOWDHRY; Z.; HARDING, 2001). Uma série
de técnicas esta disponivel para a andlise de interacdo de proteinas, in vitro, baseados no
monitoramento de formagdo do complexo adicionando incrementos em concentragdes
definidas do ligante (PIEHLER, 2014).

Existem diversas técnicas diferentes para avaliar a interacdo de ligantes com proteinas,
tais como: espectroscdpicas (infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), dicroismo
circular (CD), ressonancia magnética nuclear (RMN), fluorescéncia molecular e absor¢éo no
UV-vis), cromatografia liquida de alta performance (HPLC), eletroquimica, eletroforese
capilar, quimica computacional, titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC), microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (TEM) (CHENG;
JIANG; LIU, 2013).

1.4.1 Espectroscopia de absor¢do no UV-visivel

A espectroscopia de UV-vis é uma técnica empregada para monitorar mudangas
estruturais na proteina e investigar a formacdo do complexo proteina-ligante (RAUF et al.,
2016). A formacéo do complexo pode ser confirmada ao se comparar a intensidade do sinal
analitico antes e depois da adigdo do ligante, em que se observa aumento na absorc¢do para o
sistema proteina-ligante ao se comparar com perfil espectral apenas da proteina (YU et al.,
2014).

Em proteinas, podem ser encontrados trés cromoforos internos responséaveis pelo
aumento na banda de absorcéo eletrdnica: (1) a ligacdo peptidica que unem os aminoacidos
absorve fracamente em torno de 210-220 nm; (2) os aminoacidos aromaticos fenilalanina,
triptofano e tirosina apresentam uma banda caracteristica em ~280 nm (HARDING;

CHOWDHRY, 2001), e (3) presenca de grupos prostéticos na estrutura da proteina podem
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apresentar uma banda de absorgdo, 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 absor¢do em torno de ~407 nm (WUANG et al., 2007). As proteinas que
contém grupos prostéticos e alguns complexos de metal-proteina, podem ter fortes bandas de
absor¢do no espectro de UV-vis, possuindo bandas geralmente sensiveis ao ambiente local e,
desta forma, pode ser objeto de estudos fisicos de acdo enzimética (WILSON; WALKER,
2010).

Interessante é que alguns aminodcidos (Asp, Glu, Asn, GIn, Arg e His) possuem fraca
transicdo eletronica em torno de 210 nm, porém esta banda ndo pode ser observada no
espectro porque ela é “mascarada” pela absor¢do mais intensa do esqueleto peptidico. A
banda mais Util para proteinas refere-se & absorcdo das cadeias laterais aromaticas presente
nos residuos de triptofano/tirosina. A fenilalanina possui uma banda de baixa absor¢édo em
257 nm, enquanto que as bandas dos residuos de triptofano e tirosina dominam o espectro de
absorcdo da proteina em 274 nm e 280 nm, respectivamente e que, na pratica, a presenca
destas duas cadeias laterais arométicas da origem a uma banda em ~278 nm (WILSON;
WALKER, 2010).

Com relago ao espectro de absorgdo da BSA, tem-se uma banda de absor¢éo em ~210
nm de transicdo eletrdnica do tipo n—n*, relacionada a amida da ligagdo peptidica presente
no esqueleto polipeptidico (OZAKI; KAWATA, 2015). Enquanto que o pico de absor¢éo em
~280 nm deve-se principalmente as transi¢des do tipo m-m* nos residuos de aminoacidos
triptofano e tirosina presentes na estrutura da BSA (CHANG, 2005).

1.4.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

Dentre as varias técnicas para estudar as interages proteina-ligante em solucédo, a
espectroscopia de fluorescéncia é muito importante para o estudo da interacdo de substancias
com proteina por possuir elevada sensibilidade e seletividade, além de fornecer informaces
valiosas relacionadas ao processo (GHASEMI et al., 2016). As medicgdes de fluorescéncia da
macromolécula permitem obter informagGes sobre as mudangas estruturais e do
microambiente em torno do fluoréforo na macromolécula (CHEN et al., 2007) e, desta forma,
fornece muitas informacGes dos pardmetros de interagdo de ligantes & estrutura proteica, tais
como mecanismo, 0 modo, constantes e sitio de ligagdo, além das distancias intermoleculares
entre proteina-ligante (SEETHARAMAPPAA et al., 2006).
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A formagéo do complexo proteina-ligante pode induzir mudancgas na conformagéo da
proteina e, consequentemente, nos seus espectros de fluorescéncia. Os trés residuos de
aminodcidos responsaveis pela fluorescéncia intrinseca em proteinas sdo a triptofano (Figura
4A), tirosina (Figura 4B) e fenilalanina (Figura 4C) (CARUSO et al., 2012). Nas proteinas
que contenham todos os trés amino4cidos o espectro de fluorescéncia deve-se principalmente
ao residuo de triptofano devido ao seu alto rendimento quéntico frente aos demais residuos. O
rendimento quéntico (@) para cada residuo estd expresso na Figura 4 em solucéo aquosa e pH
fisiologico (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).

Figura 4 - Estrutura quimica dos residuos de aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina e as principais caracteristicas fluorescentes destes aminoacidos
aromaticos em pH fisiolégico.
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Fonte: GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014.

7

Uma caracteristica valiosa da fluorescéncia intrinseca da proteina é a elevada
sensibilidade do triptofano ao seu microambiente local. Alteragdes nos espectros de emissao
do triptofano ocorrem em resposta a transicdes conformacionais da proteina, associacdo de
subunidades, a ligacdo do substrato/ligante ou desnaturacéo. Assim, a fluorescéncia intrinseca
das proteinas pode fornecer informagdes considerdveis sobre a sua estrutura e dindmica
(WUANG et al., 2007).

1.4.3 Quenching de fluorescéncia

O quenching de fluorescéncia tem sido amplamente estudado como uma fonte de
informagdo sobre sistemas bioquimicos e o principal motivo esté relacionado as interagBes
moleculares. O processo de quenching de fluorescéncia refere-se a qualquer processo que
diminui a intensidade de fluorescéncia de um fluoréforo por um quencher (um ligante, por
exemplo) e resultante de uma variedade de interag8es/reagdes moleculares, tais como reagdes

no estado excitado, rearranjos moleculares, a transferéncia de energia, a formacdo do
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complexo no estado fundamental e colisGes, entre outros processos (LAKOWICZ, 2006).
Uma molécula capaz de reduzir a intensidade de fluorescéncia é denominada quencher,
enquanto que fluor6foro sdo substéncias que absorvem luz no UV-vis e re-emitem parte desta
luz como radiagdo em um comprimento de onda definido (SAUER; HOFKENS;
ENDERLEIN, 2011).

O estudo de quenching permite inferir sobre 0 mecanismo envolvido no processo de
interacdo proteina (fluordforo) com ligante (quencher) que, neste caso, sdo geralmente
classificados como quenching dindmico ou estatico (SEETHARAMAPPAA et al., 2006). O
quenching dindmico geralmente esti relacionado & colisdo molecular, enquanto que o
quenching estatico é geralmente associado a formacdo do complexo, tal como de uma
proteina e um quencher, por exemplo (GHASEM I et al., 2016).

O quenching de colisdo ou dindmico ocorre quando o fluoréforo no estado excitado é
desativado em contato com o quencher e, desta forma, o fluoréforo retorna ao estado
fundamental durante processo de difusdo com o fluor6foro, sem emissdo de um féton
(LAKOWICZ, 2006). J& o quenching estético ocorre no estado fundamental e forma-se um
complexo entre o fluoréforo e o quencher, sendo este complexo ndo fluorescente. Quando o
complexo absorve luz, ele imediatamente retorna ao estado fundamental, sem a emissédo de
foton (ALBANI, 2007).

A reducdo da intensidade de fluorescéncia para o processo de quenching pode ser

descrita pela equacdo de Stern-Volmer abaixo:

[T

=1+K [Q] equagcéo (1)

Em que Fo e F é a intensidade de fluorescéncia na auséncia presenca do quencher,
respectivamente; [Q] é a concentracdo do ligante que atua como quencher e Ksy € a constante
de Stern-Volmer (SHIA et al., 2016).

Para qualquer tipo de quenching ocorrer o fluor6foro e o quencher devem entrar em
contato. Em geral, o quenching ocorre sem qualquer modificagdo permanente nas moléculas,
ou seja, sem reacdo fotoquimica (LURIDIANA et al., 2016). A classificacdo do tipo de
quenching para um sistema pode ser elucidado através da variagdo de temperatura,
viscosidade ou medi¢Oes do tempo de vida. O aumento da temperatura no processo dinamico,
por exemplo, favorece a difusdo do quencher em dire¢do ao fluoréforo no estado excitado.

Desta forma, temperaturas mais elevadas induzem um aumento das colisdes mUtuas e, como
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consequéncia, observa-se um aumento da constante de Stern-Volmer (Ky). J& no caso do
mecanismo estético, como ha a formagao de um complexo néo fluorescente entre a fluordforo
e 0 quencher no estado fundamental, 0 aumento da temperatura do meio reacional diminui a
estabilidade do complexo e, desta forma, diminuicdo dos valores de constantes de Stern-
Volmer (Ks,) com a elevacdo da temperatura (MOREIRA et al., 2015).

1.4.4 Andlise do equilibrio de ligagdo - constante de ligacéo (Kb)

Quando uma molécula liga-se ao sitio de ligacdo na macromolécula, estabelece-se um
equilibrio entre moléculas livres e conjugadas e o grau de interagdo do complexo formado é
expresso pela constante de ligacéo (Ky). Existem diferentes tipos de equagfes que auxiliam no

célculo da constante de ligacdo, dentre as mais empregadas, destaca-se a equacdo abaixo:

Iog(FOI;sz K, +nlog[Q] equacao (2)

Pelo qual se tem Ky, [Q] e n s&o a constante de ligagdo, concentragdo do ligante e o
namero de sitios, respectivamente. Assim, um gréafico de log(Fo-F)/F em funcdo de log[Q]

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

1.45 Parametros termodindmicos e natureza das forcas de ligagdo macromolécula-ligante

Considerando-se a dependéncia da constante de ligagdo com a temperatura, 0 processo
termodinamico é responsavel pelo equilibrio de formacdo do complexo. As principais forgas
que atuam entre um ligante e a macromolécula incluem ligagBes de hidrogénio, forgas de Van
der Waals, forcas eletrostaticas e forcas de interagdo hidrofébica. Os parametros
termodinadmicos: variagdo de entalpia (AH), variacdo de entropia (AS) e mudanga de energia
livre (AG) sdo as principais evidéncias para determinar o modo de ligagdo envolvido no
processo de interacdo (KANDAGAL et al., 2006). Pelo grafico InKj, versus 1/T é possivel
obter os valores de AH e AS a partir do coeficiente angular e linear, respectivamente,
aplicando a equagéo de Van't Hoff (PATGAR et al., 2016):

AH| 1 AS o
InK, = -—| — | +— equacao (3
b R[T} R quagao (3)
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Onde R (8,314 J mol™* K™ é a constante dos gases, T é a temperatura experimental em
°C e K, € a constante de ligagdo de acordo com o valor de T (PATGAR et al., 2016). Em

seguida, o valor de AG pode ser calculado através da equagéo:
AG = AH - TAS equacao (4)

Os dados de AG informam se a interacdo macromolecular proteina-ligante ocorre de
forma espontanea ou ndo e, desta forma, quando AG < 0 o processo ¢ espontaneo, enquanto
que AG > 0 o processo ndo € espontaneo (CHAVES et al., 2015).

A partir dos dados de AH e AS pode-se inferir sobre o modo de ligagdo envolvido no
processo de interagdo macromolécula-ligante e, de acordo com os resultados, pode-se
classificar em (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981): i) AH > 0 e AS > 0: preferencialmente
forgas hidrofébicas; ii) AH < 0 e AS < 0: forcas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio, e

iii) AH <0 e AS > 0: preferencialmente interacOes eletrostaticas.
1.4.6 Transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET)

A Transferéncia de Energia por Ressonancia de Forster (FRET) é um processo
mecéanico quéantico fundamentado na transferéncia de energia de um doador (fluoréforo) em
estado eletrdnico excitado para um receptor (cromoforo/fluoréforo) através de interacoes
dipolo-dipolo, sem emissdo de fotons (SAHOO, 2011). Este processo fotofisico é
frequentemente usado em ensaios experimentais que visam investigar a distancia entre as
moléculas e ocorre quando o espectro de emissdo de um fluor6foro (doador) sobrepbe-se ao
espectro de absor¢do de outra molécula (receptor) (LAKOWICZ, 2006) (Figura 5).

Figura 5 - (A) Representacdo genérica de um sistema com transferéncia de energia e (B)
Representacao grafica da transferéncia de energia entre um doador e aceptor.
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Fonte: SANTOS, 2015.
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A distancia entre o doador e receptor estd relacionada com a eficiéncia de
transferéncia de energia e, de acordo com a teoria de Foster, a eficiéncia da transferéncia de
energia de ressonancia depende principalmente dos seguintes fatores: (a) grau de sobreposicao
entre o espectro de emisséo de fluorescéncia do doador com espectro de absorgdo de aceptor,
(b) orientagdo adequada do dipolo de transicdo do doador/aceptor e, (c) a distancia entre o
doador/aceptor deve estar no intervalo de 2-8 nm (SAHOO, 2011).

De acordo com a teoria do FRET, a transferéncia de energia esta relacionada ndo s6 a
distancia entre o aceptor e doador, como também a distancia critica de Forster para
transferéncia de energia (Ro) (BAI et al., 2016):

F RS

E=1-—_-=

= equacédo (5
F RO+ quagao (5)

Ro é a distancia critica de Forster quando a eficiéncia de transferéncia de energia é
50% doador/aceptor e r é a distancia entre o doador e o receptor. O valor de Ro° é expresso

através da equacdo abaixo (BAI et al., 2016):
R.=8.79x10%K’n*®J equagcéo (6)

Pelo qual ® é o rendimento quéantico de fluorescéncia do doador, n o indice de
refragdo do meio, K? é o fator de orientacéo espacial do dipolo e J é a integral de sobreposicdo
entre o espectro de emisséo de fluorescéncia do doador e o espectro de absorgdo do aceptor
(WANG et al., 2011). O valor de J pode ser calculado pela formula a seguir (BAI et al.,
2016):

. ij(j)g(x)ﬂdx
j F(4)dy

0

equacao (7)

Uma vez que as proteinas podem conter fluoréforos intrinsecos, tais como o triptofano
e tirosina, pode-se aplicar diretamente o ensaio de FRET com o objetivo de determinar a

distancia entre uma proteina e um determinado ligante (SAHOO, 2011).
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1.4.7 Andlise por fluorescéncia sincronizada

A fluorescéncia sincronizada é utilizada para monitorar o microambiente e mudangas
conformacionais nos residuos de triptofano (Trp) e tirosina (Tir) na proteina apds o processo
de interacdo. Para esta avaliagdo, mantem-se constante o intervalo entre o comprimento de
onda de emissdo e excitacdo (AL = Xem - Aex) € a partir desta diferenca é possivel obter
informagdes acerca dos residuos em estudo (CHAKRABORTY; LEDWANI, 2016).

Através da fluorescéncia sincronizada é possivel monitorar o processo de interagdo
com os residuos de triptofano e tirosina separadamente. Para tanto, mantem-se constante o AL
em fungdo do comprimento de onda de excitagdo (Aex), Ssendo AL = 60 nm para
monitoramento de forma seletiva dos residuos de Trp e, de forma andloga, quando se utiliza
AX =15 nm, o residuo de Tir é monitorado. Além disto, este ensaio € capaz de identificar
mudancas de polaridade no microambiente destes residuos de aminoéacidos em fungdo do
processo de interacdo (YUAN; WELJIE; VOGEL, 1998; CONGDON; MUTH;
SPLITTGERBER,1993).

Nesta avaliacdo, a constante de Stern-Volmer (Ks) € o principal pardmetro para
avaliar os resultados da fluorescéncia sincronizada. A partir de uma titulagdo com o ligante, o
residuo que apresentar maior Ks, € 0 que estd mais proximo da regido de interacdo (CHENG,
Z; LIU; JIANG, 2013).

Em ensaios de interagdo de ligantes com proteinas, tais como BSA e HSA, sabe-se que
quando ocorrem desvios do méaximo de emissdo, ap0Os interacdo, hd mudancas no
microambiente proximo a estes residuos. Desvio para o vermelho no espectro dos residuos de
Trp e Tir esté relacionado ao aumento da polaridade do microambiente devido a reducéo da
hidrofobicidade na estrutura da proteina, além de indicar que este ambiente estd mais
acessivel ao solvente. Em contraste, desvio para o azul indica a redugdo de polaridade deste
microambiente e, consequentemente, aumento da hidrofobicidade devido a mudangas
conformacionais na proteina (CHAKRABORTY; LEDWANI, 2016).

1.4.8 Andlise por Fluorescéncia tridimensional (fluorescéncia 3D)

A técnica de fluorescéncia tridimensional tornou-se uma técnica bastante empregada
nos ultimos anos por fornecer informacdes detalhadas sobre mudancas conformacionais da

proteina apds interacdo com determinado ligante. Como a fungdo proteica estd diretamente
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relacionada a sua estrutura, este tipo de avalicdo é util para identificar as regides de possiveis
mudangas estruturais (CHENG, Z; LIU; JIANG, 2013).

Neste estudo sdo obtidos trés picos de emissdo que traz subsidios para monitorar a
cadeia polipeptidica e os residuos de tirosina e triptofano. O primeiro pico é referente ao
espalhamento da radiacéo (efeito Rayleigh) em que se tem igualdade entre o comprimento de
onda de excitacdo e 0 de emissdo (hex = Aem). Os residuos de Trp e Tir sdo 0s responsaveis
pelo segundo pico (Aex/Aem = 285/340 nm). O terceiro pico se deve a cadeia polipeptidica
(hex/hem = 238/335 nm) devido as transicdes n—n da carbonila presente na ligagdo peptidica.
A partir de mudangas observadas nos picos do espectro em 3D é possivel identificar as
regibes que sofrem alteragBes na proteina. A partir da analise dos dados, caso indique
mudancas nos picos de fluorescéncia, é indicio que ocorre alteracfes conformacionais na
estrutura proteica devido a formagéo do complexo supramolecular. (SURYAWANSHI et al.,
2015).

1.4.9 Avaliacdo de sitios de ligacdo e grau de hidrofobicidade da BSA por ensaios de
competicdo

1.4.9.1 Avaliacdo de sitios de ligagdo na BSA

A estrutura tridimensional da albumina possui sitios de ligagdo com diferentes
especificidades, sendo os mais importantes o sitio | (ou sitio | de Sudlow) e sitio Il (ou sitio Il
de Sudlow) (ZHANG et al., 2012). O sitio | também é denominado de sitio de ligacdo da
varfarina, esta localizado no subdominio IlA, enquanto que o sitio 1l de ligagdo € denominado
sitio de ligacdo indol/benzodiazepina e esté localizado no subdominio I1IA (CHAVES et al.,
2015).

A varfarina e o ibuprofeno sdo marcadores tipicos ja bem estabelecidos na literatura
por ligarem-se seletivamente ao sitio | e o sitio Il, respectivamente (NI; SU; KOKOT, 2006).
Estes dois ligantes séo utilizados em estudos de competicdo, sendo empregados como
marcadores dos principais sitios das albuminas. A investigacdo em qual sitio preferencial um
novo ligante interage com a proteina para formar o complexo proteina/ligante € investigado a
partir da reducdo da intensidade de fluorescéncia e da constante de ligagdo do complexo
proteina/marcador na presenca do novo ligante (ZHANG et al., 2013). A redugdo da constante
de ligacdo do complexo proteina/marcador, por exemplo, infere que houve deslocamento do
equilibrio para formar o complexo proteina/ligante e, desta forma, marcador e ligante

competem pelo mesmo sitio de ligaco, classificando-se, assim, o sitio preferencial de ligacdo
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na proteina. A Figura 6 ilustra o deslocamento do marcador (M) na presenca do ligante (L),

ambos competindo pelo mesmo sitio.

Figura 6 - llustragdo do mecanismo de competi¢cdo entre marcador (M) e ligante (L) pelo mesmo
sitio ativo na proteina. O deslocamento do equilibrio de ligagdo proteina/marcador
reduz o valor da constante de ligagdo deste sistema.

Sitio de ligacio

Proteina Proteina Proteina

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Zsila (2013) afirma com base em dados néo publicados que, o marcador para o sitio I,
ibuprofeno, néo é seletivo apenas para este local, podendo, desta forma, ligar-se a um terceiro
sitio (subdominio IB), menos conhecido, presente nas albuminas. Além disso, em outra
publicacdo, o mesmo autor afirma que o isdmero (S)-ibuprofeno liga-se nos subdominios IHIA
e IB, porém esse composto ndo deslocou a biliverdina, um composto similar a bilirubina, que
também se liga ao sitio 1B. Enquanto que o isdmero do (R)-ibuprofeno liga-se somente ao
subdominio 1A (ZSILA, 2013b). Contudo, Sudlow, baseado em experimentos, afirma que o
ibuprofeno além de ligar-se ao subdominio Il1A, pode migrar para uma regido intermediéria
localizada entre os sitios IlA e IIB. Com isso, em estudos de competicdo é preferivel o
emprego do diazepam como marcador de sitio Il por ser mais seletivo e, desta forma, fornecer

um resultado mais representativo (ZSILA, 2013a).
1.4.9.2 Indice de hidrofobicidade em proteinas — emprego da sonda ANS

Outro ensaio monitorando a competicéo entre a sonda e um ligante para interagdo com
a BSA explora compostos pelos quais o rendimento quéantico de fluorescéncia e comprimento
de onda de emissdo maxima dependem da polaridade do ambiente proteico para avaliar a
natureza hidrofobica ou ndo polar das proteinas. Os tipos de sondas mais empregadas incluem
a classe do acido sulfénico aromético, sendo o principal representante a molécula anfifilica 1-
anilino-8-sulfonato (ANS), ou seu dimero, o bis-ANS. O ANS apresenta aumento do
rendimento quantico ap0s a ligacdo com porcdes hidrofébicas em membranas ou cavidades de

algumas proteinas (HALL, 1996). Além disso, por atuar como uma sonda hidrofébica, 0 ANS



29

é empregado para o estudo de alteracfes conformacionais em proteinas (CARDAMONE;
PURIT, 1992).

As interagdes hidrofobicas das proteinas possuem papel importante na definicdo da
conformacdo e mediacdo de interacBes proteina-proteina, por exemplo. Além disso, a
quantidade e tamanho relativo de sitios hidrofobicos na superficie da proteina pode
determinar a sua solubilidade e a propensdo de formar agregados sob condigBes fisiologicas
de pH, temperatura e forga ionica (CARDAMONE; PURIT, 1992). A figura abaixo representa
a estrutura da sonda ANS (Figura 7A) e ilustra 0 aumento da intensidade de fluorescéncia da

sonda ANS ao ligar-se a por¢@es hidrofébicas da proteina (Figura 7B).

Figura 7 - (A) Estrutura da sonda ANS e (B) Esquema da sonda ANS que fluoresce ao interagir
com regides hidrofébicas da proteina.
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hidrofobica
\ Sonda
N SO4
O‘ Proteina

Fonte: SANTOS, 2016.

Proteina

A identificacdo de sitios hidrofdbicos proporciona uma viséo estrutural modulada da
proteina a partir da formacdo do complexo supramolecular, desta forma é possivel uma
analise comparativa das regides hidrofobicas antes e depois da presenca do ligante e formacéo
do complexo.

As propriedades de ligacdo do ANS as proteinas podem ser investigadas por medicdo
da constante de dissociacdo aparente do complexo fluorescente proteina-ANS (Kq) €, a
intensidade de fluorescéncia maxima na concentragdo saturada de ANS (Fmax), esta
relacionada ao nimero de sitios hidrofobicos na superficie da proteina. O inverso da constante
de dissociacdo (1/Kg) significa a afinidade de ligagdo do ANS & proteina na auséncia e na
presencga do ligante. O ANS possui Aex = 380 nm e Aem= 470 nm (RANJBAR et al., 2013). O
indice de hidrofobicidade superficial (HSP) de proteinas na auséncia e na presenca do ligante

pode ser calculado atraves da equagdo (RANJBAR et al., 2013):
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F
HSP = —Mm&X___ equacao (8
[BSAIK, quagao (8)

1.4.10 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As técnicas anteriormente apresentadas possibilitam avaliar a formacdo do complexo
macromolécula-ligante monitorando as propriedades da proteina e, consequentemente, as
modificagbes ocorridas a partir do processo de interagdo com o ligante. Diferente destas
técnicas, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) possibilita monitorar o
processo de interacdo sob a perspectiva do ligante, ou seja, a partir da comparagdo dos
pardmetros dos espectros nos estados livre e ligado a macromolécula. Neste sentido, as
técnicas que monitoram o ligante ndo sdo limitadas pelo tamanho molecular da proteina e,
desta forma, possui grande aplicabilidade para analisar as interacdes proteina-ligante
(GOLDFLAM etal., 2011).

Entre as estratégias que permitem avaliar a interacdo proteina-ligante, a espectroscopia
de RMN é uma técnica poderosa e ja bem estabelecida no estudo de interacdes
intermoleculares (CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014), possibilitando a avaliagdo do
processo de interagdo com alta sensibilidade (VINOGRADOVA & QIN, 2012). Uma das
principais informacfes possiveis é 0 mapeamento do epitopo da macromolécula ou ligante
(CABRITA et al., 2011). O epitopo é a superficie de contato da macromolécula ou do ligante
envolvido no processo de interacdo e, pode ser determinado a partir dos hidrogénios
localizados na interface do processo de interagdo (FIGUEIREDO; MARSAIOLI, 2007).

O parametro mais comumente empregado na espectroscopia de RMN para o
mapeamento da regido de interacdo entre uma macromolécula e um ligante é o deslocamento
quimico (8) (CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014), o qual é definido como a diferenca entre
a localizagdo de um sinal de ressonancia com relacdo a uma referéncia, sendo dependente da
vizinhanga quimica da molécula (GONSALVES; MELO, 2007). E preferivel monitorar os
deslocamentos quimicos referente ao ligante em relacdo a macromolécula, pois o ligante
fornece espectros de RMN mais simplificados e resolvidos (FIGUEIREDO; MARSAIOLI,
2007).

Neste sentido, 0 mapeamento do epitopo do ligante € determinado a partir de uma
analise comparativa entre os deslocamentos quimicos do ligante livre com os deslocamentos
quimicos do ligante apds a interagdo com a proteina (GONSALVES; MELO, 2007). Caso

haja deslocamento no sinal de ressonancia do ligante livre em comparagéo ao do sinal de
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ressonancia do ligante contendo a proteina, é indicativo da regido do ligante que interage com
a proteina (MEYER; PETERS, 2003).

A densidade eletronica, eletronegatividade e aromaticidade estdo entre os fatores que
afetam os deslocamentos quimicos. A interagdo proteina-ligante ou proteina-peptideo, por
exemplo, muda o deslocamento quimico na porcdo de interacdo em ambas as moléculas
participantes do processo. Ou seja, o0 sinal de ressonancia da regido molecular que néo
participa da ligacdo ndo tem o deslocamento quimico alterado, exceto quando afetado por
rearranjos conformacionais (DOWNING, 2004). Assim, alteragdes nos deslocamentos
quimicos podem ser utilizadas como critério para identificar o epitopo do ligante e descrever a

regido do ligante envolvida na interagdo com a macromolécula (BRONOWSKA, 2011).
1.4.11 Auvaliacdo in vitro do efeito prejudicial dos COA(V) a funcionalidade de proteinas
1.4.11.1 Ensaio de fibrilacdo de proteinas

Muitas proteinas sofrem agregacéo e formacéao de fibrilas amiloides sob as condi¢des
biofisicas especificas (DEY et al., 2015) e, sdo definidas como agregados protéicos filiformes
com estruturas secundérias de folhas-f (PRADHAN et al., 2015). O processo de fibrilacdo
estd associado a etiologia de uma variedade de doengas, tais como doencas
neurodegenerativas (doengas de Alzheimer, Parkinson e Huntington), diabetes tipo II,
amiloidose sistémica (VUS et al., 2014), dentre outras. Acredita-se que 0 passo chave na
formacdo de fibrilas amiloides é a desestabilizacdo dos estados nativo das proteinas
influenciado por concentracdo salina, temperatura, pH e aditivos, tais como: nanoparticulas,
ions metélicos, compostos toxicos, dentre outros (ZAMAN et al., 2014).

Vérias técnicas tém sido descritas na literatura para o estudo de formacédo de fibrilas
amiloide (Figura 8A), incluindo espectroscopia de fluorescéncia molecular, microscopia
eletrénica de varredura, microscopia de forca atdmica, dicroismo circular, RMN, dentre
outras. Dentre estas técnicas, a espectroscopia de fluorescéncia é a mais empregada devido a
sua simplicidade e a existéncia de sondas sensiveis para a deteccéo de amiloides, pelo qual se
destaca a tioflavina T (ThT) (Figura 8B), sendo esta a mais empregada (PRADHAN et al.,
2015). Estas sondas moleculares sdo sensiveis a um meio hidrofébico e, assim, a sua emissao
torna-se intensa apos a ligacdo com a regido hidrofdbica folha-f 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 depdsitos amiloides em amostras por intenso aumento na intensidade da
fluorescéncia na presenca das fibrilas (BIANCALANAA,; KOIDEC, 2010).

Figura 8 - (A) Representacdo de fibrilas de amiloide da proteina HET-s fungo Podospora
anserina, (B) Estrutura quimica da ThT, (C) Gréafico da intensidade de
fluorescéncia antes e apds a ligacdo da ThT com as fibrilas amildides e (D)
Microscopia de imagem de fibrilas do tecido de glucagon ramificada coradas com

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

Os espectros de fluorescéncia da ThT tempo-dependente possibiltam obter
informacdes sobre a cinética de formacao de amiloides. A equacdo 9 abaixo pode ser utilizada
para calcular os pardmetros da cinética de formAgao de fibrilas amildides (JUAREZ, 2009):

F=F” +AFeXp(-[kspt]n) equacéo (9)

Pelo qual F, F*, e AF sdo: intensidade de fluorescéncia no tempo t, intensidade de
fluorescéncia final e a amplitude de fluorescéncia, respectivamente. Ky, € a constante de
velocidade espontanea de formacdo da fibrila e, o valor de n menor do que 1 esta relacionado
com a existéncia de mdltiplos eventos para a formagio de amiloide (JUAREZ, 2009). A
intensidade de fluorescéncia da ThT é medida empregando Ae= 440 nm e Xem= 485 nm na
presenca da fibrila (WANG, 2010).
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1.4.11.2 Avaliagéo da atividade da fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas relativamente inespecificas sendo
responsavel em catalisar a hidrélise de varios fosfomonoésteres em meio alcalino liberando,
desta forma, fosfato inorganico em sistemas bioldgicos. Além disso, apesar da funcéo
metabdlica enzimatica ndo ser totalmente esclarecida, parece estar associada com o transporte
de lipidios no intestino e com processos de calcificacdo 6ssea (MOTTA, 2009).

Esta enzima é amplamente distribuida, estando presente em diversos organismos,
desde animais até bactérias (HUNG & CHANG, 2001). Além disso, esta presente
notadamente na mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tdbulos renais, baco, 0ssos
(osteoblastos) e placenta (MOTTA, 2009). As fosfatases sdo enzimas que necessitam de trés
fons em seu sitio catalitico, isto é, dois ions zinco e um magnésio, para exercer sua atividade
enzimatica (MILLAN, 2006). A fosfatase alcalina possui atividade enzimatica 6tima na faixa
de pH entre 9-10 (OBAYASHI; 1INO; NOJI, 2015). A atividade da fosfatase alcalina no soro
de um adulto normal deve-se predominantemente de origens hepéticas e 6sseas (MOTTA,
2009).

Com relagéo a inibicdo da fosfatase alcalina existem diferentes substancias que atuam
diminuindo ou até mesmo extinguindo a atividade enziméatica. O primeiro efeito pode
acontecer em caso de estado patoldgico e, desta forma, existem farmacos que atuam inibindo
a acdo enzimatica. Porém, este efeito é negativo na homeostasia fazendo com que o inibidor
possa atuar de maneira toxica ao organismo (SHIRAZI; BEECHEY; BUTTERWORTH,
1981). Juntamente com o levamisol, teofilina, fosfato, vanadato e cloreto de zinco, o arseniato
¢ um inibidor classico da fosfatase alcalina (SIMAO et al., 2007). A sua inibigio enzimatica
eficaz acontece por competicdo e, quimicamente, deve-se a semelhanga com o fosfato
(GETTINS & COLEMAN, 1984). Por serem do mesmo grupo da tabela periddica o arsénio e
o fosforo compartilham propriedades quimicas similares, o que possibilita ao arseniato
substituir o fosfato em diversas reacdes bioquimicas (ROSEN; AJEES; MCDERMOTT,
2011). A inibicdo enziméatica pelo arseniato deve-se a sua ligagdo a hidroxila da cadeia lateral
do residuo de serina no sitio ativo (SHEN et al., 2013).

E possivel monitorar a atividade enzimatica da fosfatase alcalina através do emprego
de diversos tipos de sondas. Dentre as sondas fluorogénicas existentes, uma das mais
empregadas € o 4-metilunbeliferil fosfato (4-MUP) que, na presenca da enzima e sob
condigdes apropriadas, hidrolisa o 4-MUP em 4-metilunbeliferona (4-MU) e fosfato

inorgénico (Pi). O 4-MU é um composto que possui fluorescéncia intrinseca (Aex = 372 nm e
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Xem = 445 nm) (OBAYASHI; 1INO; NOJI, 2015). A Figura 9 apresenta a hidrolise do

composto 4-MUP na presenca da enzima fosfatase alcalina.

Figura 9 - Hidrolise da sonda 4-MUP na presenca da enzima fosfatase alcalina gerando como
produto o fluoréforo 4-MU e monohidrogenofosfato (HPO,*) em pH 9-10.

+ OH + HPOZ

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Desta forma, a sonda 4-MUP pode ser empregada para a analise da atividade catalitica
da fosfatase alcalina na presenca de um ativador ou inibidor enzimético, por exemplo. Neste
sentido, é possivel esclarecer o comportamento de um determinado composto na atividade
enzimatica da fosfatase alcalina in vitro (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015).

1.5 Interagdo de proteinas com espécies de arsénio

A ligagdo de arsénio inorgénico a biomoléculas é considerada um dos seus principais
mecanismos toxicos por estar associado aos riscos carcinogénicos dos arsenicais em seres
humanos (REHMANA et al., 2012). A ligagdo do arsénio as proteinas celulares proporciona
uma explicacdo pertinente para 0 modo de como as espécies de arsénio provocam efeitos
prejudiciais a satde, uma vez que a ligacdo destas espécies a uma proteina pode alterar a
conformacéo proteica e, consequentemente, inibir sua fungdo (CHEN et al., 2015). Acredita-
se que o arseniato inorganico (HAsO,%), que é um analogo molecular do fosfato (HPO4?),
pode competir por transportadores de anions de fosfato e substitui-lo em rea¢des bioquimicas.
Por exemplo, a geracéo de adenosina-5'-trifosfato (ATP) durante a fosforilagcdo oxidativa pode
ser inibida pela substitui¢éo de fosfato pelo arseniato (CHEN et al., 2015).

J4 a toxicidade para espécies de arsénio trivalente deve-se a sua alta afinidade aos
grupos tidis e, desta forma, pode ligar-se a residuos de cisteina presentes em peptideos e
proteinas. Interessante que, além de esclarecer o mecanismo de toxicidade, o estudo da
interacdo de proteinas com arsenicais possibilita o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas aplicando compostos de arsénio como farmacos (SHEN et al., 2013), tal como o
tratamento da sifilis e tripanossomiase africana (doenca do sono) com o Salvarsan®

(arsfenamina) e o tratamento de leucemia promielocitica aguda com triéxido de arsénio
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(As203) (CHEN et al., 2015). J4 foi relatada de forma qualitativa a ligacdo de espécies de
arsénio a diversas proteinas, tais como Albuminas do Soro Humano (HSA) e Bovino (BSA)
(SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015), hemoglobina, tubulina, actina, entre
outras (SHEN et al., 2013).

Com relagéo a estudos de interagdo envolvendo avaliagdo de arsenicais, na literatura
foi investigado os efeitos da complexacéo do tridxido de arsénio (As,O3), farmaco empregado
para o tratamento de anemia promielocitica aguda, a8 BSA e HSA empregando técnicas
espectroscopicas. Os resultados demonstraram interagdo do As;O3 com ambas proteinas e 0s
valores de K, foram de 1,07x10* mol L e 1,27x10* mol L™* para HSA e BSA,
respectivamente (SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015).

1.6 Compostos organicos de arsénio(V) - COA(V)

O uso de arsenicais € muito antigo, alcancando 400 a.C., sendo relatado por
Hipdcrates, Aristoteles, Dioscorides e Plinio. A popularidade como agente de envenenamento
na ldade Média deve-se a varias caracteristicas, englobando uma aparéncia inofensiva,
insipidez (ou sabor levemente adocicado), podendo ser facilmente misturados a alimentos, de
facil obtencdo e possui evolucdo insidiosa de doengas infecciosas. Contudo, a atencdo da
comunidade medica para o estudo da acdo toxica dos arsenicais sO aconteceu quando foi
empregado como agente suicida. Apesar de seu uso ser controverso entre a comunidade
cientifica, 0 emprego como agente terapéutico alcangou o auge no final do século 19, sendo
empregado no tratamento de diversos tipos de doencas, tais como: dermatoses (psoriase,
eczemas, acne, leishmaniose, sifilis, dentre outros), tonicos, fortificante e analgésico. Todavia,
a primeira observacdo sobre uma possivel acdo cancerigena so foi descrita em 1822, sendo
relatados varios casos de acdo carcinogénica devido uso de arsenicais (GONTHO;
BITTENCOURT, 2005). A partir de entdo, o uso de arsénio tornou-se restrito e, por possuir
acdo menos toxica que o arsénio inorganico, atualmente as formas mais empregadas em
diversas areas inddstrias sdo organicas (GORBY, 1988).

Além do emprego de organoarsenicais como pesticidas e inseticidas na industria
agricola desde o inicio do seculo 20, medicamentos a base de organoarsénicos pentavalentes
tem sido empregado amplamente na avicultura como aditivos em ragdes no tratamento ou
prevencdo de doencas parasitérias, tais como coccideos, para promog¢ao do crescimento mais
répido e melhorar a pigmentagdo da carne (DONGMEI, 2011). Em menor proporcao, estes

medicamentos também séo utilizados na alimentacdo de perus e porcos (KAZI, 2013). O
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composto que possui maior destaque é o roxarsone (acido 3-nitro-4-hidroxifenilarsdnico), 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 niveis tipicos de roxarsone como aditivo adicionado a
alimentag&o aviéria é entre 20-50 g t* (LIU, 2014).

Figura 10 - Via metabolica de transformacao do roxarsone a AHBA (3-amino-4-hidroxibenzeno
arsenato) por microorganismos e, em seguida, acetarsone por fontes animais e

humanas.
ﬁ 0
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017 - Adaptado de BAYSE, 2013.

O arsénio existe na forma inorganica e organica em diferentes estados de oxidagéo (-3,
0, +3, +5) (HUGHES, 2002). Sabe-se que tal como a biodisponibilidade, os efeitos
fisioldgicos/toxicoldgicos dos arsenicais dependem da forma quimica e do estado de oxidacéo
(HUGHES, 2002) e, tem-se que o As(l1l) e As(V) sdo as espécies mais tdxicas, enquanto que
arsenobetaina e arsenocolina sdo as menos tdxicas (BARRA, 2000). A dose letal para
diferentes espécies de arsénio esta representada na Tabela 1.

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

de arsénio.
Espécie DLgo (mg As / kg)
Triéxido de arsénio (As,O3) 26
Arseniato (HzAsO,) 22
Arsenito (HAsO,) 8
Acido monometilarsénico(V) (CHzASO(OH)) 916
Acido dimetilarsénico(V) ((CHs),AsO(OH)) 648
Oxido de trimetilarsénico (CHs)3As0)) 5500
Arsenobetaina (CsH1AsOy) > 4260
Roxarsone 263

Fonte: HUGHES, 2014; WILSON, 2002.

O motivo para o emprego de organoarsenicais é decorrente da reducdo da taxa de
mortalidade em frangos devido & regulagdo de genes associados com a imunidade (WARIS,
2016). Porém, elevadas concentracfes de arsénio tem sido detectada na gordura corporal,

tecidos, figado, 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), ja
foram detectadas concentragdes de arsénio em redes de fast food que utilizam produtos
avicolas em seus produtos alimentares, tais como hamburguer, sanduiche, frango empanado,

dentre outros (Figura 11).

Figura 11 - Concentra¢des média de arsenicais em produtos avicolas 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 relacdo a legislacdo do Brasil, consoante com o Art. 1° da portaria n® 31, de 29
de janeiro de 2002 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), sdo
proibidas a utilizacdo de medicamentos a base de arsenicais como alimentos para animais. De
acordo com dados fornecidos pela Food and Drugs Administration (FDA), a utilizagdo 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 paises como China (1.357 bilhGes de habitantes) (LIU, 2014), india (1.252
bilhdes de habitantes) (WANG; WANG; CHEN, 2016) e Paquistdo (KAZI, 2013), ainda
continuam a empregar tais aditivos de organoarsénicos na avicultura. Vale ressaltar que estes
dois primeiros paises, China e india, perfazem aproximadamente 36% da populagdo mundial
de acordo com o Fundo de Populacgéo das Nag¢des Unidas (FNUAP).

Atualmente, toda a aten¢do no emprego dos organoarsenicais na avicultura é destinado

aos impactos ambientais (SINGHA et al., 2015) e, consequentemente, suas implicagdes na
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salde humana (MANGALGIRIA; ADAKA; BLANEY, 2015). Na literatura o foco dos
trabalhos visa prover métodos que possibilite a determinacdo tanto dos organoarsenicais
quanto dos seus produtos de metabolismo/degradacdo em sistemas ambientais, tais como
solos (LIU et al., 2015), &4gua (DAUS et al., 2008), plantagcdes (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). Ja foi relatado
que, 0S organoarsenicais uma vez presentes no ambiente podem ser transformados em &cido
dimetilarsinico (DMA), &cido monometilarsdnico (MMA) e até nas suas formas mais toxicas,
0 arsénio inorganico (As(l1l) ou As(V)) (SINGHA et al., 2015). Estas ultimas espécies ndo
sd0 apenas mais toxicas como também mais moveis no ambiente, representando uma ameaca

para a qualidade do solo e da 4gua subterranea (ABEDIN et al., 2002).

1.7 Justificativa

Medicamentos a base de arsénio, especialmente o roxarsone, vém sendo empregado na
indUstria aviaria como aditivo por décadas para o tratamento de doencas parasitarias,
crescimento mais rapido e melhoramento da pigmentagdo da carne em frangos (DONGMEL,
2011). J4 foi descrito na literatura a presencga de elevadas concentragdes de arsénio na carne
de aves alimentadas com organoarsenicais(V) e deteccdo em produtos alimenticios em redes
de fast food (Institute for Agriculture and Trade Policy). Além do mais, diferentes espécies de
arsénio tém sido detectadas no ambiente pelo emprego do esterco do frango na agricultura
(L1U, 2014).

Apesar das espécies organicas de arsénio(V) terem sido consideradas “seguras” para o
uso em animais (MANGALGIRIA; ADAKA; BLANEY, 2015), até pouco tempo nao era
possivel afirmar precisamente quais seus efeitos & salde humana. A literatura relatava apenas
que ingestdo prolongada, mesmo que em baixas concentragdes de arsénio, poderia causar
efeitos toxicos graves aos seres Vivos, tais como: teratogénicos, neurotoxicidade,
carcinogénicos, dentre outros (LIU, 2014). Contudo, trabalhos mais recentes tem esplanado
pardmetros relacionados a toxicidade, interacbes com biomoléculas e outros efeitos no
organismo, possibilitando esclarecer o comportamento dos compostos de arsénio(V) em
sistemas bioldgicos e cobaias (BAYSE et al.,, 2013). Neste sentido, j& foram revelados
potencial angiogénico em células endoteliais adrtica humana por roxarsone (BASU et al.,
2008), genotoxicidade em sistema celular por roxarsone (ZHANG et al., 2012), acdo tumoral

(bexiga, rim, figado e glandula tiredide) por acido cacodilico em ratos (YAMAMOTO et al.,
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1995), neurotoxicidade (degeneragéo da bainha de mielina e axdnio) em porcos por roxarsone
(JOMOVA et al., 2011), dentre outros.

Neste sentido, o presente estudo visa avaliar a interacdo dos COA(V) com a proteina
carreadora BSA e, compreender o0s processos (bio)quimicos envolvidos no sistema proteina-
ligante, uma vez que presente no organismo humano, tais compostos podem induzir dano
funcional das respostas bioldgicas através da interagdo com proteinas. Além disso, serdo

avaliados os possiveis efeitos danosos empregando sistemas proteicos in vitro.



40

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a interacdo entre a albumina do soro bovino (BSA) com compostos organicos de

arsénio(V), roxarsone e acetarsone, por técnicas espectroscopicas.

2.2 Especificos

a) Avaliar o quenching de fluorescéncia (Ksy), constante de ligacdo (Kp) e o
namero de sitios de ligacdo do complexo formado (n) por espectroscopia de

fluorescéncia;

b) Determinar os pardmetros termodinamicos e a natureza das forcas envolvidas

na interacdo BSA-ligante;

c) Confirmar a formagdo do complexo proteina-ligante e o tipo de quenching

envolvido no processo de interacgdo;

d) Avaliar a influéncia da forga idnica no processo de interagcdo para ambos 0s
ligantes RX e AC;

e) Avaliar mudangas estruturais na proteina antes e depois da formagdo do
complexo supramolecular empregando o0 ensaio de fluorescéncia

tridimensional;

f) Avaliar o microambiente dos fluoréforos intrinsecos da BSA (triptofano e

tirosina) a partir da formagao do complexo proteina-ligante;

g) Avaliar as mudancas na hidrofobicidade da superficie da BSA a partir da

interagdo com RX e AC;

h) Determinar os sitios preferenciais de interacdo dos ligantes RX e a AC na BSA

por ensaio de competigao;

i) Determinar os possiveis competidores no processo de interacdo da BSA com os

ligantes;
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j) Determinar as distancias intermoleculares no sistema proteina-ligante por
FRET;

k) Avaliar o deslocamento quimico para as moléculas RX e AC na interacdo com
a BSA por RMN de 'H;

I) Avaliar o processo de fibrilicdo proteica da BSA ap6s a interacdo com 0s
ligantes RX e AC;

m) Monitorar a inbicéo e cinética da atividade da fosfatase alcalina.
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3 EXPERIMENTAL
3.1  Reagentes e preparo das solugdes

Os reagentes empregados nos ensaios possuiam grau analitico de pureza. Para o
preparo das solugdes utilizou-se 4gua ultrapura através de um sistema de purificacdo Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, USA) com resistividade especifica de 18,2 MQcm.

O tamp&o empregado nos ensaios foi Tris.HCI ((HOCH,);sCNH,, Sigma) 50 mmol L™
com ajuste da forca iénica para 100 mmol L™ de NaCl (Synth), solubilizando o sistema com
4gua ultrapura. O pH foi ajustado para 7,4 com HCI 1 mol L™ e armazenado em um frasco a
temperatura 5 °C (WANG et al., 2016). Para os ensaios de interagdo, a solucéo estoque dos
ligantes roxarsone (7,60 mmol L™) e acetarsone (7,27 mmol L™) foi solubilizada em
dimetilsulféxido (DMSO, (CH1)[1SO, Sigma) e, em seguida, foram armazenadas em frascos
ambar sob temperaura ambiente (25 °C). A solugdo estoque da Albumina do Soro Bovino
(Bovine serum albumin, BSA, Sigma) possuia a concentracdo de 40 pmol L™ e foi
solubilizada tamp&o Tris.HCI 50 mmol L™ pH = 7,4, contendo NaCl 100 mmol L™ para ajuste
da forca ionica.

Para o0 ensaio de competidores foram empregados: bicarbonato de potassio (KHCOs,
Merk), acetato de magnésio (Mg(CH;COOQ),, Merk), fosfato de potassio tribasico (KsPOs,,
Vetec), D-glicose (CsH1206, Merk), cloreto de célcio (CaCl,, Vetec), cloreto de ferro(lll)
(FeCls, Sigma), acetato de cobre(ll) monohidratado (Cu(CH3;COO),.H,O, Merk), acetato de
zinco(ll) dihidratado (Zn(CHsCOO),.2H,0), &cido oleico (C1sH340,, Vetec) e acido linoleico
(C1gH320,, Vetec). Preparou-se a solucdo estoque do HCO3', Mg(ll), HPO,*, 4cido oleico e
linoleico a 200 pmol L™. Para glicose, Ca(ll), Fe(ll1), Cu(ll) e Zn(ll) preparou-se a solugio
estoque a 100 umol L. As solugdes estoques de todos os competidores foram preparadas em
tampéo Tris.HCI 50 mmol L™ pH 7,4.

No ensaio de competicdo pelo sitio de ligagdo, prepararam-se solucdes a 200 pmol L™
para os marcadores diazepam (C16H13CIN2O, Pharma nostra), ibuprofeno (C13H1s02, Ciel) e
varfarina (C19H1604, Sigma). Os marcadores diazepan e o ibuprofeno foram solubilizados em
etanol, enquanto que para a varfarina utilizou-se acetona.

Para as avaliagfes do indice de hidrofobicidade e competicéo pela ligagdo na proteina
na presenca e auséncia dos ligantes empregou-se uma solucéo estoque de 100 pmol L™ da
sonda acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS, CisH13NO3S.NHs, Sigma) em tampéao 50
mmol L™ Tris.HCI pH 7 4.
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Nos ensaios de RMN 'H foi utilizado tampéo fosfato 10 mM pH 7,4 em &gua
deuterada (D,0, Sigma). A solugdo estoque da BSA 0,1 mmol L™ foi preparada em tampéo
fosfato. Enquanto que a solucéo estoque dos ligantes RX e AC a 8,8 mmol L™ foi preparada
em 10% (v/v) de DMSO-ds e tampéo fosfato 10 mmol L™ a pH 7,4. Empregou-se o de
trimetilsililpropionato de sédio (TMSP, Cambridge Isotope Laboratories) a 2,5 mmol L™ em
99,9% de &gua deuterada como padréo interno.

Para o ensaio de fibrilacdo foram preparadas solugdes estoques de arseniato de sédio
dibasico (Na;HAsO,.7H,0, Merk) 800 umol L™ e tioflavina T (C17H10CiN,S, Sigma) 20 pumol
Lt (GUAN; ZHANG; WANG, 2014). Para solubilizar o arseniato de sédio dibasico utilizou-
se 4gua ultrapura, e para a tioflavina T tamp&o Tris.HCI pH 7,4.

Para 0 ensaio de inibicio enzimética da fosfatase alcalina empregou-se 10 mmol L™ de
tampdo Tris.HCI pH 9,5 para o preparo de todas as solucdes. Para a analise utilizou-se a
fosfatase alcalina presente no soro humano com a concentracio de 296 U L™ (empregando a
sonda colorimétrica p-nitrofenilfosfato) e, ap6s a diluicdo em tampédo Tris.HCI, a
concentracéo final foi de 14,8 U L™. As solucdes estoques dos cofatores foram de 5 mmol L™
de Zn(ll) (ZnCl,, Sigma) e 20 mmol L™ de Mg(ll) (MgCl,, Sigma) e, para a sonda 4-
metilumbelliferil fosfato (4-MUP, Sigma) preparou-se uma estoque de 40 pmol L™. No ensaio
de inibicdo enzimética foi empregado o carbonato de sodio anidro (Na,COs, Vetec) na
concentracéo final de 0,1 mol L™ (OBAYASHI; IINO; NOJI, 2015). As solucdes estoques dos
inibidores foram de 0,5 mmol L™ do RX, AC e arseniato de sédio dibasico (NazHASO,,
Vetec).

Para a avaliacdo da cinética enzimética também se empregou tampdo Tris.HCI 10
mmol L™* em pH 9,5 para o preparo de todas as solucdes. Apds a diluicio do soro, a
concentracéo final da fosfatase alcalina foi de 7,4 U L™. As solucBes estoques dos cofatores e
da sonda foram as mesmas empregadas no ensaio de inibicdo enzimatica. As concentracdes
dos inibidores RX e do arseniato de sédio dibésico foram de 100 pmol L™ e 10 pmol L™,

respectivamente.
3.2  Equipamentos utilizados

Com relacdo as medidas espectrofluorimétricas empregou-se um espectrofluorimetro
Shimadzu RF (modelo 5301PC, Jap&o) com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho Gptico
e espectrofluorimetro com leitor de microplacas (EnSpire®™ Perkin Elmer, Alemanha)

equipado com lampada de xendnio, empregando microplacas de 96 pogos. As medidas
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espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro de varredura com feixe duplo
Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de
caminho dptico. As medidas de pH foram realizadas através de um eletrodo combinado de
vidro associado ao potenciémetro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes
foram medidas em balanca analitica eletrdnica Gehaka (AG 200, Brasil) com preciséo de 0,1
mg. Nos estudos de Ressonancia Magética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) empregou-se um
espectrometro de RMN Bruker 400 (B, =9,4 T), operando a 400,35 MHz para *H e equipado
com sondas de 5,0 mm para deteccdo indireta, realizado no Laboratério de pesquisa em

Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear no Instituto de Quimica e Biotecnologia

(1QB).
3.3 Procedimentos
3.3.1 Espectros de fluorescéncia no estado estacionario

Neste estudo foi realizado a titulagio espectrofluorimétrica da BSA (2 umol L™) frente
aos ligantes RX e AC (0-350 pumol L™). A partir dos espectros de fluorescéncia no estado
estacionario foi possivel obter os seguintes parametros relacionados ao sistema: a constante de
Stern-Volmer (Ksy), relacionado ao quenching de fluorescéncia e a constante de ligacéo (Kp)
relativo ao processo de interagdo proteina-ligante. Para tanto se empregou Aex= 280 nm e Aex~
340 nm relacionado a fluorescéncia intrinseca da proteina BSA. O slit utilizado em todos os
experimentos foi de 10 nm e 1,5 nm para excitacdo e emissdo, respectivamente (ARIGA et al,
2015).

3.3.2 Parémetros termodindmicos e natureza das forcas de ligacdo macromolécula-ligante

Para o estudo dos pardmetros termodinamicos foram realizadas nas temperaturas 22,
30 e 38°C. A analise foi realizada com a titulacéo do ligante em concentracdes crecentes (0-
350 pmol L™) e a concentracdo da proteina foi mantida fixa (2 pmol L™), sendo o sistema

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

3.3.3 Interacéo proteina-ligante empregando fluorescéncia e UV-vis

Para os estudos de emprgando espectroscopia de UV-vis empregou-se 5 pmol L-1 da
BSA e 25 pmol L-1 para os ligantes ambos em tamp&o 50 mmol L™ Tris.HCI pH 7,4. Os
espectros foram obtidos em modulo de absorvancia, sendo as medigdes realizadas de Os

espectros foram obtidos em médulo de absorvéncia (SHI et al, 2016).
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3.3.4 Fluorescéncia 3D

Para este estudo a concentracdo da proteina manteve-se fixa de 2 pmol L™ e para o
ligante foi empregado um excesso de 20 vezes (40 pmol L), sendo pH 7,4. As medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes condigdes: Aex= 220 a 320 nm (variando
de 5 em 5 nm), Aem= 270 a 450 nm, abertura da fenda de excitagdo de 3 nm e emisséo de 5 nm
(ARIGA et al, 2015).

3.3.5 Fluorescéncia sincronizada

As medidas fluorimetricas moleculares foram realizadas na presenca e na auséncia dos
ligantes roxarsone e acetarsone, sendo a concentragdo empregada na faixa de 0 a 350 pmol L’
! enquanto que a concentracdo da proteina foi mantiva fixa (2 pmol L™"). As condicBes das
medidas espectrofluorimétricas utilizadas para monitorar os residuos de triptofano foram de
Aex= 220 nm e Aem= 280 a 450 nm (estabelecendo AA= 60 nm) com abertura da fenda de
excitacdo de 5 nm e emissdo em 3 nm e, para os residuos de tirosina foram de A= 265 nm e
Aem= 280 a 450 nm (estabelecendo AA= 15 nm), com abertura da fenda de excitagdo e emisséo
igual a5 nm (KAUSHIK; SWEETY; ARORA, 2016).

3.3.6 Avaliacdo de regides hidrofébicas da proteina — sonda ANS

Para avaliar possiveis mudancas na hidrofobicidade da superficie da proteinaa partir
da interagdo com os ligantes foram realizados dois tipos de teste: no primeiro, manteve-se a
concentragdo da proteina (2 pmol L™) e da sonda ANS (4 umol L™) fixas, titulando
concentragdes crescentes do ligante (0-350 pumol L™), empregou-se Ae,= 280 nm ¢ Aen= 380
nm. Este ensaio monitora se o ligante interage em regides hidrofobicas da proteina (WANG et
al., 2008). J& para o segundo, manteve-se a concentracéo da proteina (2 pmol L™) e do ligante
(40 umol L) fixos, variando-se a concentracdo da sonda ANS (0-50 pmol L™). Para o
segundo ensaio empregou-se Aex= 380 nm e Ae= 471 nm. Este ensaio permite determinar o
indice de hidrofobicidade da proteina na presenca e auséncia dos ligantes nm (RANJBAR et
al., 2013).

3.3.7 Estudo de competicdo dos sitios de ligacdo

Para o estudo de competi¢cdo pelos dois sitios principais de ligagdo na proteina foram

empregados os marcadores: varfarina (marcador do sitio 1) e ibruprofeno e diazepam
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(marcadores do sitio Il). Para a avaliagdo do sitio preferencial de ligacdo de cada ligante foi
realizado uma titulagdo espectrofluorimétrica dos ligantes (0-350 pmol L") na prensenca da
proteina com cada marcador, ambos na mesma concentragdo de 2 pmol L™ (ZHANG et al.,
2013).

3.3.8 Estudo de competicéo

Nos estudos de competicdo as proporgbes empregadas entre proteina e competidor
foram de acordo com as condigdes fisiologicas. Foram avaliados os seguintes competidores:
HCOs, Mg(ll), HPO.?, glicose, Ca(ll), Fe (111), Cu(ll), Zn(l1), &cido oléico e lonoléico. A
concentracdo da proteina foi fixada em 2 pmol L™, sendo o estudo realizado na auséncia e na
presenca de concentracdo crescentes dos ligantes (0-350 pumol L). A analise dos dados foi
realizada a partir dos calculos das constantes na auséncia e na presenga dos ions

competidores.
3.3.9 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

Para a avaliagdo da distancia entre fluor6foro e o quencher foram realizadas medidas
de fluorescéncia molecular da proteina e do sistema proteina-ligante e a absor¢do molecular
dos ligantes. Para tanto, foram mantidas as proporc¢des da concentragdo da proteina BSA e dos
ligantes de 1:1 e 1:2, sendo a concentracdo empregada de 1x10™ mol L™ e para o excesso de 2
vezes do ligante de 2x10®° mol L™ (CHENG; JIANG; LIU, 2013).

3.3.10 Interagéo proteina-ligante por RMN *H

Os estudos de interagio empregando a espectroscopia de RMN 'H foram avaliados
através da variacdo dos deslocamentos quimicos (8) dos ligantes RX e AC na auséncia e na
presenca da BSA. As amostras foram preparadas com adi¢do da BSA, para os ligantes RX e
AC (1 mmol L™, 10 uL de TMSP em 99,9% de 4gua deuterada a 2,5 mmol L™ como padréo
interno e, por fim, completadas com tamp#o fosfato 10 mmol L™ para um volume final de 600
uL (CABRITA et al., 2011).

3.3.11 Awvaliagdo da cinetica de fibrilagdo protéica

Para a avaliagdo de cinética de fibrilagdo protéica, empregou-se como modelo de

proteina a BSA (43,6 umol L) na presenca e auséncia dos ligantes RX, AC e As(V) (150
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umol L), empregando como sonda para a deteccéo de fibrilas amiloides a tioflavina T (ThT,
20 umol L. As soluces foram incubadas & 65 °C durante 78 horas, sendo retiradas aliquotas
de 10 pL do sistema a cada 3 horas e adicionados 1000 pL de ThT e anélise em utilizando Aex
=442 nm e Aem = 488 nm (GUAN; ZHANG; WANG, 2014).

3.3.12 Avaliagéo da inibicdo da fosfatase alcalina

A avaliagdo da inibigio da atividade enzimatica seguiu-se com a adigéo de 14,8 U L™
da fosfatase alcalina, 1 mmol L™ de MgCl, e 50 pmol L™ de ZnCl, como cofatores e 10 pmol
L™ da sonda 4-MUP. As analises foram realizadas nas concentragdes de 1 pmol L™, 10 pmol
L™ e 100 pmol L™ para os ligantes RX, AC e arseniato (controle positivo). Por fim,
adicionou-se volume suficiente de tamp&o 50 mmol L™ Tris.HCI & pH 9,5 para perfazer o
volume final de 2 mL. Esperou-se aproximadamente 20 min, empregando como Ae=364 nm e
Xem=364 nm para analise das amostras (IQBAL, 2011).

3.3.13 Auvaliagdo cinética de inibicdo da fosfatase alcalina

Para a avaliagdo da cinética de inibicdo da fosfatase alcalina empregou-se 7,4 U L™ da
enzima, 1 mmol L™ de MgCl, e 50 umol L™ de ZnCl, como cofatores, 10 umol L™ da sonda
4-MUP, 10 pmol L™ para os ligantes RX e arseniato, respectivamente, e perfazendo o volume
de 2 mL com tamp&o 50 mmol L™ Tris.HCI & pH 9,5. As soluges estoques das amostras da
sonda 4-MUP foi armazenada em frasco &mbar & 20 °C e a do soro foi armazenada em um
tubo falcon a 5°C. As analises foram avaliadas a partir do tempo 0 min até durante 60 min,

empregando como Ae=364 nm e A.m=364 nm para analise das amostras (IQBAL, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Quenching de fluorescéncia e a natureza das forcas envolvidas no processo de

interagdo macromolécula-ligante

Supressdo de fluorescéncia (quenching) refere-se a qualquer processo que diminua a
intensidade de fluorescéncia de um fluor6foro. Uma variedade de processos moleculares pode
resultar em quenching, incluindo reagfes do estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formagdo do complexo no estado fundamental, colisdes, dentre
outros (YU et al., 2014).

As medigdes de fluorescéncia de macromoléculas podem fornecer informagdes do
processo de interacdo em relacdo ao ligante (quencher) e proteinas (fluoréforo) a nivel
molecular. A fluorescéncia intrinseca da proteina é atribuida aos residuos de Trp, Tir e
fenilalanina. Porém a fenilalanina tem um baixo rendimento quéntico e a fluorescéncia de Tir
é quase desativada quando esta ionizada ou proxima a um residuo de triptofano, grupamento
amino ou carboxilo. Desta forma, o residuo de Trp é maior responsavel pela emissdo de
fluorescéncia da proteina (JANG et al., 2009).

A avaliagdo da interacdo da BSA-ligante foi realizada simulando condicGes
fisioldgicas de pH e forca idnica numa titulacdo da proteina em que se adicionou incrementos
dos ligantes (0-350 pumol L™). A Figura 12 demonstra os espectros de emissdo da BSA na
presenca dos ligantes RX e AC.

Figura 12 - (A) Espectro de fluorescéncia da BSA (2 pmol L™) com adic&o de incrementos de RX
(0-350 umol L™); (B) Curva linear para calculo de Stern-Volmer no processo de
guenching; (C) Curva para determinacdo da constante de ligacdo. Condigdes: pH
7,4a30°C.
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Tanto a intensidade como a posigdo do espectro de emissdo de fluorescéncia séo
sensiveis a alteracbes no ambiente do fluor6foro e, consequentemente, & estrutura proteica
(CELEJ; MONTICH; FIDELIO, 2003). A BSA apresentou maximo de emissao em 342 nm,
quando excitada em 280 nm. Em consonancia com as Figura 12, observa-se que a intensidade
do sinal diminuiu @ medida que houve aumento da concentragdo dos ligantes, indicando que
houve formacdo de um complexo ndo fluorescente da BSA com ambos o0s compostos
(SURYAWANSHI et al., 2016).

A titulagdo com RX apresentou deslocamento do maximo de emissdo de 342 nm para
336 nm. Este deslocamento para o azul indica que o microambiente ao redor do croméforo
presente na proteina tornou-se mais hidrofébico apds a interagdo (SURYAWANSHI et al.,
2016). De forma contraria, a interacdo da BSA com AC resultou num deslocamento para o
vermelho indicando mudanca para um ambiente hidrofilico (WANG et al., 2008). Além disso,
considerando que a reducdo de fluorescéncia utilizando o RX foi mais efetiva em relagéo ao
AC, isto indica que a interacdo BSA-RX € maior que BSA-AC. Estes resultados demonstram
que tanto RX quanto AC causam mudangas na estrutura da proteina.

A partir dos espectros da titulagdo da BSA é possivel obter informagfes quantitativas
relacionadas ao processo de interacdo, tais como constante de Stern-Volmer (Ksy), que €
relacionado ao processo de quenching de fluorescéncia obtido através da Equagdo (1). A
constante de ligacdo (Kp), que indica a intensidade de interacéo entre a proteina com cada um
dos ligantes, calculada através da Equacdo (2) e a estequiometria proteina-ligante dada por n
(YUetal., 2014).

O processo de quenching de fluorescéncia nos estudos de interagcdo pode ser
classificado em dinamico, resultante de encontros colisionais entre o fluoréforo e o quencher;
ou estatico, quando resulta na formacdo de um complexo no estado fundamental entre o
fluoréforo e quencher. O mecanismo de quenching pode ser evidenciado pela sua
dependéncia a variagdo de temperatura, por exemplo (SURYAWANSHI et al., 2016). Neste
ambito, o valor de Ksy foi calculado em trés temperaturas diferentes (22, 30 e 38°C) com o
objetivo de elucidar o mecanismo de quenching envolvido no processo de interacdo da BSA
com os ligantes RX e AC. Os valores de Ksy em fungdo da temperatura estdo expressos na
Tabela 2.



Tabela 2 - Parametros termodinamicos e de ligacdo referentes a interacédo da BSA e os ligantes RX e AC. Condic6es: pH 7,4.

Parametros de ligagdo Parametros termodinamicos
Ligante T (°C) Ksv Ky AH AS AG

(10*L mol™) ' (10°L molY) ' : (mol) (K mol? (kJ mol™)

22 (295 K) 1,73+0,01 0,9928 5,01+0,02 0,9406 1,00 -12,31

RX 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

22 (295 K) 1,71+0,03 0,9562 1,34+0,01 0,9772 1,26 -155,80

AC 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, o0 mecanismo preferencial de interagdo da
macromolécula com os compostos RX e AC foi por quenching estatico, uma vez que com 0
aumento da temperatura ocorreu reducdo nos valores de Ksy e, desta forma, diminuiu a
estabilidade do complexo no estado fundamental (VEERALAKSHMI et al., 2014). Os
parametros termodinamicos, tais como a energia livre de Gibbs (AG), entalpia (AH) e entropia
(AS) do sistema em estudo, sd0 importantes para interpretar o modo de ligacéo e formagéo do
complexo supramolecular (YU et al., 2014).

Para ambos os ligantes, RX e AC, o processo de interacdo com a BSA foi espontaneo,
uma vez que o valor de AG foi negativo. Com relagdo ao modo de ligacdo, a interacdo da
BSA e RX apresentou AH < 0 e AS > 0 e, consequentemente, as forgas envolvidas no
complexo BSA-RX foram preferencialmente eletrostaticas. Quimicamente, este resultado esta
associado a espécie predominante de RX no meio, justificando por que a interagdo da BSA
ocorre preferencialmente por forgas eletrostaticas. Em meio fisiol6gico simulado (pH =7,4 e
0,1 mol L™*HCI), a espécie preponderante no meio apresenta duas cargas negativas (HRX?).
A distribuicdo das espécies de RX esta representada na Figura 13 na forma molecular (Figura
13A1) e gréfica (Figura 13A2).
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Figura 13 - Em (A) estao representados o equlibrio acido-base das espécies de RX (Al) e grafico de distribuicdo de espécies de RX (A2). Em (B) estao
representados o equlibrio acido-base das espécies de AC (B1) e o grafico de distribuicdo de espécies de AC (A2).
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A interagdo BSA-AC apresentou AH < 0 e AS < 0 e, neste caso, as forgas que atuam
neste processo séo, preferencialmente, ligacbes de hidrogénio e forgas de Van der Waals
(XIAO et al., 2007). Em meio fisiolégico simulado a espécie H,AC™ é a predominante no
meio e, desta forma, é possivel acontecer preferencialmente ligagces do tipo forcas de Van
der waals e ligagOes de hidrogénio, associados aos grupamentos hidroxilas. A distribuicdo das
espécies de AC esta representada na Figura 13 na forma molecular (Figura 13B1) e gréfica
(Figura 13B2).

Com relagéo ao grau de interacdo entre a BSA e os compotos RX e AC, calculados a
partir da equagdo (2), ambos foram classificados como interacdo do tipo moderada
(LEHNINGER; NELSON, 2000) uma vez que os valores para Ky foram de 4,27+0,01x10° e
0,2740,01x10° L mol™* para RX e AC, respectivamente. Como pode ser visto, RX apresentou
um valor de Ky superior ao AC, o principal fator para este resultado esté nas forgas que atuam
na interagdo, para o RX sdo forgas eletrostaticas e, esta ligacdo é mais forte que interagdo de
Van der Waals e ligagBes de hidrogénio. Outro fator que pode estar relacionado é o AC ser
produto do metabolismo bioldgico do RX e, desta forma, ser um dos produtos de excrecéo,
uma vez que quanto maior a cadeia carbdnica do composto, menos toxico tende a ser espécie
de arsénio (HUGHES, 2002). O valor de K, para compostos estruturalmente semelhantes
também apresentaram interagio moderada, tais como o ibuprofeno (1,4x10° mol L") (HAGE;
TERENCE; WAINER, 1995) e o 4cido acetilsalicilico (1,5x10* mol L™) na interacdo com
BSA (NAFISI; SADEGHIC; YABA, 2011). Estudos similares foi realizado investigando a
interacdo do tri6xido de arsénio com as albuminas BSA (Kx=1,27x10* mol L) e HSA
(Kp=1,07x10* mol L") (SHOOSHTARYA; BEHTASHA; NAFISI, 2015) e roxarsone com
4cido hamico (K variou de 0,45-7,76x10° L mol™) (ZHU et al., 2014). A estequiometria
proteina-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 formagéo do complexo investigou-se a cinética
de equilibrio para a formacdo do complexo logo ap6s a adig¢do do ligante no sistema durante 1
h. As medigdes foram realizadas no intervalo de 5 em 5 minutos. A partir da Figura 14 ndo se
observa variagdo nos valores de Fo/F, sendo a formagdo do complexo imediata e mantendo-se

estivel logo apds a adi¢do de ambos os ligantes RX e AC no meio.



54

Figura 14 - Cinética reacional de forma¢do do complexo durante o periodo de 60 min.
Condigdes: pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

4.2  Avaliagdo do complexo proteina-ligante por espectroscopia de UV-vis

A espectroscopia de UV-vis é uma técnica simples e efetiva para confirmar alguns
resultados por fluorescéncia, como a formagéo do complexo (CHAKRABORTY; LEDWANI,
2016) e o tipo de quenching (MET]I et al., 2015).

A fim de avaliar a formag&o do complexo supramolecular na presenca de cada ligante,
foram realizados ensaios de UV-vis empregando a solucéo da proteina 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 méaximo de absor¢do em 276 nm, referente aos residuos de
aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina pelas transicdes t—n nesta regiéo
(CHAVES et al., 2015). A evidéncia de formagdo do complexo supramolecular BSA-ligante
deve-se ao efeito hipercrdmico ap6s adicdo de cada ligante ao sistema. Outro fato que
comprova a formagao do complexo é atraves da avaliagdo do espectro resultante da diferenca
((BSA+L)-L) entre o espectro de absorvancia do complexo (BSA+L) e absorvancia do ligante
(L: RX ou AC), como o espetro resultante ndo foi sobreponivel ao espectro da BSA, indica

que ha formacéo do complexo supramolecular.
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Figura 15 - Espectros de absorcdo de UV-vis para: (A) BSA (5 pmol L™), RX (25 pmol L™),
complexo BSA+RX e a diferenca dos espectros (BSA+RX) - RX e, (B) BSA (5 pmol
L™, AC (25 pmol L), complexo BSA+AC e a diferenca dos espectros (BSA+AC) -
AC. Condicoes: pH 7,4 a 30°C.
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Considerando que o espectro de absor¢do dos ligantes é alterado em seu estado
fundamental, pois ndo ha sobreposicdo dos espectros apés a interagdo, confirma o mecanismo
por quenching estatico. Uma vez que o mecanismo por quenching dindmico seria plausivel
caso ndo houvesse alteracdo na subtracdo 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 interacdo por quenching estatico para a interacdo da BSA com a

droga antitumor, ftalocianina de zinco(ll).
4.3  Avaliagdo da forca idnica no processo de interagéo

A avaliacdo da concentragdo salina do meio auxilia a esclarecer a natureza das
ligacOes envolvidas no processo de interagdo, uma vez que a forca idnica afeta diretamente
ligacbes do tipo eletrostaticas entre o ligante e a proteina (OTZEN, 2002). O processo de
interacdo com os ligantes RX e AC foi avaliado na auséncia e na presenca de vérias

concentragdes de NaCl (0-150 mmol L™Y).



56

Figura 16 - Avaliacdo do efeito do NaCl (0-150 mmol L™) no processo de interacdo para os
sistemas BSA-RX e BSA-AC em pH 7,4 a 30°C.
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A partir dos resultados (Figura 16) é possivel observar que houve reducdo do Ky a
medida que a concentragdo de NaCl aumentava para formagdo do complexo BSA-RX,
desfavorecendo o processo de interacdo para este sistema. Como ja evidenciado, 0 modo de
ligacdo preferencial para o sistema BSA-RX envolve forcas eletrostaticas e, quanto maior a
forga idnica do meio maior a separacdo de cargas das moléculas envolvidas no processo de
interacdo BSA e RX, dificultando a formagéo do complexo. Vale ressaltar que, apesar da BSA
(pl= 4,6) apresentar carga negativa global nas condi¢des avaliadas (pH=7,4), a formacéo do
complexo supramolecular ocorre em uma regido especifica da proteina e, desta forma, a
atracdo eletrostatica ocorre entre as cargas negativas do ligante RX com os residuos de
aminodcidos 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 reducdo do Kp a partir da interacdo da isoflavona
genisteina com HSA.

Em contraste, para o sistema BSA-AC, apo6s a adi¢do do primeiro incremento de NaCl
(25 mmol L), houve aumento da Ky, Neste caso, o ajuste da forca iénica deve ter tornado a
estrutura da BSA mais compacta e, desta forma, o ligante pode ter se deslocado para regides
mais internas da proteina, favorecendo o processo de interacdo BSA-AC (KADI et al., 2006),

uma vez que as forgas envolvidas no processo sdo do tipo ligagdes de hidrogénio e forcas de
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Van der Waals, como ja mencionado. Para os demais incrementos o valor de Ky torna-se
praticamente constante, inferindo que para os demais ajustes da forga i6nica ndo houve

implicacdo no processo de interagéo.
4.4 Investigacdo das mudancas conformacionais na estrutura da BSA
4.4.1 Fluorescéncia tridimensional

A ligacdo de moléculas a proteina pode induzir mudancas conformacionais pelo fato
das forgas intramoleculares envolvidas na manuntencdo da estrutura secundaria ser alteradas
(KANDAGA et al., 2006). As alteragdes conformacionais na estrutura da proteina podem ser
investigadas a partir das mudancas caracteristicas das bandas de emissdo referentes a cadeia
polipeptidica e dos residuos de triptofano e tirosina através da fluorescéncia tridimensional. A
figura 17A apresenta o espectro de fluorescéncia tridimensional da BSA, pelo qual se observa
trés picos: (1) espalhamento Rayleigh (Aex = Aem), associado ao espalhamento inelastico de
radiacdo; (2) referente a banda de emissdo dos residuos de Trp e Tir (Aex = 285 nm) e, (3)
intensidade de fluorescéncia relacionada & cadeia polipeptidica da BSA (Aex = 238 nm)
(CHATURVEDI et al., 2014). A Figura 17B e 17C expressa os gréficos da fluorescéncia 3D
par os sistemas BSA+RX e BSA+AC, respecticamente.

As mudancas observadas na estrutura da proteina a partir do processo de interacdo
podem ser mensuradas através da analise comparativa do perfil do espectro de emissdo
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 emissdo tridimensional do
sistema BSA+RX reduziram em 31 e 82%, respectivamente, em comparagdo ao espectro de
emissdo da BSA. Enquanto que no sistema BSA+AC os picos 2 e 3 apresentaram 23 e 65% de
reducédo da intensidade de emisséo.

Esta redugdo para ambos os picos 2 e 3, infere que houve tanto alteracdo no
microambiente de residuos de triptofano e tirosina quanto na estrutura da cadeia polipeptidica
na BSA, respectivamente (TIAN et al., 2015). Desta forma, o processo de interagéo revela
mudancas na estrutura terciaria da BSA com ambos os ligantes RX e AC. Ainda com relago
a Tabela 3, a variagdo do deslocamento Stokes dos picos de emissdo da BSA a partir da
adicdo de cada ligante esti associada a mudancas da polaridade na regido em torno dos
residuos de amino&cidos Tir e Trp ou na conformacéo global da proteina (ZHANG; ZOU,

LIU, 2012). Resultado similar foi encontrado por Ariga e colaboladores (2015) em que foi
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observado reducéo dos picos 2 e 3 a partir do processo de interagdo entre o anti-histaminico

de segunda geracdo cloridrato de epinastina com a BSA.



59

Figura 17 - Gréfico da fluorescéncia tridimencional para BSA (2 pmol L™) (A), BSA+RX (40 pmol L™) (B) e (C) BSA+AC (40 pmol L). Condicdes:
pH 7,4 a 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Tabela 3 - Dados de fluorescéncia tridimensional para os sistemas BSA, BSA+RX e BSA+AC.

BSA (2umol L™ BSA (2 pmol L' + RX (40 umol L™ BSA (2 uM) + AC (40 pmol L™
Pico Posicédo Stokes Intensidade de Posicédo Stokes Intensidade de Posicdo Stokes Intensidade de
Aex/Aem AX (nm) Fluorescéncia Aex/Mem AX (nm) Fluorescéncia Aex/Mem AX (nm) Fluorescéncia
1 (Efeito Rayleigh) Aex=Aem 0 - Aex=Aem 0 - Aex=Aem 0 -
2 (Trp e Tir) 278/341 63 585 (100,0%) 285/340 94 414 (31%) 278/337 59 453 (23%)
3 (Cadeia 230340 449 230 (100,0%) | 238/338 98 135 (82%) | 2341348 114 80 (65%)
polipeptidica)

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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4.4.2 Fluorencéncia sincronizada

A fluorescencéncia sincronizada fornece informages sobre mudangas no
microambiente ao redor dos residuos de aminoacido, Tir e Trp, apés interacdo com o ligante.
As caracteristicas dos espectros destes residuos podem ser vistas quando o intervalo entre o
comprimento de onda de excitacdo e emissdo (AL) for de 15 e 60 nm, respectivamente (YU et
al., 2014). Através das avaliacdes de Ksv e de possiveis mudangas no maximo de emisséo que
correspondem as alteracBes de polaridade em torno destes fluordforos, pode-se estabelecer
qual dos residuos esta mais préximo da regido de interacdo (ZHANG; ZOU; LIU, 2012).

A Figura 18 demonstra que é possivel ter uma separacdo espectral para os residuos de
Tir e Trp quando se aplica A= 15 ¢ 60 nm (Figura 18A) e os espectros dos residuos de Tir
(Figura 18B) e Trp (Figura 18C) na presenga de incrementos de RX (0-350 pumol 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 maximo de emissdo da BSA na presenca de ambos 0s
ligantes, indicando aumento da polaridade do microambiente dos residuos de aminoacidos e
mudancas na conformagdo da BSA (LIU et al., 2012). Para a interagdo BSA-AC, ambos os
residuos apresentaram 4 nm de deslocamento para o vermelho e, desta forma, este dado ndo
permite inferir qual dos residuos tem seu ambiente mais afetado na presencga do ligante AC.
Porém, na interacdo BSA-RX, o residuo de Trp apresentou deslocamento de 4 nm e Tir de 2
nm, ambos para o vermelho, indicando que o microambiente do residuo de Trp torna-se mais
polar e mais exposto as moléculas de solvente durante o processo de ligacdo ao comparado
com o residuo de Tir.

A constante de Stern-Volmer € o pardmetro quantitativo que indica qual dos residuos
possui seu ambiente mais afetado partir do processo de interagdo. De acordo com os valores
expressos na Tabela 4, o valor de Ky, para o sistema BSA-RX é maior para o residuo Trp
(3,23x10* L mol™), inferindo que este residuo influencia mais no processo de interacdo em
comparagdo ao residuo de Tir. Com relacéo ao sistema BSA-AC, o residuo de Tir apresentou
maior Ky, (1,09x10* L mol™) e, de maneira analoga, pode-se afimar que este residuo sofre
maior influencia no processo de interacéo e pode estar mais proximo ao sitio de ligacdo BSA-
AC. Resultado similar foi observado por Naik e colaboradores (2014) em que se mudancgas na
conformacédo das albuminas BSA e HSA e o microambiente ao redor dos residuos de Trp e
Tir torna-se menos hidrofobico e mais exposto as moléculas de solvente durante o processo de

interacdo com hidroxiureéia.
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Figura 18 - (A) Espectro de emisséo sincronizado para os residuos de tirosina (AL = 15 nm) e
triptofano (AL = 60 nm) da BSA livre. Titulacdo empregando fluorescéncia
sincronizada para os residuos de: (B) Tir e (C) Trp, com adicdo de incrementos de
RX (0-350 pmol L™). Condigdes: pH 7,4 & 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Tabela 4 - Valores de KSV relativos a titulagéo por fluorescéncia sincronizada para a interacao
BSA com os ligantes RX e AC). Condigdes: pH 7,4 a 30°C.

AN=15 AN=60
Ligantes gy (x10%) mol L ; Deslocamento Ksv (x10%) mol L° ) Deslocamento
! max ! max
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.
45  Determinacdo do indice de hidrofobicidade protéico — emprego da sonda ANS

O emprego da sonda ANS (&cido8-anilino-1-naftaleno-sulfonato) permite esclarecer
possiveis mudangas na hidrofobicidade da superficie protéica a partir da formacdo do
complexo da BSA com os ligantes RX e AC. Esta sonda hidrofobica possui baixo rendimento
quantico, porém ao ligar-se em regides apolares da proteina tem sua intensidade de
fluorescéncia aumentada (RANJBAR et al., 2013).

As propriedades de ligacdo do ANS & BSA podem ser investigadas mensurando a
constante de dissociagdo aparente de fluorescéncia do complexo BSA-ANS (Kgy) e pela
intensidade de fluorescéncia méxima (Fmax) na concentracdo de ANS suficiente para saturacdo
dos sitios da BSA. Este ensaio baseia-se na titulagdo da BSA com incrementos de ANS (0 -50
uM) em sistemas contendo a proteina na presenca e auséncia dos ligantes. Neste modelo, é
necessario a determinacdo da [ANS]iwe, para tanto se faz um grafico da intensidade de
fluorescéncia (F) em fungdo da [ANS]ita (Cans) na condicional da [ANS]mxima = [BSA].
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Desta relacéo linear, se estabelece a seguinte equacdo: F = BCans, onde B € o coeficiente de
proporcionalidade entre intensidade de fluorescéncia e Cans. A [ANS]iigado fOi entéo avaliada
a partir da formula: [ANS]iigado = F/B, sendo a [ANS];iwre Obtida a partir da diferenca entre a
[ANS]iotai € [ANS]iigado- Com isso, 0s valores de Kq e Frax foram obtidos a partir do inverso do
coeficiente angular da relagdo F vs F/[ANS]iive € em funcdo da saturagdo da BSA com ANS
(ZHANG; HU; PAN, 2014). Estes dois parametros podem fornecer informagdes sobre as
diferencas nas propriedades de ligacdo do ANS & BSA na presenca e auséncia dos ligantes RX
e AC. Por conseguinte, o indice de hidrofobicidade da proteina (PSH) foi obtido empregando
a equacdo (8). E possivel observar na Figura 19A e Figura 19B reducéo da afinidade da sonda
ANS & regibes hidrofébicas na superficie da BSA devido a formagdo do complexo
supramolecular a partir da titulagdo da BSA com os ligantes RX e AC, respectivamente. Este
resultado indica que ambos os ligantes modificaram a superficie da BSA (Tabela 5).

A interacdo da ANS-BSA com RX apresentou aumento de Ky (19%) e diminuigéo de
PSH em relacéo a interacdo BSA-AC. Isto esta associado ao fato do RX possuir maior Ky, e
com isso, maior afinidade para interacdo com a proteina, o que reduz a afinidade da ligacdo
ANS-BSA refletida no aumento do valor de Ky (46,6%). A diminuicdo de PSH (61,3%)
ocasionada pelo RX na BSA esta associada & mudanca de carga na superficie da BSA o que

dificulta a interacdo ANS-BSA e reduz as regides hidrofobicas da BSA.

Figura 19 - Espectro de fluorescéncia do complexo ANS-BSA com adicdo dos ligantes (A) RX e
(B) AC, sendo ANS (2 umol L), BSA (2 pmol L™), RX e AC (0-350 pmol L™Y). (C)
Perfil da ligagio do ANS (0-50 pmol L™) a BSA (2 umol L™) na auséncia presenca
dos ligantes RX e AC. Condigdes: pH 7,4 e 30°C.
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Tabela 5 - Valores de Ky Fmax/[BSA] e PSH para os sistemas BSA+ANS, BSA+ANS+RX e

BSA+ANS+AC.
Sistemas Ky Fmad/[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 Ky (46,60%) na presencga
do RX apontando que a magnitude de ligagdo ANS-BSA é menor quando o ligante esta
presente. Isto sugere que houve diminuicéo das regides hidrofdbicas na presenca de RX. Com
relagdo ao valor de PSH, este diminuiu (61,30%) devido a formagdo do complexo BSA-RX
indicando que houve um desfavorecimento de porcdes hidrofdbicas na superficie da BSA. Em
contraste, na presenga do ligante AC no sistema BSA-ANS o valor de Ky diminuiu (19%),
sugerindo que a presenga do ligante promove uma maior interagdo entre o0 ANS e a BSA e,
desta forma, aumento de regifes hidrofébicas na superficie protéica. Ademais, o valor de PSH
aumentou (50,10%) para o sistema contendo AC confirmando o aumento da hidrofobicidade
da superficie protéica decorrente a formagao do complexo supramolecular.

Além disso, estes resultados corroboram com a titulacdo da sonda ANS (0-50 pumol L
1) no sistema contendo BSA e o ligante (Figura 19C), uma vez que o complexo BSA-RX
evidenciou maior mudancas na hidrofobicidade da superficie da proteina, em comparacdo ao
complexo BSA-AC.

4.6  Avaliagdo do sitio de ligacao preferencial na BSA

Os principais locais de ligagdo na BSA sdo denominados sitio | e o sitio Il e estdo
localizados nos subdominios 1A e IlIA, respectivamente. Com o objetivo de investigar o sitio
preferencial de ligac&o para os ligantes RX e AC foram realizados estudos de competicdo com
os marcadores: varfarina (Figura 20A) (ligagdo ao sitio 1) e ibuprofeno (Figura 20B) (ligacéo
ao sitio 1) (ZHANG et al., 2013). Ademais, como o ibuprofeno pode-se ligar a outras regides
da BSA foi empregado outro marcador de maior seletividade para o sitio Il, o diazepam
(Figura 20C) (ZSILA, 2013).
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Figura 20 - Estrutura quimica dos marcadores (A) varfarina, (B) ibruprofeno e (C) diazepam na
condicao fisiologica de pH (7,4).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

ligantes RX e AC houve reducdo dos valores de K, nos sistemas que continham os
marcadores ibuprofeno e diazepam, devido o deslocamento desses na presenca de ambos 0s
ligantes. Desta forma, o sitio preferencial de ligacéo para os ligantes RX e AC foi o sitio II.
Além disso, na presenca de varfarina os ligantes RX e AC apresentam aumento nos valores
Kp, provavelmente em funcdo de alteracBes induzidas pela varfarina ao ligar-se no sitio Il
Uddin e colaboradores (2004) obtiveram o mesmo sitio preferencial de ligacdo (sitio Il) para a
avaliacdo da interagdo do As(lIl) com a BSA.

Figura 21 - Avaliagéo do sitio de ligacdo na BSA (2 pmol L™) a paritr da razio dos valores de K,
em na auséncia e presenca dos marcadores (2 pmol L) varfarina, ibruprofeno e
diazepam para os ligantes (A) RX e (B) AC.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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4.7  Avaliagdo de competidores no processo de interacgéo dos ligantes RX e AC

Diversos tipos de espécies estdo presentes no sangue humano possuindo a capacidade
de ligar-se a proteinas e, desta forma, afetar a ligacdo de compostos & BSA (WANG et al.,
2008). Para investigar o efeito dos fons no processo de interagdo dos ligantes RX e AC com a
BSA, foram selecionadas dez espécies dentre as mais abundantes no plasma e comparados
seus valores de K, com o sistema BSA-RX e BSA-AC na auséncia e presenca destas espéecies
(Tabela 6). Ressaltando que para a analise a razdo da concentragdo entre a BSA e os

competidores nas condigdes fisioldgicas foi empregada como critério.

Tabela 6 - Espécies presentes no plasma e soro humano.

Concentracédo

- Concentracdo no Proporcéo N
Especie plasma/soro (mmol L) (rﬁ(:ﬁ;?dfl) [competidor]/[HSA] Referéncia
HSA 0,53-0,83 0,70 -
Glicose 3,88-5,50 5,00 7,6
Ca(ll) 2,15-2,50 2,45 3,5 BISHOP; FODEY;
Mg(ll) 0,63-1,00 0,70 1,0 SCHOEFF, 2005.
H,PO,/HPO,* 0,87 -1,45 0,70 1,0
Fe(ll1)” 0,65 - 1,70 1,05 1,5
(™ 0,013-0,014 0,35 0,5
cu(ll)”™ 0.037— 0,044 035 05 KOBAYAGSHI et al., 2006.
'Acido oleico 1,28-3,21 2,80 4,0 GLASER et al., 2010;
Acido linoleico 2,56 — 4,92 3,50 5,0 ALMEIDA et al., 2002;
HCO; 21-30 24 3,4 MOTTA, 2009

“Concentracao de ferro total.
“"Espécies com faixa de concentragdo menor que 0,07 mmol L™ a proporcéo adotada (competidor/HSA) foi de

0,5:1ou 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 interagéo para os sistemas BSA-RX e BSA-AC,
devido a razéo das constantes (Ky(competidor)/Ky(BSA)) ser maior que a unidade. De acordo
com trabalho desenvolvido por Roy e colaboradores (2013), observou-se um efeito induzido
de ions metalicos sob a estrutura da BSA, aumentando a afinidade da genisteina com a BSA.
Uma das explicagbes para este fato pode ser devido as interacdes entre ions e residuos de
proteinas serem importantes para a estabilidade das mesmas, possuido implicacdes

importantes para suas fungdes bioldgicas (WU et al., 2008).
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Figura 22 - Efeito dos competidores entre a razdo dos valores de K, na auséncia e presenca dos
competidores para a interacdo da BSA com RX a AC. Condic¢des: pH 7,4 a 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

O sistema BSA-RX na presenca do competidor Ca(ll) apresentou reducéo do valor da
constante. Sabendo-se que o RX interage com a BSA por forcas elestrostaticas, as cargas
negativas deste ligante podem ser neutralizadas a partir da formagdo do complexo com o
Ca(ll) e, neste caso, a interagdo com a BSA é desfarorecida. O mesmo perfil ndo pode ser
observado para o sistema BSA-AC, uma vez que 0 processo de interagcdo acontece por
interacéo do tipo ligagGes de hidrogénio e forgas de Van der Waals. Neste caso, a presenga do
Ca(ll) pode induzir a mudancgas conformacionais na proteina favorecendo a interacdo da BSA
e AC.

Além disso, observa-se que houve aumento da constante de interagdo para o sistema
BSA-RX na presenca dos acidos linoléico e oléico. Este perfil pode repousar no fato da
ligacdo de &cidos graxos de cadeia longa a regides hidrofobicas da BSA induzir modificages
na estrutura tridimensional da proteina, tornando os residuos de aminoécidos de cadeia lateral
polar, em especial 0s com carga negativa, a se localizarem mais internamente. Desta forma, a
ligacdo do RX pode ser favorecida, uma vez que a carga global negativa da proteina pode
diminuir e a interacdo de RX com a BSA ocorre por forcas do tipo eletrostaticas (CURRY et

al., 1998). Ademais, no trabalho desenvolvido por Bhattacharyaa, Griine e Currya (2000), os
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autores observaram que as mudangas conformacionais nos dominios | e Il devem-se a
ligacOes de &cidos graxos nos subdominios 1A e llA. Este perfil pode também influenciar a
ligacdo de RX e, em menor grau, AC, pois ambos se ligam no sitio 1l da BSA que est4

localizado no subdominio I11A.
4.8  Transferéncia de Energia Ressonante de Foster - FRET

A transferéncia de energia ressonante de Foster (FRET) é frequentemente empregada
para calcular a distancia no local de ligacdo entre residuo de aminoécido (fluor6foro) da
proteina com a molécula de interesse e, depende das seguintes condicdes: (a) o doador pode
produzir fluorescéncia; (b) o espectro de absor¢cdo do receptor deve se sobrepor
suficientemente com o espectro de emisséo de fluorescéncia do doador e (c) a distancia entre
0 doador e o receptor deve ser inferior a 8 nm (CHENG; JIANG,; LIU, 2013).

A integral de sobreposicgdo (J) dos espectros de emissdo de fluorescéncia do doador e o
espectro de absorcdo do receptor (Figura 23), a eficiéncia de transferéncia de energia (E,
equacdo (5)), a distdncia critica de Foster (Ro, equacdo (6)) em que 50% da energia de
excitacdo é transferida para o aceptor e, a distancia entre o ligante e o triptofano da proteina
(ro, equacdo (6)) para os ligantes RX e AC estdo expressos na Tabela 7. De acordo com
WANG et al., os valores de K? (fator de orientagdo que esta diretamente relacionado com a
geometria do dipolo entre o doador e o aceptor é, igual a 2/3, para orientacdo aleatdria em
solucdo), n (indice de refracdo do meio é igual a 1,336) e @ (rendimento quéntico da proteina
é 0,15 para BSA) foram empregados para os caculos da interagéo dos ligantes RX e AC com a
BSA.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 7, houve transferéncia de energia
eficaz entre o residuo de triptofano da BSA para os ligantes RX e AC em ambas as
proporgdes empregadas, uma vez que o doador (BSA) e os ligantes estdo no intervalo de
distancia critica (GHOSH; RATHI; ARORA, 2016).

Tabela 7 - Valores de J, E, Ry e ro para a interacéo dos ligantes RX e AC nas razbes 1:1e 1:2 de
BSA:L (ligante).

i Razio J E R r
Ligante (L) BSAL)  w0Cemmolll) (%) (nm) (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 - Area de sobreposicio dos espectros de emissdo de fluorescéncia da BSA e o espectro
de absorgéo dos ligantes RX (A) e AC (B).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

4.9  Avaliagdo da interacio proteina-ligante por espectroscopia de RMN *H

Com o emprego da espectroscopia de RMN *H é possivel mensurar, em alguns casos,
a regido de interacéo do ligante na proteina a partir da variacdo de deslocamento quimico (Ad)
de cada hidrogénio apGs a interagdo do ligante com a proteina (CALA; GUILLIERE;
KRIMM, 2014). O assinalamento quimico dos hidrogénios dos ligantes RX e AC, expostos na
Tabela 8, estdo de acordo com Lloyd e colaboradores (2008).

De acordo com os resultados obtidos por RMN H, a partir da Tabela 8, observa-se
maior variagdo no deslocamento quimico dos hidrogénios do anel aromético ap0s interacdo da
macromolécula com o composto AC quando comparado ao RX. Isso € um indicativo de que,
0 composto AC interage em uma por¢do mais interna da proteina, possivelmente devido a
interag@o ocorrer por ligacdes de hidrogénio e forgas de van der Waals, como observado nos
ensaios por fluorescéncia molecular. Este perfil pode ser explicado, pois o grupamento amida
pode formar ligaces de hidrogénio com residuos de aminoacidos da cadeia lateral da BSA,
fazendo com o que os hidrogénios arométicos tenham seu ambiente quimico mais afetado pela
interacdo com a BSA. Apesar da interagdo por forga eletrostatica ser mais forte que as por
ligagBes de hidrogénio e forcas de van der Waals (GONZALEZ-RUIZ et al., 2011), é
provavel que a interagdo eletrostatica do RX com a BSA aconteca superficialmente e, desta

forma, o ambiente quimico dos hidrogénios da molécula RX ndo seja t&o afetado, justificando
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a menor variago no deslocamento quimico. Os espectros de RMN *H para os compostos RX

e AC estédo representados na Figura 24 e Figura 25, respectivamente.

Tabela 8 - Deslocamento quimico (6) RMN 'H (400 MHz) para os ligantes (L) RX e AC na
auséncia e presenca de diferentes concentracdes da BSA. a) L, b) L/BSA = 50, c)
L/BSA = 100, em tampéo fosfato (10 mmol L), pH 7,4.

Ligantes 8Ii/FIJBpSrI]A\ (proporcéo) A&
S a

L Hidrogénio L @L (b) 100 (© 50
2 8,19 8,311 8,313 8,312 -0,002

RX 5 7,31 7,617 7,619 7,618 -0,002
6 7,84 6,932 6,934 6,933 -0,002
2 - 7,823 7,828 7,838 -0,015

AC 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: 3 para RX em DMSO-ds por Lloyd e colaboradores (2008) / °A$ foi calculado baseado na diferenca entre §(L) e

(L/BSA = 50).

Figura 24 - Espectros de RMN 'H (400 MHz) para 1 mmol L™ do ligante RX na presenca de
BSA para RX/BSA=50 e RX/BSA=100.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.
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Figura 25 - Espectros de RMN *H (400 MHz) para 1 mmol L™ do ligante AC na presenca de
BSA para AC/BSA=50 e AC/BSA=100.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

4.10 Awvaliagdo in vitro do efeito prejudicial dos COA(V) a funcionalidade de proteinas
4.10.1 Avaliacdo da cinética de fibrilacdo na formacéo de fibrilas amiloides

A formacdo de fibrilas amildides estd relacionada com uma série de doengas
neurodegenerativas (doengas de Alzheimer, Parkinson e Huntington) e, uma das suas causas €
a presenca de compostos toxicos que podem induzir a esta formagio (JUAREZ et al., 2009).

A anédlise cinética de formacdo de fibrilas amildides (Figura 26) foi realizado em
sistemas contendo BSA na presenca e auséncia dos ligantes RX e AC durante 78 h,
empregando como sonda a ThT (DEY et al., 2015). Os sistemas BSA na auséncia e na
presenca de RX, AC e As(V) foram incubadas a 65°C. Foi empregando como controle
positivo arsénio inorganico As(V), em relacdo aos compostos avalidos. Os céalculos da
cinética de fibrilagdo para RX, AC e As(V) foi realizado a partir da equacdo (9) e seus

resultados estéo expressos na Tabela 9.
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Figura 26 - Cinética de fibrilacdo para a BSA na presenca e auséncia dos ligantes RX, AC e

As(V), todos a 100 pmol L™,
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Tabela 9 - Parametros cinéticos do processo de fibrilacdo da BSA para RX, AC e As(V).

Sistemas AF Ks (07) 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 0,4140,11

Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

O efeito dos ligantes RX e AC e As(V) para inducéo de fibrilas proteicas em fungéo

do tempo é mostrado na Figura 24B. A presenca dos ligantes RX e AC ao sistema contendo

BSA nédo influenciaram a formagéo de fibrilas amiloides, uma vez que os valores de Kg, ndo

apresentaram aumento quando comparado com o sistema contendo apenas BSA. Em

contraste, a adicdo de As(V) no sistema da BSA proporcionou um aumento de 291% no

processo de fibrilacdo proteica quando os valores de Ks, foram comparados. Além disso,

todos os sistemas apresentaram n < 1, indicando que a cinética pode estar associada a

multiplos mecanismos para a formacéo de amiloides (JUAREZ et al., 2009). Desta forma, os

possiveis efeitos toxicos dos ligantes RX e AC ndo estdo relacionados ao processo de

formacé&o de fibrilas amiloides.
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4.10.2 Avaliacdo da inibigdo e cinética da fosfatase alcalina

Sabendo-se que a enzima fosfatase alcalina é capaz de hidrolisar monoésteres de
fosfato e derivados (SIMAO et al., 2007) e que, o arseniato, espécie com arsénio em estado de
oxidagdo +5, é um inibidor classico desta enzima (SHIRAZI; BEECHEY; BUTTERWORTH,
1981), avaliou-se a atividade da fosfatase alcalina na presenga dos compostos RX e AC.

Além da avaliacdo de inibicdo da atividade enzimatica pelos compostos RX e AC,
utilizou-se o arseniato como controle positivo. De acordo com os resultados expressos na
Figura 27, observa-se inibicdo da atividade enzimética desde o primeiro incremento (1 pmol
L™) do controle positivo e, desta forma, o arseniato pode estar relacionado ao maior grau de
efeitos maléficos nas condicfes avaliadas quando comparado com os compostos de arsénio
organicos RX e AC. A partir do incremento de 10 pmol L™ dos inibidores, observa-se reduco
enzimética de 63% na presenca do arseniato, enquanto que na mesma concentragdo o RX
inibiu a atividade enziméatica em 6% e, para o composto AC, ndo houve inibi¢do. J& na
concentragdo de 100 umol L™, o arseniato reduz a atividade enzimatica em aproximadamente
90%, enquanto que os compostos RX e AC, a reducéo 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 arsénio € a sua ligacdo a macromoléculas, tais como
proteinas e enzimas (REHMANA et al., 2012). Neste ponto de vista, a avaliacdo da inibigdo
enzimética fornece indicios do efeito danoso a fosfatase alcalina considerando um sistema in
vitro. Neste sentido e de acordo com os resultados obtidos, por inibibir de forma mais efetiva
a atividade enzimética, o composto RX pode possuir efeitos mais prejudiciais ao organismo

em comparacdo ao AC, ajudando a esclarecer o perfil inibicdo enzimético observado.
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Figura 27 - Avaliacdo da inibicdo da fosfatase alcalina (14,8 U L™) pelo arseniato, RX e AC em

diferentes concentracdes (1, 10 e 100 pmol L™). Condicdes: pH 7,4 (Tris-HCI 10
mmol L™).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Tendo-se como base os resultados de inibicdo enzimatica, selecionou-se 0 RX e o
arseniato (controle positivo) para avaliagcdo cinética de inibicdo da atividade da fosfatase
alcalina. Para tanto se empregou 100 e 10 pmol L™ de RX e arseniato, respectivamente. De
acordo com os resultados expostos na Figura 28, os compostos RX e arseniato apresentaram
inibicdo semelhantes. Além disso, a atividade enzimatica comega ser inibida desde 5 min,

atingindo estabilizacdo do sinal em 55 min de anélise por ambos 0s compostos.



74

Figura 28 - Cinética da atividade enzimatica da fosfatase alcalina (7,4 U L™) na presenca dos
compostos arseniato (10 pmol L) e RX (100 pmol L™). Condicdes: pH 7,4 (Tris-HCI

-1
10 mmol L™).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2017.

Por fim, ambos os ensaios, inibicdo da atividade e cinética de inibicdo da atividade
enzimética, fornece indicios do comportamento dos compostos RX e AC in vitro e, desta
forma, possibilita uma compreensdo preliminar dos possiveis efeitos danosos desses
compostos. Apesar de o sistema empregado ndo possuir tanta complexidade quando
comparadas a outros sistemas, tais como mitocéndria, célula, animal, por exemplo, o estudo

fornece um direcionamento para analises mais minuciosas posteriores.
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5 CONCLUSAO

Estudos de interagdo foram empregados para avaliar o comportamento dos ligantes
RX e AC com a proteina carreadora BSA por fluorescéncia, UV-vis e RMN 'H. De acordo
com o que foi visto, os estudos de interagdo, simulando condi¢des fisioldgicas, revelou que o
processo ocorre por quencing estatico para ambos os ligantes. Os dados termodindmicos
revelaram que o processo de interagdo com 0s ligantes ocorreu de maneira esponténea e, a
natureza das forgas envolvidas entre BSA-RX foi preferencialmene por forcas eletrostéticas,
enquanto que BSA-AC foi por ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals. Ademais,
ambos os ligantes revelaram grau de interacdo moderada com a proteina sendo de
4,27(+0,01)x10° L mol™ e 0,27(+0,01)x10° L mol™ para RX e AC, respectivamente. A ligacao
ocorreu de forma preferencial pelo sitio 11, localizado no subdominio I11A, da proteina para 0s
ligantes RX e AC. O ensaio de competi¢do evidenciou que apenas o ion Ca(ll) desfavoreceu o
processo de interacdo para o sistema BSA-RX, equanto que na presenca do &cido oléico,
acido linoléico e fosfato houve favorecimento demasiado da interagdo em relacdo aos outros
competidores. J4 no sistema BSA-AC a presenca dos ions Zn(ll) e Fe(lll) favoreceu o
processo de interacdo frente aos demais.

O ensaio de FRET revelou transferéncia de energia eficaz entre o residuo de triptofano
da BSA com os ligantes, a distancia entre residuo de aminoécido da BSA com os ligantes RX
e AC foi de 4,00 e 3,35 nm, repctivamente. O estudo de hidrofobicidade revelou que a
interacdo BSA-RX deslocou de forma mais efeiva a sonda ANS e, desta forma, a interacdo
com RX diminui a presenca de regides hidrofobicas da BSA, enquanto que o sistema BSA-
AC aumentou a presencga de tais por¢des na proteina. Além disso, a presenca de ambos 0s
ligantes proporcionou mudangas na estrutura terciaria da BSA. A espectroscopia de RMN *H
inferiu que a interagdo do ligante RX com a BSA deve acontecer na superficie proteica,
enquanto que a interacdo com AC deve ocorrer na por¢do proxima 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 fibrilagdo da BSA ndo revelou
favorecimento da formacdo de fibrilas para ambos os ligantes. J& no ensaio de inibicdo da
atividade da fosfatase alcalina, o ligante RX (42%) demonstrou inibi¢do enzimatica efetiva,
quando comparado ao AC (5%), ambos na concentragdo de 100 pmol L. Nesta mesma
concentracdo o arseniato (controle positivo) revelou inibi¢éo de 90% na atividade da fosfatase
alcalina. Este resultado fornece indicios de que o composto RX pode assumir efeitos mais

prejudiciais ao organismo em comparagéo ao AC.
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