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RESUMO

A natureza e a dindmica da ligacdo entre pequenas moléculas e proteinas estdo
relacionadas a disponibilidade e transporte desses compostos. Inicialmente avaliou-se a
interacdo entre metabolitos secundarios de liquen, como os isdmeros do acido Usnico,
neste caso 0 (+)-USN e (-)-USN), e o acido fumarprotocetrarico (FUM) como inibidores
de urease simulando condi¢6es fisiologicas, assim como, a interac¢do da cocaina (COC) e
do cocaetileno (CE) com albumina do soro humano (HSA). Nos estudos de interacdo
entre metabdlitos secundarios de liquen e urease os valores de Ky (constante interacdo)
obtidos indicam forca de ligacdo de intermediaria a forte entre a enzima e os inibidores,
variando de 0,25 a 35,5x10° M a 30°C, sendo (+)-USN o0 composto com maior interago
e FUM o de menor. O mecanismo de quenching deste processo é preferencialmente
estatico e as forgcas predominantes de interacdo eletrostaticas (AH < 0 e AS > 0). Por meio
de fluorescéncia sincronizada e 3D foi possivel inferir que houve mudancas na estrutura
secundaria da urease nativa. A avaliacdo da influéncia do substrato e de alguns inibidores
classicos (tioureia, hidroxiureia e omeprazol) na interacdo entre a urease € 0S COmpostos
liquens, indicou que os mesmos interagem no sitio ativo da enzima. Por fim, foi observada
relacdo inversa entre os valores de Ky e a concentracdo inibitoria minima (MIC) para
cepas resistentes de H. pylori em ensaios in vitro, 0 que credencia os compostos avaliados
a possiveis candidatos para o tratamento desta bactéria. Nos estudos de interacdo entre 0s
alcaloides COC e CE com HSA, os valores da constante de ligacdo obtidos para o CE
variaram de 2,92 a 8,33x10* M, sendo maiores quando comparados a COC (1,15 a
3,77x10* M) em diferentes temperaturas. O estudo de transferéncia de energia
ressonante (FRET), indicou que houve transferéncia de energia ndo-radioativa. Os
parametros termodinamicos indicaram que a COC apresentou interagdes preferenciais
(ndo exclusivas) por forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio, enquanto que o
CE tem maior preferéncia por interacdes hidrofébicas. A utilizacdo da sonda ANS, que
se liga a regiGes hidrofébicas da HSA, confirmou as caracteristicas mais hidrofébicas da
CE. Contudo, o valor de Ky, para ambos os compostos reduziu com aumento da forga
ibnica (NaCl de 25 a 200 mM), indicando componente eletrostatico nas forcas de
interacdo com a proteina, devido a protonacdo do nitrogénio (pKa = 8,6). O estudo por
fluorescéncia sincronizada indicou que ambos compostos interagem preferencialmente
na microrregido proximo ao residuo de Trp214. O estudo por fluorescéncia 3D, UV-vis e
dicroismo circular indicaram mudancas na estrutura secundaria em relacdo a proteina
nativa. Além disso, foram realizados estudos para avaliacdo do sitio de ligacdo utilizado
como marcadores a varfarina (sitio 1), diazepam (sitio 1) e digitoxina (subdominio I11B),
sendo que ambos 0s compostos interagem preferencialmente no sitio I. A avaliagdo da
influéncia de competidores indicou que apenas na presenca do ions Ca(ll) houve um
aumento na constante de interacdo de forma mais significativa, sendo mais acentuado
para o CE. Por fim, com base nos estudos por Ressonancia Magnética Nuclear H foi
possivel propor o epitopo das moléculas. Assim, pdde-se concluir que o CE apresentou a
maior afinidade pela HSA, justificando o seu maior tempo de vida no plasma quando
comprado a COC, e desta forma, o aumento dos efeitos da droga no organismo.

Palavras chaves: urease; albumina do soro humano; compostos bioativos; estudos
biofisicos; técnicas espectroscopicas.



ABSTRACT

The nature and dynamics of the binding between small molecules and proteins represent
an area of intense study, due to the interaction processes are related to the availability and
the transport of these compounds. The interaction between secondary lichen metabolites,
as the usnic acid isomers, (+)-USN and (-)-USN) and fumarprotocetraric acid (FUM) as
urease inhibitors as well as cocaine (COC) and cocaethylene metabolite (CE) interacting
with human serum albumin (HSA) were evaluated simulating physiological conditions.
In the interaction studies between secondary metabolites of lichen and urease, the Kp
(binding constant) values obtained indicated intermediate to strong binding strength
between the enzyme and inhibitors, varying from 0.25 to 35.5 10° M at 30°C. The (+)-
USN was the compound with higher interaction, while the FUM presented lower affinity.
The quenching mechanism of the process is preferably static and the electrostatic forces
(AH < 0 and AS > 0) shown the main contribution. Through synchronous fluorescence
and 3D it was possible to infer that there were changes in the secondary structure of the
native urease. Finally, the influence of the substrate and some classical inhibitors
(thiourea, hydroxyurea and omeprazole) on the interaction between urease and lichen
compounds, which interact in the active site of the enzyme, was evaluated. Finally, an
inverse relationship was observed regarding K, values and minimum inhibitory
concentration (MIC) for resistant strains of H. pyroli in in vitro assays, which credential
the compounds evaluated to possible candidates for the treatment of this bacteria. In the
interaction studies between the alkaloids COC and CE with HSA, the binding constants
obtained for the CE varied from 2.92 to 8.33x10* M, being greater than COC (1.15 to
3.77x10* M) at different temperatures. These results agreement with the resonant energy
transference (FRET) study, since the distance between donor (HSA) and receptors
(ligands) for CE (1.76 nm) was lower than for COC (2.25 nm). Considering the
thermodynamic parameters, the COC presented preferential interactions by van der Waals
forces and hydrogen bonds, whereas the CE were hydrophobic interactions. The employ
of the ANS probe, which binds to hydrophobic sites of the HSA, confirmed the
hydrophobic characteristics of the CE. However, the Ky value for both compounds
decreased with increasing ionic strength (NaCl 25-200 mM), indicating electrostatic
component in the interaction with the protein, probably due to nitrogen protonation (pKa
= 8.6). Synchronized fluorescence shown that both compounds interact preferentially in
the microenvironment near the Trp214 residue. The 3D fluorescence, UV-vis and circular
dichroism studies indicated that there were changes in the secondary structure relative to
the native protein. Besides, the HSA binding sites were evaluated using warfarin (site I),
diazepam (site I1) and digitoxin (subdomain 111B) as markers, COC and CE preferentially
interact at site | of protein. The evaluation of the competitors influence indicated that only
Ca(ll) ions there was an increase in the interaction constant, being more accentuated for
the CE. Finally, based on *H Nuclear Magnetic Resonance studies was possible to propose
the epitope of the molecules. Therefore, based on results was concluded that EC has the
highest affinity for HSA, justifying its longer plasma life when compared with COC, and
thus prolongs the effects.

Keywords: urease; human serum albumin; bioactive compounds; biophysical studies;
spectroscopic techniques.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteinas como um alvo de estudos

No processo de reconhecimento molecular as macromoléculas bioldgicas interagem
umas com as outras ou com varias moléculas pequenas por meio de interacdes ndo
covalentes para formar um complexo supramolecular, que é estabilizado por interagdes
ndo-covalentes mais fracas e reversiveis (NGUYEN et al., 2001; LENH, 1996).

Neste contexto, as proteinas, que séo as unidades fundamentais de todas as células,
desempenham um papel vital em vérias atividades celulares e sistemas reacionais
(CHOWDHRY & HARDING, 2001). Essas macromoléculas sdo constituidas por
diferentes sequéncias de aminodcidos (estrutura primaria) que determina o grau de
dobramento em uma estrutura tridimensional especifica, reponsavel por suas diferentes
estruturas e, consequentemente, funcOes e categorias, as quais, incluem, por exemplo:
enzimas, proteinas transportadoras, proteinas estruturais, proteinas de sinalizacdo, entre
outras (GUANGLIN, 2016).

Essas inumeras funcbes sdo realizadas pelas proteinas por meio de interacdes
diretas com outras moléculas tais como ligantes endégenos e exdgenos, como oxigénio,
solvente e ions, ou macromoléculas, como outras proteinas, peptideos, DNA, lipideos,
entre outras (ROCHE, BRACKENRIDGE, MCGUFFIN, 2015). A ligacdo de uma
proteina com outras moléculas, de forma geral, apresenta elevada seletividade/afinidade
para desempenhar adequadamente sua funcdo. Por esta razdo, a regido da proteina que
interage com outras moléculas, denominada de sitio de ligacdo, consiste de uma sequéncia
especifica de aminodcidos que possuem cadeias laterais acessiveis ao ligante
(SALENTIN et al., 2014; ALBERTS et al., 2010).

Em geral, quando uma proteina (P) se liga de forma reversivel a um determinado
ligante (L) este sistema pode ser representado pela equacdo 1 de equilibrio genérico:

P+L=PL Equacéo (1)
onde (PL) é o complexo proteina-ligante (ROCHE, BRACKENRIDGE, MCGUFFIN,
2015; MATSUSHITA et al., 2016) como mostrado na Figura 1

Para explicar o mecanismo genérico representado anteriormente pode-se
considerar trés modelos: (a) chave-fechadura, (b) ajuste induzido e (c) selegédo
conformacional (Figura 2). Para o modelo chave-fechadura tanto a proteina como o
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ligante possuem uma estrutura rigida, assim, a regido de ligacdo de ambos deve ser
perfeitamente compativel para ocorrer interagdo entre eles.

Figura 1- Exemplo de ligac&o reversivel proteina-ligante.

Ligante
(L)

Sitio de ligacio

—
<«
Proteina Complexo
P proteina-ligante
(P-L)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Figura 2- Formacdo do complexo proteina-ligante, considerando os modelos: (a) chave-
fechadura, (b) ajuste induzido e (c) selecdo conformacional.

Ligante
.
p—

Proteina Complexo

" 9
_

Fonte: adaptado de DU et al., 2016.
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O modelo ajuste induzido € mais completo, uma vez que consegue explicar o fato
de uma proteina interagir com um ligante mesmo quando suas formas iniciais ndo séo
compativeis, pois, o sitio de ligacdo é flexivel as alteracdes conformacionais induzidas
pelo ligante. Mesmo assim, este modelo apresenta limitacdes, pois sO leva em conta a
flexibilidade conformacional do sitio de ligacdo da proteina, além de tratar a conformacéo
da proteina como Unica e estavel sob determinadas condi¢Bes experimentais e, isto ndo é
0 que realmente ocorre com a maioria das proteinas. O modelo de sele¢do conformacional
é 0 que melhor explica 0 mecanismo de interacdo proteina- ligante, pois leva em conta
essa flexibilidade intrinseca. Segundo este modelo, a proteina em seu estado nativo ndo
existe com uma Unica conformacdo, mas sim como um conjunto de varios
estados/subestados conformacionais que coexistem em equilibrio, assim o ligante pode
ligar-se seletivamente ao estado/subestado conformacional mais adequado e
energeticamente favoravel (DU et al., 2016; SALENTIN et al., 2014).

O que determina o estado/subestado mais adequado para a interacdo proteina-
ligante é formacdo de um conjunto de ligacGes fracas ndo-covalentes, as quais estdo
representadas na Figura 3 e melhor descritas na Tabela 1. Esse conjunto de ligacbes
intermoleculares deve fornecer um estado conformacional mais estdvel e de menor
energia (MATSUSHITA et al., 2016).

Figura 3- LigacOes ndo-covalentes envolvidas no processo de interagdo proteina-ligante.

Ligante

Q
o™ HO
| )\ Ligagdes de hidrogénio
H \© O/ R Forgas eletrostaticas
[ Ro R
o o H_ N@ 0— - CH; Interagdes hidrofobicas
2 IGH:; Forcas de Van der Waals do tipo

dipolo instantaneo-dipolo induzido

Fonte: Adaptado de Silva, 2017.
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Tabela 1- Energias de ligacdo envolvidas nas ligacGes ndo-covalentes.

Energia de ligacéo

(kcal mol™) Caracteristica

Tipo de ligacéo

Entre atomos eletronegativos, como
Ligacdo de hidrogénio 0,24a24 oxigénio, nitrogénio, fllor, e 0 &tomo de
hidrogénio de ligagdes O-H e N-H,

Entre dipolos e/ou ions de cargas opostas
Interacdo eletrostatica 1,0a7,0 (depende da constante dielétrica do meio
e da distancia entre as cargas).

Ocorre em funcdo da interagdo entre
cadeias ou subunidades apolares, que

Interagdo hidrofdbica 1,0 x .
estdo organizadamente solvatadas por
camadas de moléculas de agua.
Entre moléculas apolares que apresentam
Interacdo de Van der Waals 05a1,0 dipolos _induzidos em fungdo —da

polarizagdo transitoria proveniente de
ligacBes C-C ou C-H.

" Fonte: Adaptado de BARREIRO & FRAGA, 2015
Em suma, o conhecimento dos mecanismos responsaveis pelo reconhecimento e

afinidade da ligacdo proteina-ligante auxilia na descoberta, planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos, sendo possivel também compreender as possiveis
mudancas na conformacdo das proteinas causadas pelas interacbes proteina-ligante
(BARREIRO & FRAGA, 2015).

Portanto, existem varios modelos de proteinas que podem ser utilizados em estudos
de interacdo macromolécula-ligante, fornecendo uma variedade de informacdes
relevantes. A exemplo, pode-se citar: hemoglobina (BASU & CHAKRABARTI, 2015),
albumina do soro humano (HSA) (SHAHABADI; BAZVANDI; TAHERPOUR, 2017)
albumina do soro bovino (BSA) (BUDDANAVAR & NANDIBEWOOR, 2017), catalase
(NAJAR et al., 2017), ovalbumina (DANTAS et al., 2017), urease (LAGE et al., 2018)
e lipase pancreatica (GONCALVES, MATEUS, DE FREITAS, 2010), entre outras. Neste
trabalho serdo utilizados como modelos a urease e a albumina do soro humano (ROCHE,
BRACKENRIDGE, MCGUFFIN, 2015; GULER, 2013). A seguir, uma abordagem geral

sobre estas proteinas sera realizada quantos as suas principais funcdes e caracteristicas.
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1.2 Urease: estrutura, funcdo e importancia

A urease é uma metaloenzima (Figura 3) que contém dois ions de niquel em seu
sitio ativo (KAFARSKI &TALMA, 2018). A ativacao do sitio também ja foi observada,
in vitro, com ions manganés e cobalto (SUJOY & APARNA, 2013).

Os ions de Ni(ll) no centro ativo da urease estdo ligados em ponte por um residuo
de lisina carbamilada e por um ion hidréxido, apresentando elevada afinidade e a remocéo
destes s6 ocorre com 0 uso de desnaturantes ou acidos, 0 que nao € o caso na maioria das
outras metaloenzimas (KAFARSKI & TALMA, 2018; KRAJEWSKA, 2009). Além
disso, cada ion metalico também esta ligado a dois residuos de histidina, e auma molécula
de &gua, e um dos ions de Ni(ll) esta ligado a um de aspartato (KAPPAUNA et al., 2018).

A urease é a enzima responsavel pela hidrolise da ureia. Esse composto é
encontrado no meio ambiente (agua e solo) e no corpo humano. Um adulto saudavel
excreta cerca de 30 g de ureia por dia pela urina. No entanto, a ureia ndo esta presente
apenas na urina, mas também no soro sanguineo, suor e até no estbmago (GOULD, 2014;
KONIECZNA etal., 2012).

O mecanismo de hidrdlise da ureia pela urease ja tem sido bem discutido. De forma
geral, a ureia desloca as moléculas de dgua do sitio ativo da urease e se liga a um dos ions
de Ni(ll), através do oxigénio carbonilico, tornando o carbono da ureia mais eletrofilico
e, portanto, mais suscetivel ao ataque nucleofilico. Em seguida, a ureia se liga ao outro
ion de Ni(ll) por meio de um de seus atomos de nitrogénio amino, estabelecendo uma
ligacdo bidentada com a urease, o que facilita o ataque nucleofilico no carbono
carbonilico, resultando em um intermediério tetraédrico, a partir do qual NHs e carbamato
sdo liberados (KAPPAUNA et al., 2018). Esse processo ocorre espontaneamente em
condicdo de pH fisioldgico (7,20) e a enzima € ativa no intervalo de pH entre 4 -10, tendo
seu pH o6timo proximo a 8 (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010;
KONIECZNA et al., 2012; LAGE et al., 2018). As principais divergéncias surgem com
relacdo ao ataque nucleofilico. Enquanto Benini e col. (1999) defendem que o ataque
nucleofilico ocorre pela hidroxila ligada em ponte entre os ions de Ni(ll), Karplus e col.
(1997), propuseram que o ataque seria via 0 oxigénio da hidroxila coordenada como
molécula de agua ligada ao Ni(ll). Assim, do ponto de vista reacional, o processo de
hidrolise envolve duas etapas: na primeira, uma molécula de amdnia e uma molécula de
carbamato sdo formadas. Em solugdo aquosa, a segunda etapa consiste na conversao

espontanea do carbamato a segunda molécula de ambnia e acido carbdnico, como
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mostrado na Figura 4(c). Este processo resulta no aumento de pH, por conta do carater
bésico da aménia (GOULD, 2014; KONIECZNA et al., 2012).
Figura 4- (a) Estrutura em tridimensional da urease; (b) sitio ativo da urease, sendo wi, W, e ws

moléculas de agua; (c) reacdo de hidrélise da ureia;

b)

Asp633

= ).,’cysssz

©) (NH,),CO "0 NH, + H,N-COOH % INH, + H,CO
2)2 T} 3 2IN= 3 2 3
H,O H,0

Fonte: Adaptado de LAGE et al., 2018.
A atividade enzimatica da urease foi identificada pela primeira vez em 1876 por

Frédéric Alphonse Musculus como um fermento solivel. Em 1926, James B. Sumner,
mostrou que a urease € uma proteina ao examinar a forma cristalizada da urease de feijdo
(Canavalia ensiformis), a qual foi a primeira enzima a ser cristalizada. O trabalho de
Sumner foi a primeira demonstracdo de que uma proteina pode funcionar como uma
enzima (SUMNER, 1926; SUMNER; KIRK; HOWELL, 1932).

A urease é encontrada em bactérias, fungos, algas, plantas e alguns invertebrados,
bem como nos solos. Nas plantas, a urease é amplamente distribuida em sementes de
leguminosas (KONIECZNA et al.,, 2012; BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ,
2010). A urease de vegetais e fungos é uma proteina constituida por subunidades
idénticas, de aproximadamente 90 kDa cada, mais comumente organizadas como trimeros
e hexametros. A urease jack-bean, por exemplo, € composta por 840 aminoacidos, sendo
90 residuos de cisteina, além de quatro residuos de triptofano nas posi¢cdes 495, 648, 708
e 728, com massa molecular, sem os ions Ni(ll), de 90,77 kDa. Ja a urease bacteriana é
composta por trés subunidades distintas, uma a (de 60-76 kDa),  (de 8-21 kDa) e vy (de
6-14 kDa), sendo uma enzima rica em cisteina, tendo massa molar entre 190 e 300 kDa.
As ureases bacterianas e vegetais apresentam alta similaridade na sequéncia de

aminoacidos, sugerindo que possuem estruturas tridimensionais semelhantes e um
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mecanismo catalitico conservado (KONIECZNA et al., 2012; BALASUBRAMANIAN
& PONNURAJ, 2010).

Por outro lado, diversas bactérias patogénicas apresentam atividade ureolitica,
como por exemplo, Clostridium perfringens, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Salmonella sp., Staphylococcus saprophyticus, Ureaplasma urealyticum, Yersinia
enterocolitica e Helicobacter pylori. Uma das ureases bacterianas mais estudadas é a da
H. pylori, pois essa bactéria é responsavel por causar Ulceras pépticas, uma das causas do
cancer de estbmago, sendo relatado por Muller e colaboradores (2007) que os individuos
infectados apresentam probabilidade 10 vezes maior para a ocorréncia de lesdo da mucosa
gastrica (KONIECZNA et al., 2012). Nas populagbes do norte da Europa e da América
do Norte, cerca de um terco dos adultos ainda estdo infectados, enquanto no sul e leste da
Europa, América do Sul e Asia, a prevaléncia de H. pylori é frequentemente superior a
50% (EUSEBI et al., 2014)

A producdo de urease pela H. pylori € o principal fator que permite essa bactéria
sobreviver no ambiente acido do estbmago, antes de infectar sua mucosa, pois a urease
hidrolisa a ureia em amonia e CO>, resultando no aumento do pH no micro-ambiente em
seu entorno (LAGE et al., 2018). Essa caracteristica difere a H. pylori de algumas
bactérias, uma vez que esta condicdo de pH altamente &cido é hostil para a maoria dos
microrganismos. Cerca de 99,9% da Salmonella e Vibrio sp, por exemplo, ao ser ingeridas
morrem quando expostas ao acido gastrico (STRUGATSKY, 2013; KONIECZNA et al.,
2012).

A estrutura altamente complexa da urease de H. pylori é a responsavel por permitir
sua atividade em condicBes &cidas, quando outras ureases sofrem inativacdo nao
reversivel. A urease da H. pylori é composta por apenas duas subunidades: UreA (-61,7
kDa) e UreB (a -26,5 kDa) (Figura 5 (a)). Os polipeptidios o e B sdo ligados formando
trimero, onde o dominio N-terminal da subunidade B é essencial no processo de agregacao
(Figura 5 (b)). Em seguida, quatro trimeros formam um complexo tetraédrico, como
mostrado na Figura 5. (HA et al., 2001; STRUGATSKY, 2013).
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Figura 5- Esquema de estrutura da H. pylori: (a) mondmeros de urease da H. pylori; (b) trimeros

de urease da H. pylori ; (c) associagdo dos trimeros da urease da H. pylori .

Fonte: Adaptado de KONIECZNA et al., 2012.

1.2.1 Importancia de inibir a acio da urease

Atualmente ha a necessidade do desenvolvimento de inibidores de urease uma vez
que existe potencial de aplicacdo em diversas areas, como genética, bioquimica,
fisiologia, agricultura, pecudria, engenharia e medicina, destacando-se as aplicacfes
clinicas e agricolas (KRAJEWSKA, 2018; MODOLO et al., 2018; GRAHAMA &
MIFTAHUSSURUR, 2018; CANTARELLA et al., 2018).

No contexto clinico, as ureases bacterianas podem servir como um meio pelo qual
determinadas bactérias conseguem se multiplicar em um determinado organismo,
provocando complicagdes, como a formacdo de célculos urinarios, Ulcera péptica ou
cancer gastrico (principalmente com H. pylori) resultante da infec¢do dos tratos urinarios
e gastrointestinais, respectivamente (GRAHAMA & MIFTAHUSSURUR, 2018)

Durante os ultimos 20 anos,o tratamento para H. pylori consiste na associacao dos

antibiéticos amoxicilina e claritromicina com omeprazol, um inibidor de células da
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bomba de protons e também inibidor de urease (GRAHAMA & MIFTAHUSSURUR,
2018). Porém, com o aumento da resisténcia da H. pylori a estes antibidticos, esse
tratamento foi se tornando ineficaz. Assim, outras estratégias de tratamento surgiram,
como o uso de sais de bismuto combinados com um inibidor da bomba de proétons ou
combinacges de outras classes de antibidticos como fluoroquinolonas, aminopenicilinas
e tetraciclinas (KRAJEWSKA, 2018). Mas, quando se trata de resisténcia a antibioticos,
a H.pylori ainda é um desafio.

Assim, a inibicdo da atividade da urease pode ser um meio promissor de tratamento
para bactérias produtoras de urease (CLYNE & DRUMM, 1996; MODOLO et al., 2014).
No entanto, os inibidores da urease comercialmente disponiveis, tais como
fosforodiamidatos, derivados do acido hidroxamico e imidazdis séo toxicos e de baixa
estabilidade, o que impedem seu uso clinico. Entdo, tem-se buscado novos inibidores de
urease com estabilidade melhorada e baixa toxicidade.

No contexto agricola, a ureia é usada como fertilizante nitrogenado em todo o
mundo. Este composto organico apresenta algumas vantagens em relacdo a outros
fertilizantes nitrogenados, como alto teor de N (46%), baixo preco, solubilidade em agua
e facilidade de manejo (MODOLO et al., 2018). No entanto, em condic¢des de campo, a
eficiéncia da ureia pode ser reduzida devido a perdas de nitrogénio (mais de 50%)
causada, entre outros fatores, pela volatilizagdo da amonia (NH3) a partir da acdo de
ureases presentes nos microrganismos do solo, o que pode levar a um desequilibrio no
ciclo do nitrogénio, implicando em desastres ambientais a longo prazo, quando as
populacOes de bactérias ja foram selecionadas. Além disso, pode vir a ser tdxica e levar
danos as plantas devido a exposi¢do a amonia e, a necessidade do uso de maior quantidade
de fertilizante para atender a uma determinada area de lavoura (MODOLO et al., 2014;
CANTARELLA et al., 2018). Assim, estratégias baseadas na inibicdo da urease devem
ser consideradas visando diminuir a perda de ureia, pois s6 existe um inibidir disponivel
comercialmente, o NBPT (N-(n-butil) tiofosférico triamida) (CANTARELLA et al.,
2018).

1.3 Albumina do soro humano: estrutura, funcédo e importancia

A albumina do soro humano (HSA) € uma proteina carreadora constituida por uma
Unica cadeia de polipeptideos ndo glicosilados que contém 585 aminoacidos com uma
massa molecular de 66.5 kDa (GHUMAN et al., 2005). A estrutura secundaria da proteina
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¢ composta por cerca de 67% de a-hélice tendo seis regides de enovelamento e 17 pontes
dissulfeto. Sob condi¢6es fisioldgicas (pH = 7,20) a HSA apresenta carga negativa, uma
vez que seu pl € aproximadamente 4,7. Nesta condicéo de pH, a HSA adota uma estrutura
tridimensional em forma de “cora¢do” tendo trés dominios homodlogos I-I1Il. A
concentragéo da HSA no plasma humano varia de 34 a 54 g L%, e compreende de 50-60%
das proteinas presentes no plasma humano, além disto, possui uma meia vida de 19 dias
(PETITPAS et al., 2001; VLASOVA & SALETSKY, 2009).

A HSA desempenha um importante papel na regulacdo da pressdo osmotica e no
transporte de varios compostos enddgenos, como acidos graxos, vitaminas, hormonios,
metabdlitos toxicos (bilirrubina, por exemplo), aminoécidos, ions metélicos e compostos
exogenos, como uma variedade de farmacos, os quais podem se encontrar ligadas as
proteinas do plasma ou nas suas formas livres (MATSUSHITA et al., 2017; PETITPAS
etal., 2001).

1.3.1 Principais sitios de ligacdo da HSA

Estudos recentes de cristalografia de raios-X demonstraram claramente a presenca
de sitios preferenciais de interacdo da HSA, e uma vez estabelecida a interagéo proteina-
ligante pode levar a mudancas na conformacéo da proteina (YAMASAKI et al., 2013;
RANJBAR et al., 2013). Além disso, dados cristalograficos mostram que a HSA contém
trés dominios, denominados I, Il e 111, os quais podem se dividir em subdominios A e B,
como ilustrado na Figura 6. Sendo observado também que a HSA contém 35 residuos de
cisteina, e todos, exceto Cis34 (no subdominio IB), estdo envolvidos na formacéo de
ligacOes dissulfeto que servem para estabilizar a estrutura tridimensional da proteina. As
interacdes entre dominios e subdominio também contribuem significativamente para a
estabilidade da macromolécula (ABDOLLAHPOUR et al., 2016).

Estudos pioneiros de Sudlow usando um método de deslocamento de sonda
fluorescente mostraram a presenca de dois sitios preferenciais para a ligacdo com
farmacos na HSA: o sitio | (sitio da varfarina) e sitio Il (o sitio de ligacdo da
benzodiazepina) (SJOHOLM et al. 1979; SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976). Em
seguida, uma série de estudos para caracterizar 0os ambientes dos sitios | e Il foram
realizados. Inicialmente, Fehske e col. (1982), demonstraram a existéncia de um anico

residuo de triptofano (Trp214) na estrutura da HSA, localizado no sitio I, enquanto que
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Yamasaki e col (1996), prépos a existéncia de trés regides de ligacao (subsito la, Ib e Ic)
dentro do sitio I.

Bos e col. (1987), utilizaram fragmentos de albumina humana ap6s acgdo
enzimatica da pepsina e tripsina para prépor que os sitios | e Il estavam localizados nos
dominios Il e 111, respectivamente. Atualmente, estudos cristalograficos comprovam que
os sitios | e 11 séo atribuidos aos subdominios 1A e I11A, respectivamente (YAMASAKI,
2013; GUIZADO, 2014).

Figura 6- Estrutura e sitios de ligacdo da albumina do soro humano (HSA).

IIBE P mB.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019

Ligantes preferenciais do sitio | sdo geralmente &cidos dicarboxilicos e/ou
moléculas heterociclicas volumosas com uma carga negativa localizada no meio da
molécula. Além disso, estudos cristalograficos demonstraram que o sitio | € maior do que
o sitio Il e que apresenta caracteristicas apolares, em grande parte, com regides polares
localizadas centralmente (formadas pelas cadeias laterais de Tirl50, His242 e Arg257
localizado na parte interior e Lis195, Lis199, Arg218 e Arg222 na parte externa). A
preferéncia por compostos aromaticos planos, como varfarina, fenilbutazona,
azapropazona, furosemida, é devido aos compostos serem capazes de se ajustarem entre
as cadeias de Leu238 e Ala291 no centro da cavidade (YAMASAKI, 1996), e desta
forma, o sitio | mostra pobre estereoseletividade em funcdo de sua flexibilidade
(KRAGH-HANSEN, 1985).

De acordo com a estrutura cristalina da HSA, o sitio 1l € uma cavidade em grande
parte apolar com uma unica regido polar dominante perto da entrada do sitio, centrado na
Tir411 e Arg410. Este arranjo polar e apolar é consistente com as estruturas tipicas das

moléculas que se ligam preferencialmente ao sitio Il, que sdo acidos carboxilicos
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aromaticos com uma funcgéo acida carregada negativamente na extremidade da molécula
e separadas por um centro hidrofobico. O diazepam (7 - cloro- 1, 3- dihidro- 1- metil- 5-
fenil- 1, 4- benzodiazepin- 2 (2H)- ona), diflunisal (5- (2, 4- difluorofenil)- 2-
hidroxibenzoico) e ibuprofeno ( &cido (RS)- 2- (- (2- metilpropil) fenil) propanoico) sdo
drogas que interagem com o grupo hidroxila da Tir411, no sitio Il (KRAGH-HANSEN,
1985). Vale ressaltar que ndo foram observadas divisdes, como observado no caso do
sitio I (SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976). O sitio 1l foi proposto ser menor e menos
flexivel que o sitio |1 porque as moléculas grandes raramente se ligam a este sitio
(GHUMAN, 2005). O sitio Il frequentemente mostra estereoseletividade, ou seja, a
magnitude da interagdo é afetada em funcdo de modificacGes estruturais do ligante com
grupos de pequeno volume (SUDLOW; BIRKETT; WADE, 1976). Por exemplo, o (R)
ibuprofeno se liga ao sitio Il com uma afinidade de 2,3 vezes mais elevada do que o
enantibmero S (YAMASAKI, 2013).

Nem todos os farmacos se ligam aos sitios | ou Il (subdominios 1A ou IlIA).
Sudlow e col. (1976) sugeriram a existéncia de pelo menos um outro local de ligacdo para
a probenecida (&cido 4- dipropilsulfamoil benzdico), amitriptilina (3- (10, 11- diidro- 5H-
dibenzo"a","d" ciclohepteno-5-ilideno)-N, N- dimetil-1- propanamina) e debrisoquina (1,
2, 3, 4- tetra- hidroisoquinolino- 2- carboximidamida) que se ligam fortemente a
albumina. Além disso, Sjéholm (1979) e Kragh-Hansen (1985) demonstraram o sitio de
ligacdo da digitoxina o qual ainda ndo foi totalmente esclarecido, contudo ndo esta
associado ao sitio 1 ou Il. O ibuprofeno e o diflunisal ttm um sitio de ligacdo secundario,
que fica na interface entre os subdominios IlA e I1B, e que € o sitio preferencial para
oxifenilbutazona, no subdominio 111B (SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976).

Para identificar o sitio de ligacdo de uma grande variedade de compostos com a
HSA sdo usadas moléculas, denominadas de marcadores, que se ligam seletivamente aos
sitios | e 1, em ensaios de competicdo empregando diferentes técnicas instrumentais
(SUDLOW, BIRKETT, WADE, 1976, RANJBAR et al., 2013).

1.3.2 Importancia de realizar estudos de interacdo com a HSA

Devido a sua funcéo transportadora, as albuminas do soro humano tém sido muito
estudadas dentro da bioquimica e biofisica, sendo empregadas como modelo de proteina,
visando explorar sua capacidade de interagir com diversos ligantes. Esse atributo confere

grande importancia a esta proteina, uma vez que a farmacocinética e farmacodinamica de
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drogas lipossoluveis depende fortemente de sua interacdo com a HSA. Além disso, a
interacdo da HSA com drogas proporciona uma visao sobre terapia medicamentosa e
design de farmacos e desta forma, € possivel predizer sobre a eficacia de compostos como
agente terapéutico a depender do grau de interacdo (LIU et al.,, 2016; SLEEP,
CAMERON, EVANS, 2013).

O desenvolvimento de varios medicamentos explorou a interacdo dos mesmos com
a HSA, como exemplo, as drogas Levemir® e Victosa®. Aquele é um analogo da insulina
em que um acido graxo (acido miristico) esta ligado ao aminoacido lisina na posi¢do B29,
enquanto este € um derivado do peptideo do tipo glucagon (GLP-1) com um &cido
miristico na posi¢ao g-amino da lisina N-terminal. Foi observado que, a partir da ligagéo
de um acido graxo na cadeia dessas moléculas o tempo de meia-vida aumentou de 4-6
min para 5-7 h e de aproximadamente 2min para 11-15 h, respectivamente. 1sso ocorreu
pelo fato de que quando essas moléculas se encontraram associadas a um acido graxo,
passaram a se ligar a HSA em sitios hidrofobicos, sendo, posteriormente, dissociadas
lentamente, prolongando a biodisponibilidade. Adicionalmente, Trussel e colaboradores
(2009) sintetizaram o &cido 4- (p- iodofenil) butanoico, o qual possui capacidade de ligar-
se fortemente a albumina e dessa forma, aumentar o tempo de meia-vida, permitindo
assim, aumentar a meia-vida de um anticorpo de cadeia Unica (scFv), de 20 min para cerca
de 40 h em camundongos (SLEEP, CAMERON, EVANS, 2013). Além disso, muitos
medicamentos podem ter sua solubilidade melhorada, uma vez que a HSA tem a
capacidade de se ligar a substancias de baixa solubilidade, como acidos graxos, porfirinas
e uma ampla variedade de drogas (SULTAN et al., 2015).

Em virtude da importancia de estudos de interacdo proteina-ligante, é necessario
um entendimento detalhado desse mecanismo e isso implica em conhecer ndo sO as
caracteristicas das proteinas, mas também das particularidades dos ligantes avaliados, o

que sera discutido nos préximos tépicos.

1.4. Compostos que interagem com proteinas: ligantes

Um ligante pode ser definido como qualquer composto de estrutura quimica
definida de variada massa molar com alguma fungéo ou propriedade biolégica capaz de
interagir com macromoléculas como &cidos nucléicos, proteinas, polissacarideos ou

lipideos (DU et al., 2016). Neste trabalho, os ligantes avaliados foram pequenas
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moléculas como: os isébmeros do &cido usnico (USN) e o acido fumarprotocetrarico
(FUM), além da cocaina (COC) e cocaetileno (CE), em sistemas simulando as condi¢des
fisiologicas.

1.4.1 Metabdlitos secundarios de liquens

Os liquens sdo associagdes simbidticas complexas entre fungos e algas e séo
constituintes importantes de muitos ecossistemas, além disso, eles possuem ampla
distribuicéo e habitam as mais diferentes regides do planeta (MOLNARA & FARKAS,
2010). Eles geralmente crescem em superficies de rochas, no solo ndo fértil, bem como
nos troncos e folhas de arvores, sendo capazes de sobreviver em situacdes de estresse
ecoldgico como, alta iluminagao, altas temperaturas e escassez de agua (COBANOGLU
etal., 2016; CALCOTT et al, 2018).

Como resultado dessa simbiose ha a producdo de metabdlitos primarios
(intracelulares) e secundérios (extracelulares) (MACIAG-DORSZYNSKA, WEGRZYN,
GUZOW-KRZEMINSKA, 2014). Os metabolitos primarios sdo proteinas, aminoécidos,
carboidratos, carotenoides, polissacarideos e vitaminas essenciais para 0 crescimento
vegetativo (KOWALSKI et al., 2011). Ja os metabolitos secundarios, ndo sdo essenciais
para o crescimento vegetativo sendo produzidos quando o crescimento microbiano ja esta
na fase estacionaria, a partir de um metabolito primario, podendo funcionar como (i)
horménios sexuais, (ii) ionoforos, (iii) compostos competitivos contra bactérias, fungos,
amebas, insetos e planta, (iv) agentes de simbiose, (v) efetores de diferenciacéo, e outras
atividades ainda desconhecidas (DEMAIS &ADRIO, 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo constituidos por uma grande variedade de
compostos alifaticos e aromaticos, principalmente acidos fenolicos (KOWALSKI et al.,
2011), e foram bastante explorados em muitas pesquisas relacionadas as aplicagdes
fitoquimicas e farmacéuticas, pois eles possuem um grande potencial farmacéuticos,
incluindo principalmente atividades antimicrobianas, antioxidantes, antivirais,
anticancerigenas, antigenotoxicas, anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas
(MOLNAR & FARKAS, 2010). Dentre os metabdlitos secundarios produzidos por
liqguens, merecem destaque os isdmeros do acido Usnico e o acido fumarprotocetrérico,
cujas estruturas estdo ilustradas na Figura 7 (BACKOROVA et al., 2012). O &cido Usnico
(USN) (2, 6- diacetil- 7, 9- dihidroxi- 8, 9b- dimetildibenzo[b,d] furan-1, 3(2H,9bH)-

diona) € um composto de coloragdo amarela que existe em duas formas enantioméricas,
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as quais diferem na posicdo 9b do grupo metila (BACKOROVA et al., 2012). Este
metabdlito secundario ocorre em muitas espécies de liquens pertencentes a diferentes
géneros, como: Usnea, Evernia, Lecanora, Cladonia e Parmelia, tendo a importante
funcdo de proteger o liquen da radiagdo de menor comprimento de onda (RUNDEL,
1987), além de ser considerado uma reserva energética em casos de estresse nutricional
(VICENTE et al., 1980).

Além disso, é o metabolito secundéario de liquen mais amplamente estudado, por
conta das suas varias propriedades bioativas, ja relatado na literatura sua atividade
antiviral, anti-inflamatéria, analgésica, antifingicas e antibactericida (MACIAG-
DORSZYNSKA, WEGRZYN, GUZOW-KRZEMINSKA, 2014) para bactérias como,
Mycobacterium tuberculosis (VARTIA, 1949); Micrococcus luteus, Bacillus
licheniformis, B. mycoides e Streptococus -hemolyticus (BUSTINZA, 1951); M. aurum
(INGOLFSDOTTIR et al, 1998), B. cereus, B. megaterium, S. aureus, Klebisiela
pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa (SAENZ, GARCIA, HOWEL, 2006). Vicente e col.
(1973; 1978), estudando a germinacdo de sementes, demonstraram que o uso do acido
usnico pode inativar algumas enzimas, como por exemplo, glutamato desidrogenase e a
urease.

Figura 7- Estruturas quimicas de metabdlitos secundarios de liquens: (a) (R)-(+)-acido Usnico,
(b) (S)-(-)-&cido Usnico e (c) acido fumarprotocetrarico.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019
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O acido fumarprotocetrarico (FUM), por sua vez, é uma depsidona produzida pelo
liguen Cladonia verticillaris (CALCOTT et al, 2018), sendo importante para o
organismo produtor, uma vez que pode agregar metais prejudiciais a parede celular de
fungos, impedindo sua entrada nas células (HAUCK & HUNECK, 2007), além de possuir
atividade antiherbivora (REUMATIMANN & SCHEIDEGGER, 1987) e contribuir na
regulagéo da atividade da urease (VICENTE & XAVIER-FILHO, 1979), pois segundo
Legaz e colaboradores (2006), os fendis liquénicos bloqueiam os grupos — SH essenciais
para a atividade enzimatica, impedindo a formacdo dos complexos enzima-substrato,
sendo reportado que o acido fumarprotocetrarico de C. verticillaris inibe a urease.

Esse metabolito ja tem sido descrito na literatura como um potente bactericida e
fungicida. Alguns estudos mostraram sua forte acdo contra muitas bactérias, como
Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, entre
outros (CALCOTT et al, 2018).

Pelo fato desses metabolitos ja serem bem estudados e bem caracterizados quanto
a estrutura, citotoxicidade, acdo antimicrobiana, entre outros, buscou-se avaliar a acédo
dos mesmos como inibidores de urease, e consequentemente como possiveis compostos
para o tratamento da H. pilory, uma vez que hd uma grande demanda da indudstria
farmacéutica por novas moléculas que ndo sofreram de detoxificagdo pelos
microrganismos patogénicos, ainda sendo possivel conferir a esses compostos uma nova

aplicacdo ainda ndo explorada , significativamente, na literatura.

1.4.2 Cocaina e cocaetileno

A cocaina (benzoilmetil ecgonina) é um alcaloide extraido das folhas da coca, uma
planta cujo nome cientifico é Erythroxylum coca, natural da América do Sul. Além disso,
é uma das drogas ilegais mais amplamente usadas no mundo e o vicio na cocaina (COC)
constitui um problema de satde publica. Esta droga é vendida na forma de um pé solavel
em agua, como cloridrato de cocaina, que pode ser inalado ou injetado. Apos inalacdo sua
concentracdo méxima no plasma € atingida em cerca de 5 min e 0s niveis maximos no
cérebro apos cerca de 4-10 min (SUKBUNTHERNG et al., 1996; DENG et al., 2002). Os
usuarios de cocaina experimentam uma série de efeitos, como euforia, elevagéo do humor
e aumento da energia sexual, no entanto, alguns efeitos indesejaveis podem ser causados,
incluindo paranoia, alucinacdes e psicose (CASEY LAIZURE et al., 2003).
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Os efeitos de euforia, prazer e agitacdo estdo relacionados ao estimulo da
biossintese e bloqueio de receptacdo de neurotransmissores dopaminérgicos. A dopamina
é sintetizada por alguns neurdnios em certas regides do cerebro. Apoés ser sintetizada, fica
armazenada em pequenas vesiculas e quando um impulso elétrico chega aos dendritos
terminais dos neurénios, essas vesiculas liberam seus contetdos no espago sinaptico
(ponto de encontro entre os neur6nios). Ali, a dopamina se liga a receptores especificos
situados na membrana externa do neurdnio seguinte (ROTH et al., 1995), desencadeando
a transmisséo do impulso nervoso e sendo recapturada ao se ligar a receptores especificos
na celula de origem, como um tipo de ciclo de reutilizacdo. A cocaina blogueia esses
receptores, impedindo sua receptacdo e o0 acumulo de dopamina estimula,

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

1.4.2.1 Uso associado de cocaina com bebidas alcéolicas

A maioria dos usuarios de cocaina também ingere etanol na forma de bebidas
alcoolicas. Esta combinacdo resulta em uma diminuicdo da depuracdo da cocaina e na
formacdo do metabolito farmacologicamente ativo, o cocaetileno (CE), resultante da
reacdo de transesterificacdo (carboxilesterase) no figado, entre cocaina e etanol em
oposicdo a reacdo normal com &gua (hidrolise) que produz os metabdlitos inativos
(benzoilecgonina, éster metilico de ecgonina e norcocaina), como mostrado na Figura 8
(DAVID & BAILEY, 2016)

O usuario de drogas utiliza essas associagdes para prolongar o quadro euférico, uma
vez que o CE tem alta taxa de distribuicdo no cérebro/sangue, seguido por cocaina,
norcocaina e benzoilecgonina. Sua meia-vida plasmatica é 3 a 5 vezes maior que a da
cocaina, que ¢ em média de 50 min. Além disso, o cocaetileno diminui o quadro
psicomotor causado pelo alcool (GINSBUREG, et al., 2005).

Estruturalmente, cocaina e cocaetileno diferem somente na substituicdo do grupo
etil no lugar do metil éster (HOU et al., 2014). Porém Barreiro e colaboradores (2011) ja
reportaram que o grupo metil pode alterar profundamente as propriedades farmacoldgicas
de uma molécula, uma vez que 0 mesmo promove mudancas estéreo-eletronicas e isso,
por exemplo, explica a diferenca entre 0 DNA e 0 RNA, o0s quais sdo bases de pirimidina,
que diferem um do outro pela presenca de um grupo metil na posicéo 5 do anel da piridina,

por exemplo. Outro exemplo seriam os diferentes perfis de atividades da cafeina,
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teobromina e teofilina, que sdo alcaloides hidrossoluveis que dependem do padréo de
metilagdo (BARREIRO, KUMMERLE, FRAGA, 2011).

Figura 8- Metabdlitos da cocaina formados durante o metabolismo da droga, rea¢des de hidrdlise

e transesterificagdo in vivo.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Uma vez que a afinidade de ligacdo entre composto bioativo e proteina afeta a sua
distribuicdo, metabolismo e eficacia, estudos sobre a ligacdo entre proteina e compostos
com atividade bioldgica sdo importantes. Dentro dessa vertente, a avalicdo da afinidade
e a caracterizacdo da interacdo entre COC-HSA e CE-HSA, pode explicar os efeitos
diferenciados desses compostos bioativos quanto a farmacocinética e efeito da droga.

Estudos dessa natureza ja foram realizados por Alsamamra e colaboradores (2018)
para procaina, um anestésico local, com albumina do soro humano, com o objetivo de
esclarecer a estrutura, fungéo e propriedades do complexo drogas - HSA. Outro trabalho
realizado por Fanali e colaboradores (2011), avaliou a ligacdo entre O-tetra-
hidrocanabinol (THC) e HSA, e a influéncia do diazepam nesse processo, considerando
gue os usuarios de maconha tendem a usar outros medicamentos psicoativos com mais
frequéncia do que os ndo usuarios. Porém apesar da importancia, na literatura, os estudos
nessa tematica com drogas ilicitas, ainda s&o muito escassos (KHAN, MUZAMMIL,
MUSARRT, 2002).
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1.5 Técnicas para avaliacdo do processo de interacao proteina-ligante

Para avaliar a interagdo proteina-ligante, in vitro, diversas estratégias empregando
técnicas instrumentais ou ndo, podem ser utilizadas, tais como: equilibrio de dialise,
fluorescéncia molecular, UV-visivel, infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), eletroforese (em gel de poliacrilamida e capilar), espectrometria de massas,
dicroismo circular, cromatografia de afinidade, ressonancia magnética nuclear (RMN),
ressonancia de plasma de superficie, modelagem molecular, entre outras (DONG, MA,
LIU, 2013).

Neste trabalho, foram utilizadas as técnicas espectroscopicas de absor¢do no UV-
visivel e fluorescéncia molecular para avaliacdo do processo de interacdo entre a HSA
com a cocaina e o cocaetileno, seu metabdlito, e a urease e trés metabolitos secundarios
de liquens (isbmeros do acido usnico e &cido fumarprotocetrarico). Por meio destas
técnicas foi possivel calcular os valores das constantes de ligacdo, nimero de sitios de
ligacdo, dados termodinamicos, distancias intermoleculares, sitios preferenciais de
ligacdo, entre outros parametros. Desta forma, as técnicas empregadas nos estudos de
interacdo macromolécula-ligante sdo brevemente descritas a seguir, considerando 0s
principais aspectos quanto as informac6es que podem ser obtidas decorrentes da interagéo

entre proteina e ligante de interesse in vitro.

1.5.1 Espectroscopia de absorcédo no UV-visivel

A espectrofotometria visivel e ultravioleta € uma das técnicas analiticas mais usadas
para quantificacGes de diferentes espécies em diversas areas. Esta técnica permite a
determinacdo de compostos organicos e inorganicos, sendo amplamente aplicada no
controle de qualidade quanto ao principio ativo de farmacos (DONG, MA, LIU, 2013;
RANJBAR et al., 2013).

Esta técnica é baseada na incidéncia de radiacdo continua (feixe de luz) sobre uma
amostra resultando em absorcdo de parte da radiagdo. O processo de absor¢ao é medido
pela absorvancia (A) definida matematicamente como log(Po/P), enquanto que a luz que
ndo foi absorvida é transmitida através da amostra. Este processo € denominado de
transmitancia (T), sendo mensurado por meio da razéo de P/Po (SKOOG, et al, 2014).

A energia absorvida na forma de radiagdo luminosa corresponde a energia

necessaria para promover o elétron da camada de valéncia do estado de menor energia
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(estado fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado). Portanto, nem
todos os comprimentos de onda da luz sdo absorvidos igualmente por uma amostra. Vale
ressaltar que a radiagdo eletromagnética absorvida é quantizada, ou seja, tem um valor
igual a diferenca de energia entre o estado excitado e fundamental (HARRIS, 2017).

A regido do espectro que ocorre a absorcao (seja na regido visivel ou ultravioleta)
depende, em primeiro lugar, do nimero e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions
absorventes. A regido ultravioleta do espectro € geralmente considerada na faixa de 200
a 380 nm, enquanto que a regido do visivel entre 380 a 800 nm.

De um ponto de vista pratico, o aspecto mais importante do calculo quéntico é a
determinacdo da quantidade de luz que é absorvida pela amostra. Isto é descrito pela lei
de Beer-Lambert, que estabelece a relagdo entre a intensidade da luz méxima que incide
na solucéo (Po), e a intensidade de luz final, apds passar pela solucéo (P). Essa relagdo
também permite determinar a concentracdo de uma espécie absorvente simplesmente
medindo sua absorbancia (SKOOG, CROUCH, HOLLER, 2009).
log (Po/P) = A = excxl Equacéo (2)
A = absorvancia
¢ = coeficiente de absorvidade molecular ou coeficiente de extin¢éo
¢ = concentragdo molar do material absorvedor
| = largura da camada de amostra através da qual a luz passa.

A espectroscopia de absor¢do no UV-visivel permite monitorar a formacdo do
complexo proteina-ligante, bem como avaliar possiveis mudangas na estrutura da
macromolécula apds a interacdo com o ligante (RAUF et al., 2016). Neste sistema, €
possivel monitorar o ligante ou a proteina, se ndo ocorrer sobreposi¢do espectral, contudo,
é preferivel avaliar a proteina, uma vez que as mudancas na estrutura nativa da mesma
podem ser avaliadas por meio de variacbes na intensidade e no perfil espectral
(RANJBAR et al., 2013). Isto é possivel porque as proteinas possuem duas bandas de
absorcéo eletrdnicas particulares que podem sofrer mudancas a depender do estado de
oxidacdo, ligacio e conformacéo dos seus cromoforost, bem como devido a alteragGes
nas suas cadeias polipeptidicas (RAUF et al., 2016; TIAN et al., 2015). A banda de

absorcéo referente as ligacdes polipeptidicas entre os aminoacidos ocorrem na faixa de

1 Um croméforo ou grupo croméforo é a parte ou conjunto de a&tomos de uma molécula responséavel por sua
cor ou regido de absorcdo. Também se pode definir como uma substancia que tem muitos elétrons capazes
de absorver energia ou luz visivel (YU et al., 2014)
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210 a 220 nm), a outra banda referente as transi¢des eletronicas T — n~ de aminoacidos
aromaticos Trp (280 nm), Tir (278 nm) e Phe (257 nm) apresentam absorc¢éo entre 240-
300 nm (YU et al., 2014; KHAN et al., 2012; CHI et al., 2010).

Assim, a formacao do complexo proteina-ligante pode ser confirmada por meio do
monitoramento das alteracfes das propriedades de absorcdo da proteina livre e ligada.
Para confirmar a formacao do complexo proteina-ligante na regido do UV, deve-se avaliar
se ndo houve efeito aditivo da lei de Beer, uma vez que no complexo supramolecular
formado, o ligante dificulta a rotacdo ao redor das ligagdes peptidicas e pode alterar a
estrutura da proteina, levando a alteracfes espectroscopicas em ~210 e ~280 nm (KHAN
etal., 2002; CHI, et al., 2010).

Outro tipo de alteragdo das propriedades de absorcéo da proteina é o deslocamento
da banda de absorcdo que traz informacGes acerca da polaridade do microambiente dos
residuos dos aminoacidos Trp e Tir. Um deslocamento para maiores comprimentos de
onda (efeito batocrémico) indica que o microambiente destes aminoacidos se tornou mais
polar e para menores comprimentos de onda (efeito hipsocrémico) o ambiente tornou-se
menos polar (CHI et al., 2010).

Essa técnica apresenta vantagens como baixo custo e simplicidade, além permitir a
avaliacdo qualitativa da formacdo de complexo e de mudancas na conformacdo da
proteina. Porém, a espectrofotometria visivel e ultravioleta apresenta algumas limitacdes
como a baixa seletividade e sensibilidade (WANG & NI, 2014) Dessa forma, é necessario
utilizar outras técnicas como suporte, que possibilite realizar estudos eficientes, confiaveis,
com alta sensibilidade, além de permitir avaliar tanto qualitativamente como
guantitativamente outros parametros importantes das interacdes proteina-ligante, como:
constante de ligagdo, nimero de sitios de ligacdo, forcas intermoleculares, distancias
intermoleculares e monitoramento em 3D (YAN & MARRIOT, 2003). Dentro desse
contexto, a espectroscopia de fluorescéncia molecular € uma técnica que permite obter
tais informacbes (WANG & NI, 2014).

1.5.2 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de emissdo molecular ou espectrofluorimetria consiste na técnica
que utilizada quali- e quantitativamente substancias capazes de fluorescer (TIAN et al.,
2015). A fluorescéncia é resultado da absor¢édo de energia radiante e da posterior emissdo

de parte dessa energia, ocorrendo no intervalo de tempo, entre a captacdo do foton e a
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emissdo da energia captada, extremamente curto (de 102 a 10° s) (SIDDIQUI,
ALOTHMAN, RAHMAN, 2017). Nesse processo, a energia € emitida rapidamente
devido a molécula encontrar-se no estado excitado singleto, no qual os orbitais eletrénicos
estdo emparelhados, e os spins dos elétrons em direcdes opostas. Com a liberacao de parte
da energia absorvida, a molécula sofre uma transi¢éo do estado excitado singleto para o
estado fundamental, ocorrendo a emissao de fluorescéncia (SANTOS & GIL, 2010).

Essa técnica tem como vantagens a alta sensibilidade, facil operagdo e a maior
seletividade, uma vez que nem todas as substancias que absorvem radiacdo
eletromagnética sao capazes de emitir fluorescéncia (GHASEMI, 2016). Devido as suas
vantagens, a espectrofluorimetria tem sido muito usada em estudos de interagéo entre
moléculas pequenas como medicamentos, inibidores enzimaticos, espécies toxicas,
corantes, pesticidas entre outros, e macromoléculas como as proteinas (TIAN et al., 2015;
MADRAKIAN et al., 2014). Dessa forma é possivel avaliar varios aspectos do processo
de interacdo proteina-ligante, monitorando o sinal (intensidade) de fluorescéncia, o qual
deve ser alterado (aumentar ou diminuir) considerando a presenga e auséncia do ligante
no meio proteico (SANTOS & GIL, 2010). O sinal monitorado pode ser o da
fluorescéncia intrinseca da proteina ou do ligante (quando o mesmo for capaz de emitir
fluorescéncia), porém se o ligante e proteina emitirem no mesmo comprimento de onda,
emprega-se uma sonda que interaja com a proteina, fazendo com que a proteina emita em
um comprimento de onda diferente da proteina isolada. Vale ressaltar que é sempre
preferivel monitorar o sinal direto da proteina, uma vez que a partir do mesmo é possivel
avaliar alteracfes na macromolécula em funcédo da presenga do ligante (MUNISHKINA
& FINK, 2007)

A fluorescéncia intrinseca das proteinas se deve ao fato da presenca de aminoacidos
aromaticos em sua cadeia polipeptidica: triptofano (Trp), tirosina (Tir) e fenilalanina
(Phe), sendo o triptofano o principal responsavel pela fluorescéncia, por causa do seu
maior rendimento quantico (® = 0,20), em pH fisiolégico, quando comparado com Tir
(@ = 0,14) e Phe (® = 0,04) e também, pelo fato da fluorescéncia da tirosina ser
parcialmente desativada quando esta ionizada e proxima de um grupo amino, carboxilico,
ligacdo dissulfeto ou residuo de triptofano (GHISAIDOOBE & CHUNGS, 2014; TIAN,
et al.,, 2015). Cada residuo de aminoacido aromatico emite fluorescéncia em um
determinado comprimento de onda, sendo possivel observar na Figura 9. A tirosina livre
mesmo possuindo o rendimento quantico menor que o Trp na mesma concentragéo,
possui maior intensidade e espectro mais estreito comparado com o triptofano. Este fato
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estd associado a sensibilidade do Trp a solventes polares (como a agua), uma vez na
estrutura da proteina, fica mais protegido, e apresenta maior intensidade de fluorescéncia
(TIAN et al, 2015)

Figura 9- Espectro de emissdo de aminoacidos aromaticos livre tirosina, triptofano e fenilalanina.

(@]

7
\\T YR

\ TRP

Intensidade de fluorescéncia
fe)
o
' |

i 1
300 350 400

nNO
w
o

Comprimento de onda/ nm
Fonte: Adaptado de Lakowicz, 2006.

Para as proteinas as medidas da intensidade do sinal de fluorescéncia podem
fornecer informaces sobre a interacdo com moléculas pequenas, como: 0 mecanismo de
ligagdo se ocorre por quenching (dindmico, estatico ou ambos), nimero de sitios de
ligacdo (estequiometria), constantes de ligacéo (Kby), parametros termodinamicos (AH, AS
e AQ), tipo de forgas intermoleculares envolvidas no processo de interagdo proteina-
ligante, distancias intermoleculares, entre outros parametros (KANDAGAL et al., 2006;
WANI, et al, 2017).

Neste estudo, utilizaram-se as  seguintes  estratégias empregando
espectrofluorimetria: medidas de fluorescéncia no estado estacionario, estudo do
mecanismo de quenching, fluorescéncia tridimensional (fluorescéncia 3D), fluorescéncia
sincronizada (synchronous fluorescence), estudos de competicao, transferéncia de energia
ressonante (FRET, Forster Resonance Energy Transfer) e ensaio de hidrofobicidade, as
quais sdo descritas nos proximos topicos.

Todas as estratégias empregadas se baseiam no processo de supressdo de
fluorescéncia (quenching), o qual tem sido amplamente estudado tanto como fendmeno

fundamental, quanto como fonte de informac&o sobre sistemas bioquimicos.
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1.5.2.1 Supressao de fluorescéncia — quenching

O processo de quenching é definido como a reducéo da intensidade de fluorescéncia
que ocorre devido a: rearranjos moleculares, transferéncia de energia ou elétrons,
formacédo de complexo no estado fundamental e extingdo por colisbes. A molécula ou
espécie que entra em contato com o fluoréforo (F) (espécie capaz de emitir fluorescéncia)
no estado excitado e o desativa, inibindo sua fluorescéncia, € denominada quencher (Q)
(WANG et al., 2015; SURYAWANSHI et al., 2016)

A partir da avaliacdo do processo de quenching de fluorescéncia é possivel
compreender 0 mecanismo de interacdo que ocorre entre o fluoréforo, que no caso das
proteinas, seriam os residuos dos aminoacidos aromaticos Trp, Tir e Phe e o quencher
(ligante). Os mecanismos de quenching sdo classificados como quenching dinamico
(colisional) ou estatico, podendo, em alguns casos, ocorrer 0s dois mecanismos
simultaneamente. O quenching dindmico ocorre quando o fluoréforo no estado-excitado
(F") é desativado ao entrar em contato com outra molécula (Q). O contato entre ambos é
momentaneo, ocorrendo apenas durante a existéncia do estado excitado (tempo da ordem
de ns). O quenching estéatico refere-se a formacao de um complexo ndo-fluorescente (F—
Q). Este mecanismo ocorre no estado fundamental e ndo depende de processos de difusdo
ou colisdes moleculares (MOLINA-BOLIVAR et al, 2014; WANI et al., 2017). A
reducdo da intensidade de fluorescéncia é descrita matematicamente

ilg =1+K,7[Q] OU EFO =1+K4/[Q] Equagéo (3)

em que, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do ligante,
respectivamente; Kq € a constante de velocidade de quenching bimolecular difusional
(2,0x10% L mol™t s1), 19 é 0 tempo de vida médio (108 s), [Q] € a concentrac&o do ligante
que atua como quencher e Ksy € a constante de quenching Stern-Volmer. A equagédo de
Stern-Volmer indica a sensibilidade do fluoroforo frente a sua interagdo com o ligante
quanto a capacidade deste em suprimir o processo de emissao de radicacdo (ALANAZI
& ABDELHAMEED, 2016; SURYAWANSHI et al., 2016).

Para avaliar qual o mecanismo preferencial de quenching, deve-se realizar o
experimento em diferentes temperaturas, e a seguir, calcular os valores da constante
(Ksv). Quando o valor de Ksy aumenta em funcdo da elevacao da temperatura se associa
ao processo de quenching dindmico, uma vez que temperaturas mais elevadas levam a

um maior coeficiente de difusdo, e por consequéncia aumenta-se o numero de choques
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entre o fluoroforo e o quencher. Quando os valores da constante diminuem com o
aumento da temperatura é indicativo de quenching estatico, visto que temperaturas
elevadas afetam a estabilidade do complexo fluoréforo-quencher no estado fundamental
(WANI et al.,, 2017; SURYAWANSHI et al., 2016). Porem, é preferivel avaliar o
mecanismo preferencial calculando-se o valor de Kqem diferentes temperaturas, uma vez
que o mecanismo preferencial de quenching é inferido comparando o valor de Kq
calculado com um valor de referéncia, de forma que quando o valor da constante for maior
que o referencial 2,0x10° L mol* st é indicativo de quenching estatico, e se for menor é

indicativo de quenching dinamico.
1.5.2.2 Constantes de ligacdo (Kp) e parametros termodinamicos

A partir da variacdo do sinal de fluorescéncia na presenca do ligante é possivel
calcular o valor da constante de ligacdo (Kb) e determinar a estequiometria do complexo
macromolecular formado entre proteina e ligante (n). Esses parametros podem ser
calculados a partir da seguinte equacdo (SANTOS & GIL, 2010):

Iog{(F"—F_F)} = logK, +nlog[Q] Equacio (4)

onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia do doador na auséncia e na presenca do
ligante, n € proporcdo estequiométrica do complexo macromolecular formado entre
proteina e ligante, Ky é a constante de ligagédo e [Q] é a concentracdo do ligante, que neste
caso atua como quencher.

A espectroscopia de fluorescéncia também ¢é utilizada para determinar parametros
termodinamicos envolvidos na interacdo proteina-ligante, podendo inferir, a partir desses
parametros, as ligacGes intermoleculares predominantes nesse processo de interacao,
sendo as ligacBes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interacBes hidrofébicas e
eletrostaticas as principais interagdes.

Os parametros termodinamicos sdo determinados a partir do estudo que avalia a
formacdo do complexo proteina-ligante, em diferentes temperaturas, de forma que os
valores de AH e AS sdo calculados pela linearizagdo de (InKp vs T1), da equacio de Van’t
Hoff (ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016; BARAKAT & PATRA, 2013):

InK, :—E. 1 +§ Equacéo (5)
RIT] R
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onde R ¢ a constante dos gases, T é a temperatura experimental (em K) e K;, é a constante
de ligagéo a uma dada temperatura. De acordo com os resultados para AH e AS referente
ao processo de interacdo, pode-se relacionar quais as forgas intermoleculares estabilizam
o sistema formado, assim quando: i) AH > 0 ¢ AS > 0 preferencialmente forgas
hidrofobicas estao associadas ao processo de interagdo; enquanto que para ii) AH <0 e
AS < 0 sdo forgas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio, e iii)) AH <0 e AS >0
preferencialmente séo interacGes eletrostaticas (ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016;
WANI et al., 2017). A partir dos valores de AH e AS obtidos, ¢ possivel obter o valor de
AG por meio da equacao:
AG = AH — TAS Equacéo (6)
O AG, por sua vez ira inferir sobre a espontaneidade do processo de interagéo:
quando AG > 0 indica que o processo de interagdo ndo ¢ espontaneo e quando AG < 0

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

1.5.2.3 Fluorescéncia tridimensional (3D)

A fluorescéncia tridimensional é uma técnica de analise de fluorescéncia
amplamente empregada em estudos de interacdo, uma vez que pode fornecer informacoes
mais detalhadas sobre a alteracdo da configuracdo de proteina resultante do processo de
interacdo (TAN et al., 2012). Este estudo é importante, pois, uma vez que a funcdo de
muitas proteinas estd diretamente relacionada com sua estrutura (SHARMA,
ANANDAKUMAR, ILANCHELIAN, 2014; XU et al., 2012).

O espectro de fluorescéncia 3D é composto por trés picos emissdo: 0 primeiro
refere-se ao espalhamento da radiacdo, chamado de efeito Rayleigh, no qual se tem a
igualdade entre o comprimento de onda de excita¢ao ¢ o de emissdo (Aex = Aem); 0 Segundo
pico ¢ referente aos residuos de triptofano e tirosina (Aex/ Aem), €NQUanto que o terceiro
pico refere-se as transi¢des m—n da carbonila presente na ligacdo peptidica, permitindo
avaliar possiveis alteracBes na conformacdo nativa da proteina (GUO et al., 2014;
ZHANG et al., 2008).

1.5.2.4 Fluorescéncia sincronizada

A fluorescéncia sincronizada ¢ uma técnica que permite analisar mudangas no

microambiente dos fluordforos Trp e Tir decorrentes do processo de interacdo, as quais
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sdo relacionadas com variacdo da polaridade da proteina (CHAKRABORTY &
LEDWANI, 2016). Na fluorescéncia convencional o espectro de emissao é obtido pela
varredura em uma determinada faixa de comprimentos de onda (Aem) quando uma amostra
¢ irradiada em um comprimento de onda de excitagdo fixo (Aex) (KABOUDIN et al.,
2013). Contudo, na fluorescéncia sincronizada obtém-se o espectro de emissdo mantendo-
se constante o intervalo entre o comprimento de onda de emissao e excitagdo (AA = Aem -
Lex) € a partir desta diferenca é possivel obter informacGes acerca dos residuos de Trp e
Tir separadamente (SOTOMAYOR, 2008; ALANAZI & ABDELHAMEED, 2016).

Quando AA ¢ igual a 60 nm, monitora-se 0 microambiente dos residuos de Trp,
enquanto que para AL = 15 nm, se avalia o microambiente dos residuos de Tir
(BARAKAT & PATRA, 2013). Por meio do monitoramento do deslocamento do
comprimento de onda de maxima emisséo do espectro de fluorescéncia da proteina livre
e ligada € possivel analisar a ocorréncia de mudancas em cada microambiente de forma
independente. Quando h& um deslocamento para maiores comprimentos de onda, é um
indicativo que o microambiente da regido do fluoréforo (ou seja, dos residuos de
aminoéacido Tir ou Trp) tornou-se mais polar ao interagir com o ligante. Contudo, quando
o0 deslocamento € para menores comprimentos de onda indica que o microambiente da
regido do fluordforo tornou-se mais apolar ao interagir com o ligante (TAN et al., 2012;
SUN et al., 2012).

Além do deslocamento do maximo de emissdo, a constante de Stern-Volmer (Ksy)
é o principal pardmetro usado para avaliar os resultados deste estudo. A partir de uma
titulacdo, mantendo-se fixa a concentracao da proteina e variando o ligante, o residuo que
apresentar maior valor de Ksy é aquele mais afetado pelo processo de interagdo, sendo
possivel inferir se ocorreram altera¢fes na estrutura original da proteina apos a interacao
com o ligante, usando os residuos de aminoacidos aromaticos Tir e Trp como fluoréforos
marcadores (SUN et al., 2012).

1.5.2.5 Avaliacao do sitio preferencial de ligacéo

Estudo de competicéo tem a finalidade de identificar o local de ligacéo preferencial
de moléculas pequenas na proteina e verificar a influéncia de possiveis competidores no
sitio de ligagdo, como mostrado na Figura 10 (CHAVES, 2015). Para realizar o estudo de
identificacdo do sitio preferencial de ligacdo sdo usados marcadores, ou seja, moléculas

que se ligam seletivamente a um local ou regido conhecida da proteina (NI, SU, KOKOT,
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2006). As moléculas que sdo frequentemente utilizadas como marcadores sdo: varfarina
para o sitio | e ibuprofeno ou diazepam para o sitio Il. Contudo, Sudlow e colaboradores
(1976) afirmam que o ibuprofeno além de se ligar ao subdominio 1A (sitio 1), pode
migrar para uma regido intermediaria localizada entre os sitios I1A e 1IB. Assim, é
preferivel o emprego do diazepam como marcador do sitio Il, pelo fato de ser mais
seletivo e assim, fornecer um resultado mais representativo (ZSILA, 2013).

Para avaliar qual sitio de ligacdo preferencial do ligante se compara os valores da
constante de ligacdo (Kb) proteina-ligante na auséncia e presenca do marcador seletivo a
uma determinada regido da proteina. Aquele marcador que levar a menores valores da
constante de ligacdo é o que esta influenciando mais efetivamente no sitio de ligacéo
(ZHANG et al., 2013).

Figura 10- Esquema dos estudos de competicdo para determinagdo do sitio de ligacéo, onde M é

0 marcador de sitio e L é o ligante.
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Fonte: Adaptado de Silva, 2017.

1.5.2.6 Influéncia de espécies bioldgicas no processo de interacao

Os ions metalicos, anions, acidos graxos, vitaminas, agucares, entre outras especies
desempenham papel importante como nutrientes, cofatores enzimaticos e participando de
outras fungdes nos sistemas bioldgicos (ROY et al., 2013). A presenca destas diferentes
espécies pode afetar a interacdo entre o ligante e a proteina, uma vez que eles também séo
transportados pela HSA. O parametro utilizado para avaliar se a interacdo entre o ligante
e a proteina foi afetada na presenca de ions metalicos € a constante de ligacdo Ky (XIAO
et al., 2007). Este estudo é realizado por fluorescéncia molecular, onde avalia-se a
constante de ligacdo (Kp) entre a proteina e o ligante na auséncia e na presenca de
possiveis espécies competidoras comuns ao sistema biolégico de interesse (BARAKAT
& PATRA, 2013). Quando o valor de K, aumenta em relacdo ao sistema controle é
indicativo que a presenca da espécie favorece o processo de interacdo, contudo, quando
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o valor da constante de ligacao reduz, ocorre um desfavorecimento, devido possivelmente

a competicao entre ligante a espécie bioldgica avaliada.
1.5.2.7 Transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET)

O processo de FRET é um fenébmeno mecénico quantico que ocorre com a
transferéncia de energia de um doador (fluoréforo) no estado excitado a um receptor
(ligante), e este ap0s absorver energia pode emiti-la (fluorescéncia) em um comprimento
de onda maior que do sistema doador ou atuar como quencher (ALANAZI &
ABDELHAMEED, 2016). Este processo esta representado no esquema da Figura 11. De
acordo com a teoria de Forster acerca da transferéncia de energia ndo radiativa (FRET),
este processo entre o doador e receptor depende dos seguintes fatores: (i) orientacdo
relativa dos dipolos dos doadores e receptores, (ii) grau de sobreposi¢do do espectro de
emissdo do doador com o espectro de absorcéo do receptor, e (iii) da distancia entre o
doador e o receptor (ro0) (BARAKAT & PATRA, 2013).

Figura 11- Esquema geral de um sistema com transferéncia de energia por ressonancia de Forster

com e sem (re)emissdo de luz.
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Fonte: Adaptado de JAMESON, 2014.

A distancia entre o doador e o receptor deve ser menor que 8-10 nm para que ocorra
transferéncia de energia diferente de zero. Por meio deste método pode-se avaliar a
interacdo proteina—ligante e calcular a distancia entre o ligante e o(s) residuo(s) de Trp da
proteina (NAVEENRAJ et al., 2013; NASERI et al., 2015). A distancia (ro) entre o doador
e o receptor pode ser calculada através da equacéo:

6
E:]_-E: RO

— 5 E do (7
R RS+ Ao (1)
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em que, E é a fracdo de energia transferida do doador para o receptor, ro é a distancia
entre o ligante e o doador, e Ro ¢ a distancia critica de Forster, quando 50% da energia
de emissdo do doador é transferida para o receptor (TAN et al., 2012). A equacdo da
distancia critica (Ro) pode ser descrita como:
_ 8.8x10"?Kk*®J

= %

em que, K2 é fator de orientacdo que esta diretamente relacionado com a geometria do

R¢ Equagio (8)

dipolo entre o doador e 0 aceptor , sendo igual a 2/3, para orientacdo aleatoria em solugéo,
N € o indice de refracdo medio do meio no comprimento de onda onde a sobreposicao
dos espectros é significativa, ® é o rendimento quantico do doador, J, é a area de
sobreposicdo do espectro de emissdo de fluorescéncia normalizado do doador e em
relacdo ao espectro de absorcdo do receptor (MEHRANFAR et al., 2013). A éarea de
sobreposicao (J) pode ser calculada pela equacéo:
_ D FM)e()At AL
D F()AM

Nesta equagdo, F(A) é a area integrada da fluorescéncia do doador, e €(A) é area

Equacéo (9)

integrada em funcédo do coeficiente de absor¢do molar do receptor, o qual pode ser obtido
empregando a lei de Beer (MEHRANFAR et al., 2013).

1.5.2.8 indice de hidrofobicidade

Hidrofobicidade é definido como a tendéncia dos solutos ndo polares se
aglomerarem em ambientes aquosos. No caso das proteinas, esse termo se aplica a por¢éo
da superficie ndo polar que faz contato com a agua circundante, sendo as interacoes
hidrofébicas de suma importancia para a determinacao da conformacdo de uma proteina
(CARDAMONE & PURIT, 1992)

Geralmente, se determina o indice de hidrofobicidade ao se medir a quantidade de
uma sonda fluorescente hidrofébica, que pode se ligar a proteina, permitindo verificar
possiveis mudancas na conformacdo da proteina (MOLLER; DENICOLA, 2001;
BARAKAT & PATRA, 2013).

A sonda fluorogénica mais usual para avaliacdo da hidrofobicidade de proteina é o
1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS), a qual é extremamente sensivel a polaridade do
ambiente, de forma que quando ligada a regides apolares da proteina, tem seu rendimento

quéantico aumentado substancialmente, como mostrado na Figura 12 (RANJBAR et al.,
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2013). Os parametros da interacdo HSA-ANS podem ser investigados por parametros
como a constante de dissociacdo aparente (Kq) e a fluorescéncia méaxima (Fmax) do
complexo HSA-ANS, na auséncia e na presenca de um ligante. Neste contexto, 1/Kgq
representa a afinidade de ligacdo do ANS para a proteina na auséncia e na presenca de
um ligante (Figura 12). Por fim, Fmax é a intensidade de fluorescéncia na méaxima
concentracdo de ANS, o que indica a saturacdo dos sitios hidrofobicos na superficie da
proteina. O indice de hidrofobicidade superficial de proteinas (PSH) na auséncia e na
presenca de um ligante pode ser calculado pela aplicacdo da seguinte equacao:
PSH = _ P Equacéo (10)
[HSA].K,

Figura 12- Esquema da sonda ANS na presenca da proteina e do ligante.

Regido O O

hidrofébica
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—
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Proteina

Fonte: elaborada pela autora, 2019.

1.5.3. Dicroismo circular

Uma vez que as proteinas possuirem diversos centros quirais, elas podem interagir
com a luz polarizada. Assim, a técnica de dicroismo circular (DC) utiliza esse principio
para determinar a estrutura secundaria de proteinas, peptideos e acidos nucleicos, uma
vez que essa técnica consiste na absor¢do por uma molécula de uma luz circularmente
polarizada (MURAKAMI & RULLER, 2016; KELLY et al., 2005). A luz circularmente
polarizada é composta por um componente que gira em sentido anti-horéario (L) e outra
que gira no sentido horério (R), as duas de mesma magnitude. Quando essa luz passa pela
amostra e as componentes R e L sdo absorvidas na mesma proporc¢do, ndo € gerado
nenhum sinal. Porém, quando existe uma diferenca de absorc¢do das duas componentes R
e L, osinal de DC é diferente de zero (KELLY et al., 2005)

47



Diferentes sinais podem ser obtidos pelo espectro de DC para uma proteina devido
as diferentes estruturas existentes nessa macromolécula quiral, na qual ha diferentes tipos
de estrutura secundaria. A estrutura em a-hélice, apresenta duas bandas negativas em 208
e 222 nm (transi¢des m—>m € N—>w , respectivamente) e uma banda positiva em 198 nm.
Uma estrutura em [ antiparalela apresenta um pico positivo em 195 nm e um negativo
em 217 nm (SHARON; PRICE; PRICE, 2000) Além de ser uma das técnicas mais
aplicadas para determinar a estrutura secundéria das proteinas, 0 DC também € usado em
estudos conformacionais/estruturais de proteina em diferentes condi¢Bes de temperatura,
forca i6nica e presenca de ligantes (CHAVES et al., 2016).

Alteracdes na estrutura secundaria da proteina quando a mesma interage com um
ligante é monitorada, avaliando-se principalmente o contetido de a-hélice presente. O
conteudo de a-hélice na auséncia e na presenca do ligante pode ser calculado em termos
da elipticidade molar média (EMR), de acordo com a equacdo 11 (MURAKAMI &
RULLER, 2016)

?CC(TneS)IibjlvaS; (deg cm?dmol™) Equacéo (11)
p

EMR =

Cp é a concentracdo molar da proteina, n € o nimero de residuos de aminoacidos (585
para HSA) e L é comprimento do percurso (no caso foi 0,1 cm). Assim, a quantidade de
a-hélice da HSA p6de ser calculada utilizando as equagdes 12 e 13:

—EMR,,; —4000

—hélice (%) = 100 Equacdo (12

“ (%) = 330002000 quagao (12)

a —hélice (%) = —EMRy,, —2340 109 Equagcéo (13)
33000-4000

EMR208 e EMR222 representam o valor de EMR a 208 e 222 nm, respectivamente. O valor
de 4000 corresponde a EMR da forma beta na conformagdo randdomica a 208 nm,
enquanto que 33000 ¢ o valor de EMR da a-hélice pura a 208 e 222 nm (SHARON;
PRICE; PRICE, 2000). Além disto, uma série de programas estdo disponiveis para

calcular as a composicao da estrutura secundarias das proteinas.

1.5.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As tecnicas de espectroscopia de absor¢cdo molecular e de fluorescéncia molecular
avaliam o processo de interacdo proteina-ligante monitorando as modificacGes da

proteina a partir da formacdo do complexo proteina-ligante.
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A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), por sua vez, avalia
0 processo de interagdo tanto a partir do monitoramento do ligante, comparando os
espectros do ligante nos estados livre e ligado a macromolécula, como também permite a
determinacdo das propriedades estruturais e dindmicas de macromoléculas bioldgicas
como proteinas, DNA e RNA, lipidios, entre outras (CABRITA, et al., 2011).

Uma das informag6es obtidas é o mapeamento do epitopo da macromolécula ou
ligante. Epitopo é a superficie de contato da macromolécula ou do ligante envolvido no
processo de interacdo, este parametro é obtido a partir dos hidrogénios localizados na
interface do processo de interacdo (CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014).

Diversos parametros fisicos da RMN podem ser utilizados para determinar a
interacdo entre o ligante e a proteina tais como: as alteragdes do deslocamento quimico
(8), as diferencas dos tempos de relaxagédo (T1), as variagdes das constantes de difusao
(D), as mudancas do efeito Overhauser nuclear (NOE), e a diferenca de transferéncia de
saturacdo (STD), entre outras (GOLDFLAM, et al., 2011). O deslocamento quimico é o
mais utilizado, o qual é expresso em ppm e corresponde a medida da diferenca entre a
frequéncia de ressonancia entre a amostra (v) e um padrio interno (vo).

O deslocamento quimico () ¢ um parametro fisico da RMN empregado para
avaliacdo das alteracGes estruturais ocorridas na proteina quando um ligante é adicionado
ou para monitorar as variacdes dos sinais do ligante na presenca da proteina
(GONSALVES; MELO, 2007). Por meio deste parametro pode-se determinar a
localizacdo do sitio de ligagdo, a afinidade do ligante e a possivel estrutura do complexo.
Este estudo pode ser efetuado pela medida dos deslocamentos quimicos em cada ponto
de uma titulacdo, e da medida da variacdo da posicdo dos picos. Vale ressaltar que €
preferivel monitorar o deslocamento quimico referente ao ligante em relagdo a
macromolécula, pois o ligante fornece espectros de RMN mais simplificados e resolvidos
(ROUESSAC; ROUESSAC, 2007; GOLDFLAM, et al., 2011).

Assim, 0 mapeamento do epitopo é determinado a partir de uma analise
comparativa entre os deslocamentos quimicos do ligante livre e ligado ap6s a interacdo

com a proteina.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO TRABALHO

Uma vez que avaliacdo da afinidade envolvida no processo de interacdo entre
compostos bioativos e proteinas € um modelo que consegue mimetizar os sistemas
bioldgicos de interesse, fornecendo informacGes relevantes, é possivel, por meio dos
estudos biofisicos, compreender 0s processos que ocorrem in vivo. Portanto,
considerando as potencialidades este trabalho se estabeleceu em duas hipéteses:

(i) os metabdlitos secundarios de liquen, como os isdmeros do acido Usnico e o acido
fumarprotocetrarico séo inibidores eficientes de urease e ativos contra H. pylori em
estudos in vitro;

(i) a interacdo da cocaina e cocaetileno com albumina do soro humano simulando
condicdes fisiologicas, explica a diferenca da farmacocinética destes dois compostos in

vitro.
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3 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Geral

Avaliar por meio de estudos biofisicos in vitro a afinidade e parametros da interacao
entre alcaloides (COC e CE) e metabdlitos secundéarios de liquens (isdmeros do AU e
FUM), com modelos de proteinas transportadora (HSA) e a enzima urease,
respectivamente, empregando técnicas espectroscopicas e simulando condicdes

fisioldgicas.

3.2 Especificos

i) determinar a estequiometria dos complexos proteina-ligante, assim como, parametros
de ligacdo (Ksv, Kq e Kp) e termodindmicos (AG, AH e AS);

ii) avaliar o mecanismo preferencial de quenching e as mudancgas na conformacédo da
proteina/enzima por fluorescéncia sincronizada, fluorescéncia tridimensional e UV-vis;
iii) estabelecer o sitio de ligacdo preferencial para os sistemas avaliados utilizando
competidores e marcadores quimicos;

iv) calcular as distancias intermoleculares entre COC e CE e a HSA, além do indice de
hidrofobicidade;

v) correlacionar os parametros de ligacdo entre COC e CE com HSA frente aos dados
farmacocinéticos e dos compostos derivados dos liquens com urease em relacdo 0s

valores de MIC contra H. pylori.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e preparo das solucdes

A Albumina do Soro Humano (Human serum albumin, HSA), urease (Canavalia
ensiformis, Jack bean), (+)-USN, Tris ((HOCH2)sCNH. , D-glicose, cloreto de férrico
(FeCls), digoxina (Ca1He4O14), varfarina (C19H1604), hidroxiureia (CH4N202), omeprazol
(C17H19N303S), acido 8-anilino-1-naftaleno-sulfonato (ANS, C16H13NO3S.NH3 e meio
MegaCellITM RPMI-1640 foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).

A cocaina e cocaetileno foram fornecidos pelo professor Angelo de Féatima da
Universidade Federal de Minas Gerais, o qual possui autorizagdo judicial para realizar
estudos com esta classe de compostos, sendo a cocaina obtida de amostras da Policia
Federal de Minas Gerais e 0 cocaetileno sintetizado a partir da reacéo de transesterificacao
da cocaina. Os compostos (-)-USN e FUM foram e fornecidos pelo Prof. Dr. Sérgio
Fernandes da Universidade Federal de Viscosa, os quais foram isolados e caracterizados
a partir do liquen Cladonia rappii A. Evans, o qual foi colhido em julho (2012) na Serra
do Parque Estadual do Brigadeiro localizado em Araponga, Minas Gerais, Brasil
(20°41°26.85°°S,42°28°20.41°°W, 1644 m). A espécie de liquen foi identificada pela Dra.
Suzana M. A. Martins, das Ciéncias Naturais Museu do Rio Grande do Sul (Pelotas, RS,
Brasil) e depositada no herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal
de Vicosa (MG, Brasil) sob o numero do cupom VIC 35,603. A colheita de Cladonia
rappii para este estudo foi autorizada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico Desenvolvimento (CNPq; processo # 010026/2014-2).

Fosfato de potéssio tribasico (KsPOa), cloreto de calcio (CaCly), &cido oleico
(C18H3402), acido linoleico (CigH3202,), acido estearico (CigH3602), acido palmitico
(C16H3202), tioureia (CH4N2S) e ureia (CHsN20) foram obtidos da Vetec (Brasil).
Bicarbonato de potéssio (KHCO3) e acetato de magnésio (Mg(CH3COO),) foram obtidos
da Merk (EUA) e diazepam (C1sH13CiIN200 da Pharma Nostra). Outros reagentes
empregados nos ensaios foram de grau analitico com pureza acima de 98%. Em todos os
experimentos foi utilizada agua ultrapura (condutividade < 0,1 puS cm™) obtida pelo
sistema Master System- 2000 (Brasil, Gehaka).

A solucdo tampdo empregada nos estudos com Albumina do Soro Humano foi
preparada a partir de Tris 10 mM, sendo o pH foi ajustado para 7,4 £ 0,1 com HCI 1 mol
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L. A solugdo tamp&o empregadas nos estudos com a urease foi tampao fosfato 20 mM
com1lmMde EDTAapH=7,4+0,1. As mesmas foram armazenadas em um frasco de
vidro sob refrigeracdo (4 °C). A solucéo estoque da HSA a 25 uM foi preparada por
pesagem da proteina seguida de solubilizacdo direta em tampdo 10 mM (pH 7,4). A
solugdo estoque da urease a 10 uM foi prepara pela pesagem direta da enzima e
solubilizacdo em tampéo fosfato 20 mM contendo 1 mM de EDTA (pH 7,4). Para os
ensaios de interacdo, a solucdo estoque dos alcaloides COC (1,65 mM) e CE (1,42 mM)
e dos compostos extraidos de liquen (+)-USN, (-)-USN e FUM a 1,0 mM foram
preparados dimetilsulfoxido (DMSQO). Em seguida, todas as solu¢bes foram armazenadas
em frascos de vidro com protecdo da luz. A concentracdo maxima de DMSO nos sistemas
avaliados com as proteinas ndo foi superior a 2% (v/v).

Para o ensaio de competidores foram empregados no estudo com HSA: bicarbonato
de potassio, acetato de magnésio, fosfato de potassio tribasico, D-glicose, cloreto de
calcio, cloreto de férrico, acido oleico, acido linoleico, acido estearico e acido palmitico
Preparou-se a solugdo estoque em relacdo a concentragdo de HCO3,, Mg(ll), HPO4?*" ,
Ca(ll), Fe(lll) e D-glicose em &gua ultra pura, enquanto para o acido oleico, linoleico,
estearico e palmitico se utilizou etanol. As dilui¢des seguintes foram realizadas em
solucdo tampao 10 mM (pH 7,4). No ensaio de competicdo pelo sitio de ligacdo na HSA,
prepararam-se solucBes dos marcadores diazepam, digoxina e varfarina. O marcador
diazepam foi solubilizado em etanol, a digoxinaem DMSO e a varfarina em acetona. Nos
ensaios de competicdo pelo sitio catalitico na urease, prepararam-se solucdes estoques
dos competidores: hidroxiureia, tioureia, omeprazol e do substrato ureia. O omeprazol foi
solubilizado em DMSO, enquanto os demais em agua. A avaliacbes do indice de
hidrofobicidade da HSA foi realizado na presenca e auséncia dos ligantes COC e CE
empregando-se uma solucdo estoque da sonda analitica, o &cido 8-anilino-1-naftaleno-
sulfonato (ANS) o qual foi pesada e em seguida solubilizada diretamente em tampéao Tris
10 mM (pH 7,4).

4.2. Equipamentos utilizados

Para as medidas espectrofluorimétricas empregou-se espectrofluorimetro Shimadzu
RF (modelo 5301PC, Japdo) com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho Optico,
equipado com lampada de xenénio de 150 W. As medidas espectrofotométricas foram

realizadas em espectrofotdbmetro de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-
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6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho Optico. Os
espectros por RMN *H foram obtidos a partir de espectrometro Bruker Avance 600 MHz
600 MHz (Bo=14T). As medicOes dos espectros de dicroismo circular foram registradas
em um espectropolarimetro Jasco (modelo J-815) equipado com sistema de ajuste de
temperatura tipo Peltier. As medidas de pH foram realizadas com eletrodo combinado de
vidro associado ao potencidometro Gehaka (PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes
foram medidas em balanca analitica eletrénica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisao de

0,1 mg.

4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1 Ensaios enziméaticos

Os ensaios enzimaticos foram realizados pelo grupo de pesquisa da professora
Luzia Modolo da Universade Federal de Minas Gerais (UFMG). A urease purificada de
Canavalia ensiformis (Jack bean) foi utilizada para avaliar a capacidade dos metabdlitos
de liquen em inibir a atividade ureolitica, a qual tem sido frequentemente usada como
modelo (UPDHYAY, 2012). Os ensaios foram realizados em tampao fosfato 20 mM com
1 mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (pH 7,0), sendo adicionado uma
concentracéo fixa de ureia (10 mM) e urease (12,5 mU), na auséncia e na presenca de
cada composto avaliado, (+)-USN, (-)-USN e FUM, a 1,6 mM. Os sistemas foram
incubados por 10 min a 25°C e em seguida adicionou-se fenol a 1% m/v contendo 5 mg
L de nitroprussiato de sodio (SNP), NaOH a 0,5% m/v contendo NaOCl a 0,1% v/v.
Ap6s 5 mim de incubacdo das amostras a 50°C, a absorvancia foi medida em 630 nm para
determinar a quantidade de amonia formada, sendo esse parametro usado para determinar
a capacidade dos compostos de inibir a urease. Trés experimentos independentes foram

realizados, cada um com quatro repeti¢es (LAGE et al., 2018).

4.3.2 Medidas de fluorescéncia no estado estacionario

A titulacdo espectrofluorimétrica da HSA (2 uM) frente aos ligantes COC e CE (0-
80 uM) foi realizada empregando medidas de fluorescéncia no estado estacionario
explorando a fluorescéncia intrinseca da proteina. Para tanto, se empregou iex = 280 nm

e Xem = 340 nm com slit de 10 e 5 nm para excitacdo e emissdo, respectivamente. A
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influéncia da forca idnica no meio foi avaliada a partir da variacdo da concentracdo de
NaCl (0-200 mM). No estudo de interacdo com urease foi realizado a titulagdo
espectrofluorimétrica da urease (1 uM) frente a (+) - USN, (-) -USN e FUM (0-80 uM).
Neste experimento, se empregou Aex = 280 nm e Aem = 334 nm com slit de 10 e 5 nm para
excitacdo e emissdo, respectivamente (LAGE et al., 2018). Em todos os estudos de
interacdo, se utilizou como critério analitico e parametro de avaliacdo os valores da
constante de Stern-Volmer (Ksy) e da constante de ligagdo (Kbp) relativo ao processo de
interacdo proteina-ligante.

Para avaliacdo dos parametros termodinamicos foram realizadas titulacdes
espectrofluorimétricas a 23, 30 e 38°C, em seguida, os valores de K, foram calculados
para sistema e aplicando-se a equagdo de Vant't Hoff foram estabelecidos os valores de
AH, AS e a posteriormente, AG (SILVA, 2017)

4.3.3 Fluorescéncia tridimensional (3D): altera¢des conformacionais

A concentracdo da HSA foi fixada em 2 uM enquanto que para COC e CE se usou
40 uM em tampdo Tris 10 mM a pH 7,4. As medidas espectrofluorimétricas foram
realizadas nas seguintes condicoes: Aex = 220 a 400 nm (variando de 10 em 10 nm), Aem=
250 a 450 nm, com slit de excitacdo e emissdo igual a 5 nm (LYRA, 2017). Para os
estudos com urease se manteve a concentragdo da proteina a 1 uM, enquanto para 0s
ligantes (+) - USN, (-) - USN e FUM se usou 20 uM a pH 7,4. Para a enzima as medidas
espectrofluorimétricas foram realizadas nas seguintes condi¢des: Aex = 220 a 350 nm
(variando de 10 em 10 nm), Aem= 270 a 450 nm, e slit de excitagdo e emissdo igual a 5
nm (LAGE et al., 2018).

4.3.4 Fluorescéncia sincronizada: avaliacdo dos residuos de Tir e Trp

Os residuos de Trp foram monitorados utilizando-se AL = 60 nm com abertura da
fenda de excitagdo de 1,5 nm e emissdo em 15 nm, enquanto que para os residuos de Tir
se empregou AL = 15 nm com slit de excitacdo e emissao igual a 5 nm (SANTOS, 2017)
Para ambos os residuos se avaliou o processo de interacdo dentro da faixa espectral de

280 a 450 nm. As medidas foram realizadas na presenca e na auséncia dos ligantes (0-80
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uM), e a concentracdo da HSA e da urease foram mantidas fixas a 2 e 1 uM,
respectivamente.

4.3.5 Avaliacdo dos sitios de ligacao e estudos de competi¢ao

Para avaliacdo do sitio preferencial de ligacdo da HSA foram empregados 0s
marcadores: varfarina (marcador do sitio ), diazepam (sitio 1) e digoxina (subdominio
IB, denominado também de sitio I1), todos na proporcéo de 1:1 em relacdo a HSA (2
uM). Para a avaliacdo do sitio preferencial de ligacao de cada ligante foi realizado uma
titulacdo espectrofluorimétrica da proteina com COC e CE (0-80 uM) na presenca e
auséncia de cada marcador (DANTAS, 2015) sendo utilizado slit de excitacdo de 5 e
emisséo de 10 nm.

Para o estudo de competicdo pelo sitio catalitico da urease foram empregados os
inibidores competitivos hidroxiureia, tioureia e omeprazol e do substrato ureia. Todos na
proporcéo de 1:1 em relacdo a urease (1 uM). Em seguida, foi realizado uma titulagéo
espectrofluorimétrica da enzima com (+) -USN, (-) -USN e FUM (0-80 uM) na presenca
e na auséncia dos inibidores ou substrato (LAGE et al, 2018). Neste ensaio, foi usado slit
de excitacdo e emissdo igual a 5 nm.

Para a avaliacdo da influéncia de ions inorgénicos e &cidos graxos no processo de
interacdo entre HSA-COC/CE foram realizados estudos de competi¢do, empregando as
proporcOes entre proteina e competidor de acordo com as condicdes fisiologicas. Foram
avaliados os seguintes competidores: Ca(ll), Fe(lIl), D-glicose, Mg(ll), HPO4*, HCOs,
acido oleico, linoleico, palmitico e estearico. A concentracdo da proteina foi fixada em 2
KM, sendo o estudo realizado na presenca e na auséncia de concentragdes crescentes de
COCeCE.

4.3.6 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

Para a avaliacdo da distancia intermolecular entre fluoréforo e o quencher foram
realizadas medidas de fluorescéncia molecular da proteina e do sistema proteina-ligante,
assim como, do perfil de absor¢do molecular dos ligantes. Para tanto, foram mantidas as
proporcdes da HSA e dos ligantes (COC e CE) em 1:2, sendo a concentracdo empregada
HSA de 10 uM e dos ligantes em 20 uM (DANTAS, 2015).
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4.3.7 Avaliacéo de regides hidrofobicas da proteina — sonda ANS

Para avaliar possiveis mudancas na hidrofobicidade da superficie da HSA partir da
interacdo com os ligantes COC e CE foram realizados dois ensaios distintos. O primeiro,
tem como objetivo monitorar se o ligante interage em regides hidrofobicas. Para isso,
manteve-se a concentracdo da HSA (2 uM) e da sonda ANS (2 uM) fixas, variando a
concentragdes dos ligantes (0-80 uM), empregou-se Aex= 280 nm e Aem= 380 nm, com
abertura da fenda de excitacéo de 5 e emisséo igual a 10 nm (SILVA, 2017)

Ja o segundo ensaio, permite determinar o indice de hidrofobicidade da proteina na
presenca e auséncia dos ligante. Para isso, manteve-se a concentragdo da HSA (2 uM) e
dos ligantes (50 uM) fixos, variando-se a concentracdo da sonda ANS (0-50 uM). Para o
segundo ensaio empregou-se Aex= 380 nm e Aem= 471 nm, com abertura da fenda de

excitacdo de 1,5 e emissao igual a 5 nm (LYRA, 2017).

4.3.8 Interacdo proteina-ligante empregando fluorescéncia e UV-vis

Para os estudos de UV-vis visando avaliar a formacdo do complexo e alteracdes na
estrutura da HSA empregou-se 10 uM da proteina e 10 uM para os ligantes COC e CE
em tampao Tris (pH 7,4) a 10 mM. Os espectros foram obtidos em médulo de absorvéancia
de 200 a 300 nm (SANTOS, 2017).

4.3.9 Determinagdo da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC)

Foram realizados experimentos para determinacdo do valor de MIC frente a seis
isolados clinicos de H. pylori, utilizando uma cepa de referéncia de H. pylori (ATCC
43504), em colaboragdo com a Profa. Dra. Francesca Sisto da Universidade de Milé&o
(Italia). A concentracdo minima de cada composto-teste necessaria para inibir
completamente o crescimento de H. pylori foi determinada de acordo com Lage e col.
(2018). Diluig0es seriadas de cada composto foram preparadas e adicionadas a placas de
96 pogos contendo 100 puL de meio de cultura MegaCell RPMI-1640 suplementado com
soro fetal de bezerro a 3%. Suspensédo de H. pylori foram preparadas em meio Wilkins
Chalgren na concentragio de 1 McFarland (3x10® bactérias / mL) e diluida em meio de
cultura MegaCell RPMI-1640 contendo soro fetal de bezerro a 3%. A concentracéo final

de H. pylori em cada poco foi de aproximadamente 5x10° UFC (unidade de formagéo de
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coldnia). Cada placa foi incubada a 37°C em atmosfera de CO2 10% por 72 h, seguida de

avaliacdo do crescimento bacteriano.

4.3.10 Dicroismo circular

As medicOes foram realizadas na regido do UV no intervalo 190-240 nm. A
concentragdo da proteina foi de 2 uM sendo titulada com incrementos de COC e CE (0,
5, 10 e 20 uM) utilizando tampao fosfato a 5 mM em pH 7,4 (SANTOS, 2017). Foi
utilizada cubeta de quartzo de 0,1 mm de caminho éptico, sendo cada espectro a média
de quatro scans a 50 nm min. As medicGes foram realizadas na regido do UV no
intervalo 190-240 nm na presenca de N2 (99,99%) como gas inerte. O célculo da
composicdo da estrutura secundéaria da proteina na presenca e auséncia dos ligantes foi

realizado com base no método Raussens (SATZER et al., 2016).

4.3.11 Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Nos ensaios de RMN H foi utilizado tampao fosfato 10 mM (pH 7,4) em &gua
deuterada (D20). A solucédo estoque da HSA 0,1 mM foi preparada em tampdo fosfato,
enguanto que o estoque dos ligantes COC e CE a 10 mM foram preparadas em tampéo
fosfato com 10% (v/v) de DMSO-des. Foram obtidos espectros dos ligantes (1 mM) na
auséncia e presenca de HSA, cuja concentracdo em relacédo aos ligantes foi 25, 50 e 100
vezes menor, para um volume final de 600 uL. Os espectros foram ajustados quando ao
deslocamento quimico utilizando o sinal do DMSO-ds como referéncia (SILVA, 2017).
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos de interacao entre metabdlitos secundarios de liquens e urease

5.1.1 Efeito dos metabdlitos secundarios de liquen na atividade enzimatica da urease

Os resultados iniciais dos ensaios enziméaticos mostraram que todos 0s compostos
foram téo eficientes quanto a hidroxiureia, um inibidor de referéncia (Figura 13), de forma
que o FUM inibiu cerca de 90% da atividade da enzima, enquanto que nas mesmas
condicBes experimentais, (R) - (+) -USN e (S) - (-) -USN inibiram a atividade ureolitica
em 81 e 72%, respectivamente. Uma vez que 0s compostos se mostraram efetivos quanto
a inibicdo da urease, fez-se necessario avaliar o mecanismo de acdo desses metabdlitos,
0 que foi feito por ensaios cinéticos. Os resultados desta avaliacdo indicaram que (R) -
(+) -USN e FUM sdo tipicos inibidores competitivos.

Figura 13- A atividade enzimatica foi avaliada a partir de reacGes contendo os metabdlitos
secundarios de liquen (1 mM), ureia (10 mM ) e urease de Canavalia ensiformis (12,5 mU).
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Fonte: disponibilizado pelo Prof. Angelo de Fatima (UFMG).

Muitos compostos tém sido reportados na literatura como inibidores competitivos,
como por exemplo, fluoreto (UPDHYAY, 2012), fosforamidatos (REGO et al, 2018) e
baicolina (TAN et al., 2013), entre outros. Por outro lado, (S) - (-) -USN funciona como
um inibidor misto. Outros produtos naturais, como o aldeido protocatecuico,
siringaldeido (3,5-dimetoxi, 4-hidroxibenzaldeido) e vanilina também mostraram ser

inibidores mistos para urease (REGO et al, 2018). Inibidores competitivos competem com
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o0 substrato pelo o sitio ativo da enzima e estao relacionados com a formagao do complexo
(enzima-inibidor). Os inibidores do tipo misto, por sua vez, sdo capazes de se ligar tanto
a enzima livre, formando o complexo (enzima-inibidor), como ao complexo enzima-
substrato. A afinidade dos compostos (R) - (+) -USN para o sitio ativo da urease foi
determinada como sendo 3,1 vezes superior a do (S) - (-) -USN.

Considerando a eficiéncia dos metabdlitos secundarios de liquen para inibir a urease
baseado no perfil cinético foram realizados estudos biofisicos do processo de interacdo

para um melhor entendimento do sistema em estudo.

5.1.2 Avaliagéo dos parametros de ligacédo e termodinamicos

Inicialmente realizou-se uma titulacdo espectrofluorimétrica, onde variou-se a
concentracdo dos trés metabolitos secundarios de liquen ((+) -USN, (-) -USN e FUM) e
manteve-se fixa a contracdo da urease de Canavalia ensiformis, que contém quatro
residuos Trp nas posicOes 495, 648, 708 e 728. Dessa forma a fluorescéncia intrinseca da
urease € mais ou menos um resultado da contrubuicdo dos residuos de Trp.

Por meio deste estudo observou-se que a urease apresentou uma banda de
fluorescéncia intensa em 334 nm, indicando que os residuos de Trp estdo parcialmente
protegidos do solvente, quando a enzima € excitada em 280 nm (ZHANG et al, 2001).
Foi também observado que a adicdo de concentracdes crescentes dos inibidores, levou a
uma reducdo da intensidade de fluorescéncia e a um deslocamento do comprimento de
onda de méxima emissdo para menores comprimentos de onda (deslocamento para o azul)
de 334 para 332 nm, conforme ilustrado na Figura 14 para o (R) - (+) -USN. Isso pode
estar relacionado a mudancas conformacionais induzidas pela interacdo com o0s
inibidores. Além disso, o deslocamento para menores comprimentos de onda indica
também que houve uma diminui¢do da polaridade do microambiente dos residuos de Trp
(ALBANI, 2007). Resultados semelhantes foram observados para (S) - (-) -USN, no qual
o deslocamento para menores comprimentos de onda foi de 334 para 333 nm. O acido
fumarprotocetrarico, por sua vez, apresentou um deslocamento para maiores
comprimentos de onda (deslocamento para o vermelho) de 334 para 335 nm e isto se deve
ao aumento da polaridade no microambiente em torno dos residuos de Trp (ALBANI,
2007). Os resultados para os (S) - (-) -USN e FUM séo apresentados no Apéndice I.
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Figura 14- Perfil espectral de emissdo da urease (1,0 uM) na presenca de diferentes concentragdes
de (R)-(+)-USN a pH 7,4 e 30°C (a). Gréafico de Stern-Volmer (b). Curva logaritmica dupla para
calculo da constante de ligag&o (c).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Como a interacdo entre os trés inibidores e a urease resultou na reducdo da
fluorescéncia intrinseca desta enzima, fez-se necessario determinar por qual mecanismo
esse processo ocorreu: quenching estatico ou dindmico. Essa determinacdo é feita
analisando a relacdo entre a constante de Stern VVolmer (Ksv), calculada pela equacéo 3,
e a temperatura. Quando o valor da constante aumenta em funcdo da elevacdo da
temperatura, € um indicativo que o processo ocorre por quenching dindmico, uma vez que
temperaturas mais elevadas levam a um maior coeficiente de difusdo, e por consequéncia
um maior nimero de choques entre o fluoréforo (proteina) e o quencher (ligante)
(SURYAWANSHI et al., 2016). A diminuicdo dos valores das constantes de ligacdo com
0 aumento da temperatura, por sua vez, indica a ocorréncia do processo por quenching
estatico, visto que temperaturas elevadas afetam a estabilidade do complexo proteina-
guencher. (WANI et al., 2017). Adicionalmente, o perfil exponencial do grafico de Ksv
(Figura 14b) indica que todos os residuos de Trp estdo acessiveis ao quencher ou que um
dos residuos Trp é o Unico responsavel pela fluorescéncia intrinseca da urease (ALBANI,
2007)

Com base nos resultados da Tabela 2 podemos observar que os valores de Ksy
diminuiram com o aumento da temperatura, para todos os inibidores. Assim, 0 processo
de interacdo entre os trés inibidores e a urease ocorreu predominantemente por meio do

mecanismo de quenching estatico com formagao de um complexo ndo-fluorescente.
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Tabela 2- Parametros de ligacdo e termodindmicos referentes a interagdo entre os metabolitos secundarios de liquen e urease.

Parametros de ligacdo

Parametros termodinamicos

Compostos (01(-:) Ksv i Kqg Kb N , AG AH AS
(10* M) (10" M-1) (105 M) (kJ mol) (kJ mol™) (J molt K%

23 5,25+0,18 0,9948 5,25 52,5+ 3,7 1,41+0,07 0,9898 -33,37

(+)-USN 30 5,05+ 0,16 0,9955 5,05 355+4,9 1,42+0,06  0,9823 -33,80 -15,00 +61,96
38 460+0,17 0,9936 4,60 18,6 +24 1,32+0,07 0,9862 -34,27
23 5,48 + 0,30 0,9870 5,48 18,3+4,2 1,30+ 0,09  0,9836 -35,58

(-)-USN 30 4,86 +0,28 0,9848 4,86 15,7+45 1,29+0,08  0,9804 -35,92 -21,02 +49,10
38 5,00 + 0,28 0,9859 5,00 12,3+44 1,27+ 0,07 0,9795 -36,30
23 3,29+0,18 0,9861 3,29 0,28+0,01 0,96+0,02 0,9955 -25,24

FUM 30 3,52+0,19 0,9871 3,52 0,25+0,01 0,95+0,01 0,9979 -25,50 -14,28 + 36,98
38 3,81+0,23 0,9830 3,81 0,21+£0,01  092+002 0,9978 -25,78

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Uma vez definido o mecanismo de quenching, faz-se necessario avaliar o grau de
interacdo, sendo este um parametro relevante, pois, ajuda a entender o0 mecanismo pelo
qual os metabolitos secundérios de liquen inibem a atividade da urease. Assim, a
constante de ligacdo (Kp) é usada como parametro, uma vez que expressa a forca de
interacdo entre um ligante e uma dada proteina. No caso dos metabolitos de liquen foi
observado que as constantes de interacdo estavam na ordem de 10* sendo a interagio
entre (R) - (+) -USN e a urease mais forte que os demais (Tabela 2).

Além disso, foi observado na literatura que os valores de Ky para os compostos de
liguen em relacdo a urease estavam no mesmo intervalo daqueles relatados para a
interacdo entre pentaclorofenol (3,85x10° M? a 32 °C) (QING & HONG-MEI, 2012)
K2Cr207 (1,96x10* M a 29 °C) (ZHANG, ZHANG, WANG, 2011) e Cu (I1) (3,89x10°
M a 37 °C para [Cu (Il) ] <16 pM) (WANG, ZHANG, ZHANG, 2011) e a urease de
Jack bean. No entanto, esses autores ndo avaliaram o potencial do pentaclorofenol,
K2Cr207 e do Cu (I1) como inibidores da urease.

O fato de o (R) - (+) -USN interagir mais efetivamente com a urease que (S)-(-)-
USN provavelmente esta relacionado a capacidade da molécula em se acomodar melhor
ao sitio ativo da urease, indicando que a enzima é enatioseletiva para este isdmero do
acido Usnico. Outras proteinas enatioseletivas sdo descritas na literatura, como por
exemplo, a albumina de soro humano (HSA) que se mostrou enatioseletiva para o anti-
inflamatdrio (R) -ibuprofeno (YAMASAKI et al., 2013) e para o pesticida (S)-diclofop-
metil (ZHANG et al., 2014). Desta forma, os valores de Ky permitem estabelecer quando
a proteina pode ser enatioseletiva a um determinado isdbmero.

Similarmente ao observado para os valores de Ksy, a constante de ligacao (Ky) com
0s compostos de liquen e a urease reduziram com o aumento da temperatura, confirmando
a ocorréncia de quenching estatico. De acordo com a equacéo 1, n corresponde ao numero
de sitios ocupados pelo ligante na estrutura da urease, os valores de n variaram de 0,92 a
1,42; indicando que as interagdes ligante-urease ocorram na proporcéo de 1: 1.

Os parametros termodinamicos indicados na Tabela 2 foram obtidos usando a
equacdo linearizacdo da equagéo de Van’t Hoff (equagédo 5) nos ensaios de interagéo
realizados em diferentes temperaturas, cujos graficos estdo expostos no Apéndice Il e 11l
(SARWAR et al., 2015), evidenciando que o0 processo de interacdo foi entropicamente
favoravel. O calculo desses parametros permite relacionar o tipo de forcas envolvidas na
interacdo entre os metabdlitos secundarios de liquens e a urease. A energia livre de Gibbs

(AG), por sua vez foi calculada de acordo com a equagéo 6. Os valores negativos para AG
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indicam que a interacdo entre os compostos de liquen e a urease é termodinamicamente
espontéaneo.

As principais forgas que podem estar envolvidas no processo de interacdo entre os
metabolitos secundarios de liquens e a urease sdo: forcas hidrofobicas (e entalpia e a
entropia positivas AH >0 e AS > 0); forgas eletrostaticas (AH <0 e AS > 0) e liga¢des de
hidrogénio e forgas de Van der Waals (AH < 0 e AS <0) (ROSS & SUBRAMANIAN,
1981). Como os valores de AH foram negativos e os valores de AS foram positivos para
0s metabolitos avaliados, o processo de interacdo ocorre preferencialmente por meio de
interacdes eletrostaticas, sendo um processo espontaneo, pois os valores de AG foram
negativos. Assim, uma vez que a interagao entre 0s compostos e a urease for estabelecida,
as moléculas de &gua associadas as proteinas foram deslocadas, sendo essa condicao

responsavel pelos valores positivos da entropia.

5.2 Estudos de alterac¢bes conformacionais da urease

5.2.1 Avaliacéo da alteracdo da estrutura da urease por fluorescéncia 3D

E bem conhecido que o espectro de fluorescéncia tridimensional pode fornecer
informacgdes mais detalhadas sobre a alteracdo da configuracdo da proteina, quando a
mesma se encontra ligada a molécula, pelo fato das forcas intramoleculares envolvidas
na manutencdo da estrutura secundaria serem alteradas (SURYAWANSHI et al., 2016)

Por meio dessa técnica, as alteracfes 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, que estdo relacionadas com
alteracdes na conformacdo do esqueleto péptico associado transformacao helicoidal.

O espectro de fluorescéncia tridimensional para a urease livre e complexada com
isbmeros do USN e o FUM estdo apresentados na Figura 15. Neste estudo, o pico 1
corresponde ao espalhamento da radiacdo (scattering Rayleigh) caracterizado pela
reemissdo da radiacdo (hex = Aem) pela dgua (solvente), ou seja, uma pequena fracéo da
radiacdo absorvida é espalhada em todas as diregdes em determinado comprimento de
onda (QING & HONG-MEI; 2012); o pico 2 corresponde a emissdo dos residuos Trp e
Tir, enquanto a emissdo da cadeia polipeptidica da estrutura da urease esta representada

pelo pico 3 (DANTAS et al., 2017). Os principais parametros associados aos espectros
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3D obtidos quanto a posicao e intensidade dos picos de maxima emisséo de fluorescéncia
e efeito Stokes foram compilados na Tabela 3.

Figura 15- O espectro de fluorescéncia 3D para (a) urease livre e (b) complexada com (R) - (+) -
USN, em pH 7,40. Enzima e ligante foram utilizados em 1,0 e 10 pM, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A Figura 15 mostra diminuicdo significativa na fluorescéncia referente aos picos 2
e 3. Foi obtido um perfil espectral semelhante para os sistemas contendo (S) - (-) -USN e
FUM (Apéndice IV). Analisando os valores da Tabela 3 € possivel inferir que a
intensidade de fluorescéncia dos picos 2 e 3 foi reduzida em 35 e 74%, respectivamente,
na presenca do (R) - (+) -USN; 58% e 29% na presenca do (S) - (-) -USN e de 23 e 46%,
na presencga do FUM. A reducéo na intensidade de fluorescéncia 3D correspondente ao
pico 2 indica alteracdes no microambiente dos residuos de Tir e Trp, enquanto que para
0 pico 3 estdo relacionadas a modifica¢fes na estrutura nativa da proteina.

As variagdes mais significativas na intensidade de fluorescéncia foram observadas
quando o ligante foi adicionado ao meio, indicando que ocorreram alteraces na cadeia
polipeptidica e no dobramento da enzima, sendo essas alteracdes mais significativas na
presenca do (R) - (+) -USN (WANG et al., 2015). Além disso, pdde-se observar o
descolamento Stokes para maiores comprimentos de onda, para o pico 2, na presenca de
(R) - (+) -USN e (S) - (-) -USN, indicando alteragdes conformacionais na microrregiao
dos residuos de Tir e Trp, a qual se torna mais polar (exposi¢do ao solvente). Por outro
lado, n&o foi observado deslocamento Stokes na presenca do FUM. Com relagéo ao pico
3, também se observou deslocamento Stokes, porém, para menores comprimentos de
onda, na presenca cada composto avaliado, indicando mudangas conformacionais na

estrutura da enzima.
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Tabela 3- Pardmetros de fluorescéncia tridimensional para urease livre (pH 7,4) ou na presenca de compostos de liquen. Proteina e ligantes foram usados em
1,0 e 10 uM, respectivamente, sendo o pico 1 referente ao espalhamento da radiacéo (scattering Rayleigh); pico 2 referente & emissdo dos residuos Trp e Tir e
o0 pico 3 referente a emissdo da cadeia polipeptidica da estrutura da urease.

Urease Urease + (R)-(+)-USN Urease + (S)-(-)-USN Urease + FUM
Pico  Posicéo Stokes! Posicéo Stokes Posicéo Stokes Posigédo Stokes
F (a. u. F (a. u. F(a. u. F (a. u.
(Mex ! Aem) AN (nm) (a.u) (Aex ! Aem)  AA (nmM) (a.u) (Aex ! Aem) AL (Nm) (a.u) (Aex/ Aem) AX (nm) (a.u)
1 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000 Aex = Aem 0 > 1000

2 285/333 48 577 (100%)? 285/334 49 374 (65%) 285/335 50 337 (58%) 285/333 48 443 (77%)
3 238/333 95 596 (100%) 2481332 84 157 (26%) 248 /333 85 171 (29%) 248 /336 88 336 (56%)

'Deslocamento Stokes (AL = Aem - Aex)
ZNUmeros entre parénteses representam a porcentagem relativa do sinal de fluorescéncia. Valores menores indicam maior variagdo em relagdo ao controle (urease livre).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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5.2.2 Fluorescéncia sincronizada

A fluorescéncia sincronizada é uma técnica muito sensivel, capaz de avaliar
mudancas na polaridade do microambiente dos residuos de tirosina e triptofano
(BOBONE, VAN DE WEERT, STELL, 2014). As constantes de Stern-Volmer (Ksy) para
um AA = 15 nm (Tir) e AL = 60 nm (Trp) foram usadas como pardmetro para averiguar
as interagdes entre os metabdlitos secundarios de liquen e a urease. O espectro de
fluorescéncia sincronizada da urease na presenca de (R) - (+) -USN é mostrado na Figura
16. O mesmo perfil foi obtido para os demais inibidores avaliados (Apéndice V), e 0s
parametros de ligacdo entre os compostos de liquen e a urease constam na Tabela 4.

Figura 16- Espectros de fluorescéncia sincronizado da urease (1,0 uM) apds a adi¢do de
concentragdes crescentes de (R)-(+)-USN em pH 7,4, monitorando (b) AA = 15 nm (residuos Tir)
e (¢) AL =60 nm (residuos Trp).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
Analisando os espectros da Figura 16(b) e 15(c) foi observado um desvio no

méaximo comprimento de onda de emissdo da urease mais significativa para os residuos
de Trp do que para a Tir na presenca do (R) - (+) -USN. O mesmo comportamento foi
observado para o (S) - (-) -USN (Apéndice V) enquanto que nenhuma diferenca foi
detectada na presenca do FUM (Apéndice V). Isto provavelmente ocorre pelo fato de que
os residuos de Tir sdo menos sensiveis a mudancas de polaridade no meio quando
comparados com os residuos de Trp (SUN et al., 2010). Um aumento na polaridade do
microambiente est4 relacionado a variacdo positiva N0 Amax, €nquanto uma reducdo da
polaridade esta associada a variacdo negativa no Amax. A partir deste perfil de variacéo,

quando houver, permite descrever mudancas na estrutura da proteina nativa.
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Tabela 4- Parametros de ligagdo de fluorescéncia sincronizada para 0s compostos secundarios de
liquen e urease.

Stern-VVolmer
Composto Ak o Ahax
(nm) Ksv (10* M) r (nm)
15 18,61 + 0,18 0,9938 +1
(+)-USN 60 6,34 + 0,08 0,0947 -4
15 14,94 + 0,22 0,9939 +1
(-)-USN 60 6,01 +0,11 0,9932 -2
FUM 15 4.81 +0,07 0,9923 +1
60 4,09 + 0,04 0,9938 +1

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Com base nos valores de Ksy, 0s residuos de Tir foram sistematicamente mais
afetados quando comparados aos de Trp (Tabela 4). Nossa hipdtese é que este resultado
esta associado a presenca de Tir nas posicdes 410 e 544, préximo aos principais residuos
de His (posicdes 409 e 545) conhecidos por coordenar os atomos de Ni no sitio ativo da
urease de Jack bean (Figura 17). J& os residuos de Trp, que estdo nas posi¢des 495 e 648,
estdo distantes do sitio catalitico da urease (Figura 17), sugerindo que os residuos de Tir
tiveram seu microambiente alterado mais significativamente que os Trp. Além disso, o
valor de Ksv para Tir (AL = 15 nm) no sistema contendo (R) - (+) -USN foi superior ao
da urease na presenga de seu enantidmero e ao FUM. Isto sugere que o (R) - (+) -USN
interage de preferéncia com o sitio catalitico da urease em relacdo ao seu enantibmero.
De fato, os resultados cinéticos indicaram que a afinidade do (R) - (+) -USN pelo sitio
ativo de urease é 3 vezes maior que o0 do (S) - (-) -USN (LAGE et al., 2018).

Figura 17- Residuos de tirosina (Tir410 e Tir544) proximos ao centro catalitico da urease na
forma nativa. Os residuos de Tir ndo fazem parte do sitio catalitico (W1-W3, moléculas de agua
no sitio ativo)
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Fonte: Adaptado de LAGE et al., 2018.
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5.3 Estudos de competicao

Nesse estudo foi avaliado a influéncia do substrato (ureia) e de alguns inibidores
classicos (tioureia, hidroxiureia e omeprazol) (Figura 18) na interacdo entre a urease € 0s
compostos de liquen. Neste ensaio, foi usado a razdo entre as constantes de ligacdo na
presenca e na auséncia dos competidores e substrato, como parametro de avaliacéo, (Ky'/
Kb), na qual Ky" e Ky sd0o a constante de ligacao na presenca e auséncia de um competidor,

respectivamente.

Figura 18- Estrutura do substrato e dos inibidores (tioureia (TU), hidroxiureia (HU) e omeprazol
(OM)) avaliados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A formacdo do complexo urease-metabolitos secundarios de liquens € favorecida
quando Ky/ Kp > 1 e quando essa razdo for menor que 1, indica que a formacdo do
complexo é desfavorecida. Os valores estdo expostos na Tabela 5.

Tabela 5- Relacdo das constantes de ligagdo da urease na auséncia (Kp) e na presenca (Ky") de
substrato ou dos inibidores classicos da urease, nas seguintes condicdes: urease 1,0 uM, 25 uM
de substrato ou inibidor, compostos de liquen (1,0-80 puM). HU: hidroxiureia (inibidor
competitivo); OMP: omeprazol (inibidor ndo competitivo) e TU: tioureia (inibidor competitivo).

Relacdo das constantes (Ky /Kbp)

Composto __ Substrato Inibidores

Ureia HU OMP TU
(+) -USN 0,06 0,69 0,06 0,08
(-) -USN 0,20 0,87 0,13 0,17
FUM 0,02 2,63 0,03 0,04

Ky" = constante de ligagdo na presenca de 25 uM do substrato ou inibidor.
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Analisando os dados da Tabela 5 é notdrio que a constante de ligacdo diminui tanto
na presenca do substrato como também dos inibidores classicos (Kyn'/ Ky < 1), indicando
que os metabdlitos secundarios de liquen interagem no sitio ativo da urease e competem
com o substrato pelo mesmo. Este resultado estd em concordancia com as conclusdes

obtidas pelo estudo de fluorescéncia sincronizada (Figura 16; Tabela 4).

69



Além disso, vale ressaltar que tanto a tioureia como a hidroxiureia sdo inibidores
competitivos (OLIVEIRA et al., 2014), no entanto a tioureia foi um inibidor mais eficaz
que a hidroxiureia, além disto, na presenca de hidroxiureia houve aumento da interacao
entre 0 FUM e a urease. Esse comportamento pode estar relacionado a capacidade da
urease de catalisar a hidrélise da hidroxiureia (Figura 19(a)), mesmo em um nivel baixo
(MARLIER et al., 2010). O omeprazol, por sua vez é um inibidor da bomba de prétons
das células parietais gastricas, que reduz a secrecdo 4cida gastrica, sendo muito usado no
tratamento contra H. pylori, no qual atua aditiva ou sinergicamente com amoxicilina,
claritromicina e metronidazol. Além disso, 0 omeprazol também é pré-inibidor da urease
(ndo competitivo). Seu mecanismo de inibigdo é baseado na sua rea¢do com os residuos
de Cis592 livre da urease (Figura 19(b)), causando um blogueio do acesso da ureia ao
sitio catalitico da enzima (AMTUL et al., 2002; KUEHLER et al., 1995).

Figura 19- Representacdo esquematica do sitio ativo da ureane nativa de Jack bean (a)
(KRAJEWSKA & BRINDELL, 2016) e sua interagdo com a hidroxiureia (b) (KRAJEWSKA,
2007) (omeprazol apos reagdo com o residuo Cis () (AMTUL et al., 2002) ou (R) - (+) - USN
(d; modelo proposto). W1-Ws, moléculas de agua no sitio ativo; W, ponte de agua (forma de
hidroxido). Os residuos Tir410 e Tir544, que ndo pertencem ao sitio ativo da urease foram
afetados pelo processo de interacdo, conforme atestado por ensaio de fluorescéncia.
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Fonte: LAGE et al., 2018.
O que provavelmente explica o fato de o (R) - (+) -USN interagir de forma mais
efetiva no sitio ativo da urease quando comparado ao seu enantiémero (S) - (-) -USN,

primeiramente é o fato da ligagdo com o (S) - (-) -USN inativar a urease por induzir a

70



formacéo de agregados enzimaticos com o grupo -SH da urease, bloqueando-os, e néo
por interagir, necessariamente, com o sitio ativo da enzima (VICENTE & CIFUENTES,
1979). Essa condicao pode ser revertida por meio de uma adi¢ao nucleofilica a carbonila
em C; do &cido Usnico (Figura 7) na presenca de Cis ou ditiotreitol (KRAJEWSKA &
BRINDELL, 2016). Assim, o mecanismo de inativacdo e reativacao da urease na presenca
do (S) - (-) -USN pode também ser semelhante & do omeprazol (AMTUL et al., 2002)
(KUEHLER et al., 1995), sendo ele, portanto, um inibidor misto.

O outro motivo que explica o fato de o (R) - (+) -USN interagir de forma mais efetiva
¢ a enantioseletividade da urease, que pode ser atribuida a configuracéo espacial de -CHs
do Cab (Figura 7) que o impede de reagir com os residuos de Cis592 e, consequentemente,
interagir preferencialmente com urease no sitio ativo, por forgas eletrostaticas, como

demonstrado na Figura 19(c), de uma maneira comparativa a outros inibidores.

5.4 Efeito dos metabdlitos secundarios de liqguen no crescimento da H. pylori

Os valores da concentracdo inibitéria minima (MIC) desse estudo estdo na Tabela
6 e mostraram que o (R) - (+) -USN foi o composto mais eficiente contra as cepas
bacterianas testadas, com excecdo da estirpe de referéncia NCTC11637 e da estirpe
clinica R40 / 442, cuja poténcia foi comparavel a do (S) - (-) -USN. Os valores da MIC
para o composto (R) - (+) -USN foram de 3,8 a 7,8 vezes menores do que os valores para
0 omeprazol (OMP; medicamento de referéncia) e de 74 a 286 vezes menores do que 0S
valores para hidroxiureia (HU) ou tioureia (TU). Da mesma forma, 0s outros produtos
naturais de liquen, o (S) - (-) -USN e o FUM foram mais potentes do que o medicamento
de referéncia ou inibidores de urease testados. O composto (S) - (-) -USN foi de 2 a 4
vezes mais eficiente que 0 OMP, de 25-99 vezes mais eficiente que HU e de 39-154 vezes
mais potente que TU. Enquanto a poténcia para o0 FUM, foi de até 2,7 vezes, 25-99 vezes

e 52-104 vezes, respectivamente.
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Tabela 6- Concentracdo inibitéria minima (MIC; uM) de metabdlitos secundarios de liquen
necessarios para inibir o crescimento de H. pylori. Hidroxiureia (HU), omeprazol (OMP) e
tioureia (TU) foram usados como referéncias de inibidores de urease.

Cepas bacterianas  (R) -(+)-USN  (S) -(-)-USN  FUM HU OMP TU

190 0,012 0,046 0,068 1,683 0,093 3,550
El7 0,012 0,023 0,034 1,683 0,093 3,550
23 0,023 0,046 0,068 3,366 0,185 3,550
110R 0,012 0,023 0,034 3,366 0,046 0,887
11637 0,023 0,023 0,068 3,366 0,093 3,550
R40/499 0,012 0,023 0,034 3,366 0,046 3,550
R40/442 0,023 0,023 0,034 3,366 0,093 3,550

Fonte: LAGE et al., 2018.
No geral, a ordem de poténcia para inibir o crescimento da H. pylori foi (R) -(+) -

USN > (S)-(-)-USN > FUM > OMP > HU > TU (Tabela 6). Esses resultados estdo de
acordo com os estudos de interacdo com a urease, onde se observa a mesma ordem em
relacdo aos valores de Ky, para os metabdlitos de liquen. Vale ressaltar que o sitio ativo
da urease de Jack bean e da urease da H. pylori compartilham elevada semelhanca (Figura
20), embora a urease da H. pylori seja constituida por duas subunidades, enquanto a
urease de Jack bean seja composta por uma Gnica cadeia de aminoécido, o que pode levar
a diferencas no (s) sitio (s) alostérico(s) visado(s) para o (S)-(-)-USN.

Figura 20- Superposicéo estrutural das ureases no sitio ativo. Urease nativa de Jack bean (590-
607, azul) e urease nativa de H. pylori (319-336, vermelho) mostram a alta semelhanca estrutural.

Fonte: LAGE et al., 2018.
Uma comparacédo entre diferentes compostos derivados de produtos naturais com

atividade anti-ureolitica e os metabdlitos secundarios de liquen estéo listadas na Tabela
7.
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Tabela 7- Valores de 1Cso para varias classes de inibidores de urease.

- . . 1Cso (HM) A s
Composto Condigdes experimentais Urease Composto _ Padrao de referéncia Referéncia
Andrografolide Tampdo fosfato 20 mM, EDTA 2 maM, pH 7, 25°C H. pylgrl . 3170 i MO et al., 2015
C. ensiformis 3280 -
Quercetina (flavonoide) Tampéo fosfato 20 mM, pH 7 a 25°C H. pylori 11,2 Acido acetohidroxamico (19) XIAO et al., 2012
Orientin (C-glucosiflavonoide) ~ Tampdo fosfato 20 mM, pH 7,0 C. ensiformis 28 Tioureia (21,5) PERVEEN et al., 2011
Baicalin (polifenol) Tampdo fosfato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7, 25°C C. ensiformis 2700 - TAN et al., 2013
Sculetina (polifenol) Tampdo fosfato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7, 25°C C. ensiformis 1400 - WU et al., 2013
Galeato de metila Tampéo fosfato com EDTA, pH 7,3 H. pylori 1300 Tioureia (500) NGAN et al., 2012
Derivados da cumarina Tampéo fosfato 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7,3 H. pylori 47,8 Acido acetohidroxamico (45)  JADHAV et al., 2013
Atranorina Tampéo fosfato, pH 6,8, 30°C C. ensiformis 18,2 Tioureia (21) RAMSAY etal., 2012
Acido boswélico Tampdo fosfato, pH 6,8 C. ensiformis 6,8 Tioureia (21) GOLBABEI et al., 2013
. x H. pylori 530 Acido acetohidroxamico (70)

Palmatina Tampéo HEPES 20 mM, pH 7,5, 37°C C gr)llsiformis 30 Acido acetohidroxamico (20) ZHOU et al., 2017

. . x H. pylori 3,0 Acido acetohidroxamico (83)
Epiberberina Tampéo HEPES 20 mM, pH 7,5, 37°C C gr):siformis 23 Acido acetohidroxamico (22) TAN etal., 2017
(R)-(+)-4cido asnico 976
(S)-(-)-acido usnico Tampéo fosfato 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4, 25°C C. ensiformis 983 - Este trabalho
Acido fumarprotocetrarico 827

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Foi possivel observar que os compostos estudados nesse trabalho, (R)-(+)-acido
usnico, (S)-(-)-&cido Uusnico e é&cido fumarprotocetrérico apresentaram melhores
resultados quando comparado a andrografolide, baicalin (polifenol), esculetina
(polifenol) e galeato de metila, uma vez que tiveram menores valores de ICso. Contudo,
outros compostos apresentaram reduzido valor de 1Cso.

Neste contexto, alguns pontos devem ser considerados. A diversidade estrutural dos
compostos é variada, a qual tem influéncia sobre a capacidade dos mesmos em inibir o
crescimento celular, explicando as diferencas de valores. Outro ponto importante é que o
valor de ICso ndo pode ser definitivo para inferir se um determinado composto é efetivo
ou ndo, uma vez que 0 mesmo pode atuar de maneira diferente nos sistemas in vitro e in
Vvivo, necessitando de ensaios completares que avaliem a toxicidade, além da capacidade
de agir efetivamente na enzima em um sistema mais complexo, como é o caso dos
metabolitos secundarios de liquen avaliados nesse trabalho, os quais mesmo ndo tendo
valores menores de I1Cso comparados a outros compostos naturais, mostraram-se efetivos
frente a cepas bacterianas resistentes.

Diante da potencial utilizacdo dos metabdlitos secundarios de liquen na industria
farmacéutica, sua aplicacdo a nivel comercial deve ser analisada cuidadosamente, pois,
geralmente, é necessario destruir uma grande quantidade de biomassa, para a obtencéo do
composto bioativo de interesse (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Além disso, a baixa taxa
de crescimento dos liquens impossibilita a reposicdo rapida da biomassa ao meio
ambiente, o que pode levar ao desequilibrio ecolégico ou até a extingdo da espécie
(LEGAZ et al., 2008). Assim, tem-se buscado alternativas de produzir metabdlitos de
interesse em larga escala usando quantidades minimas de biomassa, como a utilizacéo de
culturas axénicas, ou seja, culturas livres de qualquer organismo vivo.

Porém, os liquens s6 produzem quantidades significativas de substancias em
condicdes fisioldgicas permissivas e como consequéncia disso, a producdo em culturas
livres de qualquer organismo vivo pode ser muito diferente da condigéo natural, podendo
induzir a biossintese de novos compostos, que ndo ocorrem naturalmente ou podendo
levar a inibicdo da sintese de determinados metabdlitos (BOUSTIE & GRUBE, 2005),
por exemplo, o liquen Lecanora dispersa contém o composto 2,7-dicloro-hexanona como
o0 principal composto secundario, mas quando cultivado isolado, crescendo sem a alga,
produziram também panarina e depsidonas relacionadas (LEUCKERT et al., 1990).
Outro exemplo é a produgdo de atranorina em Usnea hirta, quando cultivada em meio LB

modificado (KINOSHITA et al., 1993), uma vez que este composto nao esta presente em
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todo o género Usnea. Além disso, Kon e colaboradores (1997) encontraram apenas
quantidades muito baixas de acido usnico e acido salazinico, que sdo metabdlitos tipicos
em culturas de Usnea orientalis, ao passo que estes produziram os dibenzofuranos, acido
hipostrepsilico e acido isostrepsilico.

Além disso, seu lento crescimento, tanto na natureza como em culturas livres de
qualquer organismo vivo, pode ser considerado um grande problema para produgéo de
metabdlitos. No entanto, as condigdes de cultura podem ser otimizadas para favorecer a
sintese de compostos secundarios de interesse (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Neste caso,
a sintese em laboratério pode ser uma alternativa a cultura axénica, uma vez que ja é
possivel de ser realizada para alguns compostos de liquen (HUNECK et al., 1993;
NICOLAOU & GRAY, 2004), aléem da modificacdo estrutural, visando melhorar alguma
atividade, que foi iniciada com o acido Usnico acoplado a varias aminas e poliaminas
usando sintese organica em fase solida (BOUSTIE & GRUBE, 2005). Porém, ainda sdo
poucos os trabalhos que reportam a sintese organica desses compostos e isso se deve a
complexidade estrutural dos mesmos.

Por fim, uma outra alternativa para producdo dos metabdlitos secundarios € o uso
da imobilizacdo celular ou enzimatica. Na imobilizacéo celular as células encontram-se
aprisionadas em espaco definido, tendo sua atividade total ou parcialmente mantida para
uso continuado (PEREIRA, 1998). E uma atraente alternativa ao uso de sistemas
enzimaticos purificados, uma vez que a propria célula organiza e fornece as condicdes
ideais de funcionamento, além das vantagens de reutilizacdo e economia de tempo
(YAMAMOTO, 2000)

5.5 Estudos de interacdo entre cocaina, seu metabdlito cocaetileno e HSA

5.5.1. Avaliago dos parametros de ligac&o e termodinamicos

Para avaliar o processo de interacdo entre HSA e os alcaloides COC ou CE,
realizou-se uma titulacdo espectrofluorimétrica, onde foi monitorada a fluorescéncia
intrinseca da HSA, proveniente dos residuos de Tir e Trp. Desta forma, a fluorescéncia
da HSA foi monitorada em 340 nm, na auséncia e na presenga da COC e do CE (0-80uM).
Como visto na Figura 21, conforme aumentava-se as concentracdes dos ligantes, ocorreu
reducdo gradual da intensidade de fluorescéncia. Este processo se deu em funcdo da

diminuicdo da concentracdo livre da proteina, indicando qualitativamente que o0s

75



compostos apresentam interacdo com a HSA por meio da formacdo do complexo
supramolecular ndo fluorescente (YAN & MARRIOT, 2003). Foi observado também que
a adicdo de concentragOes crescentes dos compostos, levou ao deslocamento do
comprimento de onda de maxima fluorescéncia para menores comprimentos de onda
(deslocamento para o azul) de 340 para 320 nm, conforme ilustrado na Figura 21(al) para
a COC e de 340 para 310 nm conforme a Figura 21(a2) para o CE. Isso pode estar
relacionado a mudangas conformacionais induzidas pela interacdo com os alcaloides
(ZHANG, et al., 2011). Além disso, o deslocamento para menores comprimentos de onda
indica também que houve uma diminuicdo da polaridade do microambiente dos residuos
de Trp (ALBANI, 2007).

No entanto, somente pela avaliacdo do perfil dos espectros de emissdo de
fluorescéncia da titulacdo da HSA com os ligantes avaliados ndo se pode indicar o
mecanismo preferencial de quenching, o qual é definido como sendo a reducdo do
rendimento quéntico da fluorescéncia de um fluoréforo induzido por uma variedade de
interacdes moleculares com o quencher (ligante), como rearranjo molecular, transferéncia
de energia, entre outras (MOLINA-BOLIVAR et al., 2014; WANI et al., 2017). Esse
mecanismo de supressdo da fluorescéncia depende da coliséo entre a molécula da proteina
excitada e a espécie supressora (Q) e da constante de velocidade de supressdo bimolecular
(Kg) (MOREIRA et al., 2015). Assim, para determinar o mecanismo de supresséo,
analisou-se os valores constante Kq em diferentes temperaturas, calculados a partir da

equacao 3, 0s quais estdo expostos na Tabela 8.
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Figura 21- Titulacdo espectrofluorimétrica da HSA (1,0 uM) em pH 7,4 (30 °C) com COC e CE:
al) perfil espectral paraa COC; b1) perfil linear do gréfico de Ksy referente a COC; c1) Constante
de ligacéo para a COC; a2) Titulacdo espectrofluorimétrica da HSA com CE; b2) perfil linear do
gréafico de Ksy para o CE; c2) Constante de ligagdo para o CE.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 8- Parametros de ligacdo e termodindmicos referentes a interagdo entre a COC, seu metabdlito o CE e a HSA.

Parametros de ligacdo Parametros termodinamicos

Compostos ooy T Ky Kq Ko AG AH AS
(x10* M1 r (x102M1st)  (x10°MY) r (kImol)  (kImol) (I molt K?)

23 3,94+0,05 0,9992 7,88 3,77+0,05 0,9997 -25,85

coc 30 4,09+0,09 1,0000 8,18 1,86 + 0,10 10,9981 -24,93 -64,78 -131,52
37 4,46+0,01 1,0000 8,92 1,15+ 0,15 0,9950 -24,01
23 4,78+0,16 0,9952 9,56 2,92 +0,08 0,9499 -25,28

CE 30 4,93+0,13 10,9971 9,86 485+0,11 0,9935 -27,23 57,10 278,32
37 592+0,14 0,9975 11,8 8,33+0,21 0,9940 -29,18

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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De acordo com Shu e colaboradores (2015), valores de Kq menores que 2,0x10%°
M s, indicam a ocorréncia preferencial do mecanismo de quenching dinadmico,
enquanto que valores de Kq superiores, € indicativo de mecanismo de quenching estatico.
Os valores de Kq obtidos no estudo de quenching (Tabela 8) variaram de 7,88 a 8,92x10*2
M1 s, para sistema contendo COC e de 9,56 a 11,8x10'2 M s para o sistema contendo
CE, indicando que o processo de interagéo entre ambos os ligantes e a HSA ocorreu por
meio do mecanismo de quenching estatico com formacdo de complexo supramolecular
no estado fundamental.

Os valores da constante de interacdo (Kp) variaram de 1,15 a 3,77x10* M para
COC e de 2,92 a 8,30x10* M para CE (Tabela 8). Esses valores de constante estdo
préximos aos obtidos por Bailey (1995) que avaliou a afinidade desses compostos com a
HSA empregando equilibrio de dialise, sendo obtido uma constante de ligacdo de
4,47x10° M para COC e 4,32 x10* M para CE. Por outro lado, Parker e colaboradores
(1995) avaliaram os fatores que poderiam afetar a ligac&o entre cocaina e proteinas séricas
empregando ultrafiltracdo. Nesse estudo obteve-se uma constante de ligagcéo paraa COC
de 2,3x10% M 0 que pode ser explicado pelo uso de uma técnica baseada em principios
diferentes da fluorescéncia molecular. Vale ressaltar que ndo foi calculada a constante
para o CE.

Analisando o valor da constante de interacdo a 37°C (proximo a temperatura
corplrea) observa-se que as constantes de interagdo foram maiores para o sistema HSA-
CE. Este fato pode estar relacionado com a substitui¢cdo do grupo etil no lugar do metil
éster. Essa pequena mudanca ja é o suficiente para mudar as propriedades farmacologica
de uma molécula, como ja reportado por Barreiro e colaboradores (2011), podendo mudar
também as principais forcas atuantes no processo de interacdo com a HSA, o numero de
interacdes ndo covalentes que podem ocorrer e, consequentemente, a magnitude dessa
interacdo.

Vale destacar que os compostos bioativos podem se ligar a varias proteinas do
sangue, como a HSA, a al-acida glicoproteina, as lipoproteinas e as imunoglobulinas
(SUKBUNTHERNG et al., 1996). No caso especifico da cocaina e do cocaetileno, tem
sido relatado duas principais proteinas: o1-acida glicoproteina, que compreende de 1-3%
(COLOMBO et al., 2006) das proteinas plasmaticas e a albumina, que compreende de 50-
60% (KRATZ & ELSADEK, 2012). Bailey (1995) avaliou a ligacdo da COC e do CE

diretamente no soro humano, por equilibrio de dialise, ndo sendo obtidas informacGes de
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como este processo de interacdo ocorre, apenas o grau de afinidade. Assim a partir desse
estudo, foi sugerido que a COC se ligava com alta afinidade a al-acida glicoproteina (Kb
= 2,56x10* M) e com baixa afinidade a albumina (K. = 4,47x10%® M™). Para o CE
apresentava alta afinidade tanto para a al-acida glicoproteina (K = 5,21x10* M) como
para albumina (Kp = 4,32x10* M), corroborando com os resultados do presente trabalho.
Mesmo a COC tendo baixa afinidade pela HSA, essa proteina estd em grande
concentracdo no plasma, assim ela estard envolvida significativamente no processo de
interacdo, além disso a diferenca entre as constantes de ligacdo na presenca de ambas as
proteinas nao foi expressiva para o CE. Adicionalmente, foi verificado que a cocaina e o
cocaetileno se ligam com alta afinidade a albumina do leite materno humano e com baixa
afinidade a fracéo lipidica (BAILEY, 1998).

A avaliacdo das forcas intermoleculares preferenciais no processo de interacéao foi
realizada a partir dos calculos dos parametros termodindmicos para os complexos HSA-
COC e HSA- CE a partir da linearizacdo da equagdo de van’t Hoff (equagdo 5) cujos
resultados estdo listados na Tabela 8. Uma vez que se obteve valores negativos de entalpia
(AH) e entropia (AS) para COC (AH < 0 e AS < 0) ¢ possivel deduzir que as forgas de
van der Waals e ligacdes de hidrogénio sdo as interacfes preferenciais (ndo exclusivas)
que estabilizam o complexo. O valor negativo de AS para esse sistema indica que o
mesmo esta mais organizado, explicando a existéncia das ligagdes de hidrogénio e de van
der Waals, de forma que o aumento da temperatura desfavorece o processo de interacdo
(Ko diminui com 0 aumento da temperatura), uma vez que o0 aumento da temperatura tende
a torna o sistema mais desorganizado. Para o complexo HSA-CE se obteve valores
positivos para varia¢do de entalpia e entropia (AH > 0 e AS > 0), o que implica que
interacdes hidrofobicas estabilizam o complexo (ALANAZI & ABDELHAMEED,
2016). O valor positivo de AS, indica que esse sistema esta mais desorganizado, o que é
devido ao deslocamento das moléculas de agua (solvente) da estrutura da proteina para
fora da biomolécula, quando as interacdes hidrofobicas sdo formadas com o ligante.
Assim, 0 aumento da temperatura tende a favorecer esse processo de interacdo ( Kp
aumenta com o aumento da temperatura (BARAKAT & PATRA, 2013).

Sabendo que a HSA é uma proteina com regides hidrofobicas, que transporta acidos
graxos, é esperado que ela tenha maior afinidade por espécies mais hidrofdbicas
(CARDAMONE & PURIT, 1992). Assim, como para o complexo HSA-CE, as interacfes
hidrofébicas sdo as principais forcas que estabilizam essa interagdo, desta forma,

podemos inferir que a insercdo do grupo etil no lugar metil éster (COC) faz com que o
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CE tenha um carater mais hidrofobico que a COC. Para comprovar isso, foi necessario
avaliar o coeficiente de particdo na forma neutra ou protonada, uma vez que este
pardmetro € uma medida quantitativa da lipofilicidade de compostos organicos
(MEYLAN, 1994). Considerando que em condicao de pH fisioldgico estariam presentes
no meio as espécies neutras e protonadas de COC e CE (pKa = 8,6) calculou-se o
parametro de lipofilicidade para todos os sistemas. Assim, o valor de logP para COC é
1,82 e para CE € 2,15, ja para as formas protonadas, tem-se ClogP = 3,03 para COC e
3,57 para CE, indicando em ambos os casos que houve um aumento na lipofilicidade para
0 CE causado pela adi¢cdo da metila, da ordem de 18%. Quanto maior o valor de logP (ou
ClogP), mais hidrofébico é o composto, assim, verifica-se que o CE realmente tem um
maior carater hidrofdébico, quando comparado a COC (MEYLAN, 1994).

Avaliando os valores da energia livre de Gibbs, também é possivel observar que o
complexo HSA-CE tem sua formacao mais favorecida quando comparado ao complexo

HSA-COC, pois os valores de AG foram mais negativos no sistema contendo o CE.

5.6 Avaliacdo da interacdo entre os alcaloides COC e CE com HSA por UV-vis

A espectroscopia por UV-vis foi empregada para confirmar a formagdo do
complexo HSA-ligante por meio do monitoramento de mudancas estruturais da proteina,
e também para inferir sobre 0 mecanismo de quenching que esta envolvido no processo
de interacdo (HE et al., 2016). Os espectros de absor¢do molecular do sistema HSA-COC
sdo mostrados na Figura 22(a), enquanto que HSA-CE na Figura 22(b).

A partir dos espectros da Figura 22, pdde-se observar que a HSA apresenta uma
banda maximo de absorcdo em 280 nm, caracteristico principalmente devido aos residuos
de aminoécidos aromaticos Tir e Trp responsaveis pelas transi¢des eletronicas n—n (YU
et al., 2014). Ao se adicionar COC a solu¢do de HSA (HSA+COC), ocorreu efeito
hipercromico. Além disso, o espectro resultante da subtracdo dos espectros do sistema
HSA+COC pelo ligante (COC) resultou em um espectro ndao sobreponivel ao espectro da
HSA, indicando que ndo houve efeito aditivo da lei de Beer, logo confirmando a formacéo
do complexo supramolecular HSA-COC (KHAN et al., 2002; CHI, et al., 2010). Para o
sistema contendo CE também se observou que a adicdo do ligante CE causou o efeito
hipercromico. Alem disso, o espectro de absor¢éo resultante da subtracéo entre o espectro
do complexo supramolecular (HSA + CE) e o do CE livre ndo é sobreponivel ao espectro

da HSA livre, confirmando que ocorre o processo de interacdo (SAEIDIFAR etal., 2015).
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Figura 22- Espectros de absorcdo molecular no UV-vis para os sistemas contendo HSA com a)
COC e b) CE. Condiges: HSA (2uM), COC e CE (2 uM), em tampéo Tris 10 Mm, pH 7,40 e
30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Esse estudo pode ser empregado também para inferir sobre o mecanismo
preferencial de quenching. Dentro desse contexto, Tian e col (2010) afirmaram que
guando o mecanismo de interacdo macromolécula-ligante ocorre por quenching
dindmico, o espectro de absor¢do por UV-vis da proteina ndo € alterado na presenca do
ligante, uma vez que este é causado em grande parte por colisdes entre o fluoréforo no
estado excitado (presente na proteina) e o ligante (quencher). Entretanto, quando a
interacdo entre a proteina e o ligante ocorre preferencialmente por quenching estético,
ocorrem alteragdes na estrutura da proteina na presenca do ligante, pois, mudancas
associadas a formacdo dos complexos supramoleculares no estado fundamental sdo
observadas no espectro de absorcdo por UV-vis. Como foram observadas mudangas no
espectro de absorcdo da HSA na presenca de ambos os ligantes (COC e CE), o0 mecanismo
de quenching preferencialmente € estatico, corroborando com os resultados obtidos por

fluorescéncia molecular.

5.7 Influéncia da forga i6nica no processo de interacdo entre COC e CE com HSA
As principais formas de consumo da cocaina sdo na forma de sal, o cloridrato de

cocaina, ou base livre, o crack. A Figura 23 mostra a formula estrutural da cocaina na

forma de cloridrato e base livre, destacando-se o ndcleo tropano.
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Figura 23- Férmula estrutural da cocaina na forma de base livre e cloridrato.

O,
o\
+ HCI \N’(
1 Cl
- HCI )
i (0]
Crack (base livre) | Cocaina (cloridrato) ]

Fonte: Adaptado de DE SOUZA, 2014.

Uma vez que o pKa da cocaina é 8,61 (SUKBUNTHERNG et al., 1996) em
condicédo de pH fisiolégico (pH = 7,4) cerca de 94% do nitrogénio tropanico estara com
carga positiva. Além disso, em condigdes normais fisiologicas a HSA estard com carga
negativa, uma vez que seu ponto isoeletrénico (pl) é 4,7 (VLASOVA & SALETSKY,
2009). Dessa forma, foi necessario avaliar como a concentracdo salina do meio poderia
influenciar no processo de interacdo, para esclarecer a natureza das forgas envolvidas e
racionalizar a possibilidade de um componente eletrostéatico, uma vez que a forca idnica
afeta diretamente sistema com cargas (OTZEN, 2002).

O processo de interacdo entre HSA com COC ou CE foi avaliado na auséncia e
na presenca de varias concentracdes de NaCl (0-200 mM). A partir dos resultados (Figura
24) é possivel observar que houve reducdo do Ky a medida que a concentracdo de NaCl
aumentava para formacdo de ambos os complexos (HSA-COC e HSA-CE)
desfavorecendo o processo de interacdo para estes sistemas, indicando componente
eletrostatico nas forcas de interacdo com a proteina.

Figura 24- Avaliacdo do efeito do NaCl (0-200 mM) no processo de interacdo para 0s sistemas
HSA-COC e HSA-CE. Condicdes: tampéo Tris 10 mM, pH 7,4 a 30°C.

CE
+ coc
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

83



Este resultado esta relacionado com aumento da forca idnica, e por conseguinte
reducdo das atividades das espécies, devido a formacdo de uma esfera de interacao entre
os ions Na* e CI- com a HSA (carga preferencial negativa) e alcaloides (carga preferencial
positiva), levando a uma maior separagdo entre as cargas, o que dificulta o processo de
interacdo. Contudo, ressalta-se que outras forgas estdo envolvidas no processo as quais

foram determinadas baseadas nos parametros termodinamicos.

5.8 Avaliacao da conformacédo da HSA

5.8.1 Avaliagéo do processo de interagdo por fluorescéncia 3D

Alteracbes conformacionais na estrutura da HSA ao interagir com a COC ou CE
foram avaliadas por fluorescéncia tridimensional (3D) por meio de mudancas
caracteristicas nas bandas de emissdo relacionados a cadeia polipeptidica e aos residuos
de Trp e Tir (CHENG, LIU, JIANG, 2013). A Figura 25(a) apresenta o espectro de
fluorescéncia em 3D para a HSA, onde se destacam trés picos de emissdo. O primeiro é
referente ao espalhamento Rayleigh em que o comprimento de excitacdo é igual ao de
emissao (hex = Aem), associado ao espalhamento inelastico de radiacéo. Os residuos de Trp
e Tir sdo responsaveis pela banda de emissdo do pico 2 (Aex/ hem = 285/ 340 nm). O pico
3 é referente a cadeia polipeptidica da proteina (Aex/ Aem = 238 / 335 nm) que apresenta
transicio m—m devido a ligagdo RC-ONHR (carbonila da ligacdo peptidica)
caracteristico da estrutura secundaria da proteina (CHENG, LIU, JIANG, 2013; ARIGA
et al., 2015). A compilagdo destes resultados esta disposta na Tabela 9.
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Figura 25- Espectros de fluorescéncia 3D para os sistemas contendo a) HSA; b) HSA-COC; c¢) HSA-CE. Condicbes: HSA (2 uM), COC e CE (40 uM), em
tampdo Tris 10 mM a pH 7,40 e 30°C.

a) b) c)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 9-Pardmetros de fluorescéncia tridimensional para HSA livre (pH 7,4) ou na presenca de compostos COC e CE. Proteina e ligantes foram usados em
2,0 e 40 uM, respectivamente, sendo o pico 1 referente ao espalhamento da radiagdo (scattering Rayleigh); pico 2 referente a emisséo dos residuos Trp e Tir e
o pico 3 referente a emissdo da cadeia polipeptidica da estrutura da HSA.

HSA HSA +COC HSA+ CE
Picos Posicdo Stokes! Posicdo Stokes Posicdo Stokes
(7\‘ex / kem) AA (nm) i (a. U-) (7\‘ex / kem) AA (nm) F (a' U.) (7Mex / kem) AL (nm) F (a- U.)
1 Aex = hem 0 >1000 Aex = Aem 0 >1000 Aex = hem 0 >1000
2 285/340 55 870 (100%) 285/340 55 774 (89%) 285/340 55 805 (92%)
3 238/335 97 145 (100%) 238/335 97 37 (26%) 238/335 97 43 (30%)

! Deslocamento Stokes (AL = Aem - Aex). 2 NUmeros entre parénteses representam a porcentagem relativa do sinal de fluorescéncia. Valores menores indicam maior
variacdo em relacdo ao controle (HSA livre).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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De acordo com os resultados da Tabela 9 observou-se que 0s picos 2 e 3,
reduziram suas intensidades em 11 e 74% para a COC e 8 e 70% para o CE (Figura 25(b)
e 25(c)). Estes resultados indicam que houve mudangas na estrutura secundéria e terciaria
da HSA (GUO etal., 2014; ZHANG et al., 2008). causadas pela ligagdo COC-HSA e CE-

HSA, comparando-se com a estrutura nativa da HSA.

5.8.2 Fluorescéncia sincronizada

Como ja mencionado, a técnica de fluorescéncia sincronizada é usada para
monitorar separadamente os residuos de Trp e Tir presentes na HSA, e verificar possiveis
alteraces no microambiente destes aminoacidos na presenca de diferentes concentracoes
dos ligantes (COC e CE). Os estudos foram realizados mantendo-se constante um
determinado intervalo de comprimento de onda entre 0os monocromadores de excitacdo e
emissdo (A)L), empregando-se 15 e 60 nm, os quais sdo variagdes caracteristicas para
avaliar separadamente os residuos de Tir e Trp, respectivamente (CHAKRABORTY &
LEDWANI, 2016).

Os resultados para este estudo estdo apresentados nas Figura 26 e Tabela 10. Na
Figura 26, observou-se que ao aumentar as concentracfes de COC e de CE, houve uma
reducdo mais significativa na intensidade de fluorescéncia dos residuos de Trp, quando
comparado aos residuos de Tir, para ambos os ligantes, sendo observado também um
deslocamento no maximo comprimento de onda para menores valores. Um aumento na
polaridade do microambiente esta relacionada a variagdo positiva no Amax (maiores
comprimentos de onda), enquanto uma reduc¢do da polaridade estd associada a variacao
negativa no Amax (menores comprimentos de onda). Estes fendmenos permitem descrever

mudancas na estrutura da proteina nativa (TAN et al., 2012).
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Figura 26- Espectros de fluorescéncia sincronizado da HSA (2,0 uM) apds a adigdo de concentragdes crescentes de COC em pH 7,4, monitorando (a) AL =15

nm (residuos Tir) e (b) AA = 60 nm (residuos Trp).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 10- Pardmetros relacionados aos estudos de fluorescéncia sincronizada para os residuos
Tir e Trp quanto a interacdo da HSA com COC e CE.

Stern-Volmer

Composto (ﬁé‘] ) Ksv ) ?;‘;%X
(104 M)
15 0,85 % 0,06 0,80004 0
coc 60 2,37 +0,63 0,00804 0
- 15 0.56 % 0,05 0,09574 0
60 2,98 +0.94 0,97282 0

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A partir dos valores de Ksy calculados (Tabela 10) é observado que a interagdo
HSA-CE afeta mais os residuos de triptofano do que a interacdo HSA-COC, uma vez que
o valor de Ksyv quando foi aplicando um AA = 60 nm foi maior para o CE, indicando
assim, que estes residuos devem estar mais proximos ao sitio de ligacdo do complexo
entre a proteina e CE (LI et al., 2016; STEIN et al., 1991).

5.9 Sitios de ligacdo na HSA

5.9.1 Avaliacéo do sitio preferencial de ligacao entre COC e CE com HSA

HSA é uma proteina globular composta por trés dominios homaologos (I, 11 e 111).
Cada dominio contém dois subdominios (A e B). As principais regiGes dos sitios de
ligacdo de moléculas pequenas na albumina estdo localizadas em cavidades hidrofobicas
em subdominios 11 e 111, com constantes de ligacio na faixa de 10 *-10 ® M ~X. Muitos
ligantes interagem preferencialmente a albumina sérica, por exemplo, varfarina e
fenilbutazona para o sitio | (subdominio 11A), &cido flufenamico (FA), ibuprofeno e
diazepam para o sitio Il (subdominio I11A), e a digitoxina para o sitio Il (provavelmente
subdominio 111B) (ZHANG et al., 2013).

A avaliacdo do sitio de ligacdo preferencial paraa COC e CE explorou-se estudos
de competicdo com marcadores de posicdo, que sdo compostos que se ligam
seletivamente a um local ou regido conhecida da proteina. Assim, por meio do
monitoramento das alteracdes da fluorescéncia da proteina apos a ligagdo com moléculas
pequenas, na presenca/auséncia dos marcadores, foram obtidas informacdes acerca do

local de ligagdo. Os marcadores usados foram: varfarina (VAR, sitio 1), diazepam (DIA,
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sitio 1) e a digoxina (DIG, sitio IlI), todos numa relacdo fixa de 1:1 em relacdo a

concentracdo da HSA (Figura 27).

Figura 27- Estrutura molecular dos marcadores de sitio de ligacdo da HSA.

Diazepam
Varfarina

cl —N

Digoxina

HO HO
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o™ 0

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Na presenca destes marcadores ha uma competicdo pelo sitio de ligacdo na

estrutura da proteina, o que leva a um desfavorecimento na interacao entre HSA-ligante,

indicando gue o ligante esta interagindo na mesma regido que o marcador. O parametro

usado para avaliar este processo € a razao das constantes na presenca (Kp") € na auséncia

(Kb) destes marcadores. Caso esta razdo seja menor que a unidade, indica que existe

competicdo para o sitio de ligacéo.

O grafico da Figura 28 mostra que para tanto varfarina como o diazepam

deslocaram a molécula COC, porém a varfarina o fez de forma mais significativa. J&, no

caso do CE, o mesmo s0 foi deslocado na presenca da varfarina, sugerindo que sitio de

ligagdo tanto da COC como do CE na HSA € o sitio | (I1A subdominio).
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Figura 28- Avaliagdo do sitio de ligagdo na HSA (2 uM) a partir da razdo dos valores de Ky na

auséncia e presenga dos marcadores (2 uM) varfarina, diazepam e digoxina para os ligantes (a)
COC (b) CE.
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3 <
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019

O sitio | é uma regido grande, flexivel e compreende todas as seis hélices do
subdominio e residuos adicionais dos subdominios 1B, 1IB e Il1A, além de possuir uma
maior regido apolar, com uma menor regido polar composta pelos residuos Tirl50,
His242, Arg257 (ZSILA et al., 2011). Moléculas que se ligam a esse sitio geralmente
possuem anéis aromaticos heterociclicos planares, sdo volumosas, em grande parte ndo
polar e com carga negativa deslocalizada. Outros farmacos que também se ligam no sitio
I sdo: cido salicilico (SJOHOLM et al., 1979), quercetina (ZSILA, BIKADI, SIMONY],
2003), piroxican (BREE et al., 1990) e nimesulida (BREE et al., 1993).

5.9.2 Avaliacéao dos sitios hidrofébicos e indice de hidrofobicidade (PSH)

O éacido 1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS) é uma sonda sensivel a polaridade.

Em &gua, possui baixa fluorescéncia intrinseca, mas a intensidade aumenta em ambientes
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hidrofobicos e por isso é usada para avaliar se o sitio preferencial de ligagdo ocorre em
regides hidrofobicas da HSA (RANJBAR et al., 2013).

Para isso, avaliou-se o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de COC e CE
no sistema HSA-ANS, avaliando-se possiveis alteracGes na intensidade de fluorescéncia
do sistema, uma vez que se o sitio de ligacdo da COC ou CE na proteina forem proximos
ou similar ao ANS, ocorrera competicdo. E, consequentemente o ligante ira deslocar o
ANS dos sitios hidrofébicos, correndo dessa maneira, diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia do sistema HSA-ANS. Analises cristalograficas revelaram que as
interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas desempenham um papel importante no controle
da afinidade em relagdo a ligacao aos sitios | e Il: para o sitio I, as principais intera¢fes
sdo as hidrofdbicas, enquanto para o sitio 1l, a combinacdo de hidrofébica, ligacdo de
hidrogénio e interacdes eletrostaticas (RANJBAR, et al., 2013)

O parametro usado para avaliar a capacidade dos ligantes COC e CE em deslocar o
ANS foi a constante de Stern-Volmer (Ksv), de forma que, quanto maior a constante de
Stern-Volmer, maior a capacidade do ligante substituir o ANS da estrutura da HSA.
Avaliando-se os valores de Ksy, percebe-se que essa constante € maior no sistema
contendo a CE (3,84x10% M) quando comparado ao sistema contento COC (2,73x103
M) indicando que esse ligante possivelmente desloca o ANS da regido de ligagéo
(GUAN; ZHANG; WANG, 2014). Este resultado confirmou as caracteristicas mais
hidrofébicas da CE.

5.10 Indice de hidrofobicidade

Como ja mencionado, o ANS é usado como sonda para avaliar mudancas na
hidrofobicidade da superficie da proteina, a qual estd associada a alteracBes
conformacionais e na carga superficial da proteina, resultante do processo de interacdo
proteina-ligante (CHI & LIU, 2011).

As propriedades de ligacdo do ANS a HSA podem ser investigadas mensurando a
constante de dissociagdo aparente de fluorescéncia do complexo HSA-ANS (Kg) e pela
intensidade de fluorescéncia maxima (Fmax) na concentracdo de ANS suficiente para
saturacdo dos sitios da HSA. Este ensaio baseia-se na titulagdo da HSA com incrementos
de ANS (0-50 pM) em sistemas contendo a proteina na presenca e auséncia dos ligantes
(Figura 29).
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Figura 29- Perfil da ligagdo do ANS (0- 40 umol L-1) a HSA (2 uM) na auséncia presenca
dos ligantes COC e CE. Condicdes: pH 7,4 e 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Para tanto, se utilizou a relacéo linear F = CansB que indica a proporcionalidade
entre o sinal de fluorescéncia (F) e a concentracdo de ANS (Cans, 0 a 1,5 uM), sendo B
o coeficiente de proporcionalidade. Para obtencdo da quantidade de ANS ligado a HSA
foi empregado a relacdo [ANSiigado] = F/B. A quantidade de ANS livre foi obtida a partir
de [ANSiivre] = [ANStotal] - [ANSiigado]. O valor de Kg foi calculado por meio coeficiente
angular da relacéo F vs F/[ANS]Jiivre. O indice de hidrofobicidade na superficie da proteina
(PSH) para os diferentes sistemas avaliados e parametros relacionados séo apresentados

na Tabela 11, para tanto, foi aplicado a equacéao 10.

Tabela 11- Parametros relacionados ao indice de hidrofobicidade da superficie da proteina (PSH)
para os sistemas HSA+ANS na auséncia e na presenca dos ligantes COC e CE.

Parametros
Condicdes Ky Foa PSH
(uM) [HSA]
HSA-ANS 1,08 319,04 29541
HSA-ANS + COC 1,21 172,10 147,20
HSA-ANS + CE 2,23 222,30 99,70

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com os resultados da Tabela 11 percebe-se que a presenca da COC leva
ao aumento da constante de dissociacdo (Kq) de 12% em relacdo a proteina livre, e na
presenca de CE tem-se um aumento de 106%. Este aumento nos valores de Kq implica
gue o ANS fica menos ligado a superficie da HSA (RANJBAR et al., 2013). Isto pode ser

refletido pela diminuicdo dos valores de PSH em 50 e 67%, respectivamente.
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Provavelmente como o CE possui maior Ky, e carater lipofilico e com isso, maior afinidade
para interacdo com a proteina e intera¢des do tipo hidrofobica mais efetivas do que para
a COC, é de se esperar que consiga deslocar o ANS de forma mais efetiva.

5.11 Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET)

A transferéncia de energia ressonante de Fdster (FRET) é frequentemente
empregada para calcular a distancia no local de ligacéo entre a espécie doadora de energia
(residuo de Trp), e a molécula aceptora (ligante). Este processo entre o doador e receptor
depende dos seguintes fatores: (i) orientagdo relativa dos dipolos dos doadores e receptores,
(ii) grau de sobreposicao do espectro de fluorescéncia do dador com o espectro de absor¢éo
do receptor, e (iii) da distancia entre o doador e o receptor (ro) (BARAKAT & PATRA, 2013).
A distancia entre o doador e o receptor deve ser menor que 8-10 nm para que ocorra
transferéncia de energia diferente de zero.

Para tanto se avaliou 0s seguintes parametros: area de sobreposicao (J, equacdo (9))
dos espectros de fluorescéncia da HSA livre e de absorcdo molecular da COC e do CE; a
eficiéncia de transferéncia de energia, a distancia critica de Foster (Ro, equacao (8)) em que
50% da energia de excitacao € transferida para o aceptor e, a distancia entre o ligante e o
triptofano da proteina (ro, equacdo (7)) Os resultados estdo apresentados na Tabela 12 e Figura
30.

Tabela 12- Pardmetros calculados relacionados ao processo de FRET quanto a interacdo entre
HSA-COC e HSA-CE.

Sistema J (10 cm® L mol?) E (%) Ro (nm) ro (Nnm)
cocC 5,59 25,0 1,50 2,77
CE 6,70 22,0 1,89 2,43

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 12) verificou-se que a energia
transferida (E) variou de 22,0 a 25,0%, indicando que houve transferéncia de energia
menor que 50%, o que implica que Ro <ro (TAN et al., 2012). Os valores das distancias
ro para COC e CE variaram de 2,43 a 2,77 nm. Assim, a distancia critica ro entre CE e 0
residuo de triptofano da HSA foi inferior a 8-10 nm. Estes resultados indicaram que houve

transferéncia de energia ndo-radioativa (SHU et al., 2015).
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Figura 30- Sobreposicdo dos espectros normalizados de fluorescéncia da HSA (10 uM) que atua
como doador (D) de radiagdo e absor¢do molecular da COC (20 uM) (a) e do CE (20 uM) (b) que
atuam como aceptores em pH 7,4.

&
-~

=3
~

25000

——HSA
—CE

1. —HSA  bsogo
—COocC

=

20000
0.8 {20000

o
dade molar

15000

1v1

0.6 15000 0.9

10000

0.4 10000 0.4

0.2] 5000 0] pooo

Intensidade de flureseéncia (u.a)
Coeficiente de absortividade molar
Intensidade de flurescéncia (u.a)

Coeficiente de absorti

" 260 280 300 320 340 360 380 400
A/ nm A/nm

Fonte: Elaborado pela autora, 2019

Por fim, os valores de ro obtidos para a COC e CE foram proximos dos valores
obtidos para outros alcaloides reportados na literatura, como mostrado na Tabela 13,
diferindo de forma mais significativa dos valores para sanguarina, barberina e jatrorrizina.
Com relagéo aos valores das constantes de ligacdo, observou-se ser da mesma ordem de
grandeza dos compostos sanguarina, jatrorrizina e hermane, sendo observado também
que o sitio 1 é o preferencial para a maioria dos alcaloides, porém ainda existem

divergéncias quanto ao sitio preferencial da jatrorrizina.
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Tabela 13- Parametros de ligacdo e FRET de alcaloides para fins de comparacdo.

Pardmetrosde  FRET
1 3 (o]
Composto Proteina Condigdes experimentais ligagao (25°C) 3 R ; Referéncia
-1 o 0 0 0
Kp(M?)  Sitio (104 cmd M) E (%) (nm) (nm)

Berberina HSA (10 uM)  Tris 50 mM, pH 7,4 6,64x102 | 3,13 31,6 2,71 3,10 HU; LIU; XIAO, 2009
Sanguarina BSA (1 uM) Citrato-fosfato 10 mM, pH 6,4 37,8x10% | 2,13 27 2,85 3.37 HOSSAINetal., 2011
Jatrorrizina HSA 3uM)  Tris 200 mM, pH 7,4 7,28x10% | - - - - Ll etal., 2005
Jatrorrizina BSA (10 uM)  Tris 50 mM, pH 7,4 4,68x10? I 4,37 34 3,20 3,60 Mletal., 2013
Jatrorrizina HSA (10 uyM) Tampdo Tris 50 mM, 150 mM, pH 7,4 6,77x102 1 - - - - Ml et al., 2014
Jatrorrizina HSA (10 uyM) Tampdo Tris-HCI, pH 7,40 4,06%x103 | 1,71 22 2,59 3,19 Lletal, 2014
Palmatina HSA (10 uM)  Tampdo Tris 50 mM, 15 mM, pH 7,4 5,44x102 | 2,92 37,9 2,68 291 HUetal., 2010
Harmane HSA (3 uM)  Tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0 5,16x10* -- -- -- -- -- GALECKI et al., 2012

BSA (3 uM)  Tampdao fosfato 50 mM, pH 7,0 4,32x10* - - - - - GALECKI et al., 2012
Indigotina HSA (5 uM)  Tampdo Tris-HCI, pH 7,4 60,0x10? | 99,20 30,6 2,51 2,88 CHENGetal., 2013

BSA (5 uM)  Tampdo Tris-HCI, pH 7,4 21,826><10 | 98,47 31,0 2,51 2,87 CHENG et al., 2013
Cafeina HSA (2 uM) Tampdo fosfato 50 mM, pH 7.4. 3,77x108 -- -- -- 3,69 568 QIONG etal., 2009
Levomepromazina BSA (10 uM)  Tampdo fosfato 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 6,42x102 -- (0,09-0,11) 20-28- 1,4-17- 2-21
Propionilpromazina  BSA (10 uM) Tampéao fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4  3,93x10? -- (0,09-0,11) 20-28- 14-1,7- 2-21
Etopropazina BSA (10 uM)  Tampdo fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4  4,12x10 (0,09-0,11) 20-28 1,4_1,7 2-2,1 KAMAT & SEETHARAMAPPA. 2004
Propericiazina BSA (10 pM)  Tampdo fosfato, 100 mM, 15 mM NaCl, pH 7,4 3,84x10? -- (0,09-0,11) 20-28- 14-1,7- 2-21
Procaina HSA Tampdo fosfato 1,2mM 1,16x103 -- -- -- -- -- LSAMAMRA et al., 2018
Piplartina HSA (4 uM)  Tampdo fosfato 50mM, 150mM NaCl, pH 7.0 1,81x10° | -- -- -- -- CONTESSOTO, 2017
Cocaina HSA (2 uM)  Tampao Tris 10 mM, pH 7,4 1,86x10% | 0,0559 25,0 1,50 2,77  Este trabalho
Cocaetileno HSA (2 uM) Tampdo Tris 10 mM, pH 7,4 4,88x104 | 0,0670 22,0 1,89 2,43  Este trabalho

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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5.12 Avaliacéo da influéncia de competidores no processo de interacao

A estrutura e dindmica da HSA s&o influenciadas pelas condigfes do meio,
dependendo de vérios fatores como temperatura, pH, forca iénica, entre outros, e isso tem
um impacto direto na interacdo dessa macromolécula com um determinado ligante,
podendo favorecer ou ndo esse processo (VARSHNEY et al., 2010). Além disso, diversos
tipos de espécies que estdo presentes no sangue humano possuem a capacidade de se ligar
a HSA e desta forma também podem afetar a ligacdo de compostos bioativo com a
proteina transportadora (RAHMAN; AFRIN; TABISH; 2018). Nesse contexto, os acidos
graxos podem interferir nas propriedades de ligacdo a HSA, induzindo mudancas
conformacionais nos sitios de ligacdo | e Il, uma vez que essa proteina atua no
metabolismo e transporte dos mesmos (VARSHNEY et al., 2010). Ademais, como em
condicdo de concentracdo hidrogenibnica fisioldégico, a HSA tem uma carga liquida
negativa, importante no transporte de cations que séo fisiologicamente relevantes e isso
também pode ter um efeito nas interac6es droga-proteina (LIU; MEI; FANG, 2005).

Assim, o efeito dos ions e acidos graxos que estdo entre os mais abundantes, no
plasma ou soro foi avaliado frente ao processo de interacao entre HSA e COC/CE, sendo
utilizado como pardmetro de avaliacdo a razdo das constantes na presenca (Ky) e na
auséncia (Ky) destes competidores. Caso esta razdo seja menor que a unidade, indica que
0 competidor interfere no processo de interacdo e caso seja maior, indica que o
competidor favoreceu o processo de interacdo. Os resultados estdo apresentados no grafico

em barras da Figura 31.
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Figura 31- Efeito da presenca dos competidores no processo de intera¢do entre HSA (2 uM) e
COICE (0-80uM) em pH 7,4 a 30°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Como observado na Figura 31, os competidores ndo influenciaram de forma
significativa no processo de interacdo simulando as condi¢des fisioldgicas, pois a razdo
das constantes foi proxima a unidade. Apenas na presen¢a do ion Ca(ll) houve um
aumento na razdo um de forma mais significativa, uma vez que a ligacdo desta cation
pode levar a alteracGes conformacionais na biomolécula, contribuindo para a interacdo da
HSA com a COC e o CE (sendo mais acentuado para o CE). Segundo Wang e col (2008)
esse efeito pode prolongar o periodo de um determinado composto no plasma sanguineo
e aumentar seus efeitos bioldgicos. Gowda & Nandibewoor (2014) também obtiveram
resultados similares na presenca de Ca(ll) na interacdo entre a 4-aminoantipirina e HSA,

bem como Santos e colaboradores (2018), que avaliou a interacdo entre timerosal e BSA.

5.13. Dicroismo Circular (DC)

Nos estudos por dicroismo circular, na regido de 190 a 240 nm, observa-se a
variacdo da configuracdo da estrutura secundaria de uma proteina, que pode incluir

arranjos de a-hélice, folha B e conformagio randomica. A Figura 32 mostra o perfil do
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espectro de DC da HSA em funcao do aumento das proporcdes de COC (Fig. 32A) e CE
(Fig. 32B) e, como observado, os espectros exibem duas bandas negativas na regido do
UV a 208 e 222 nm e uma banda positiva em 195 nm, que s&o tipicos da estrutura a-hélice

de uma proteina.

Figura 32- Espetro de dicroismo circular da HSA (2 uM) na presenga de COC (A) e CE (B) a 5,
10 e 20 uM). Condicdes: tampao fosfato 5 mM (pH 7,4).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
O aumento das concentragdes de COC e CE levou a diminui¢do da intensidade

das bandas em 208 e 222 nm, sem qualquer desvio significativo dos picos, sendo também
observada uma diminui¢do da intensidade em 195 nm. Assim, o conteddo quanto a
conformacdo em a-hélice e folha-f3 da proteina foram calculados (Tabela 14). A medida
que as concentra¢es de COC e CE aumentaram, houve uma reducdo do percentual de a-
hélice de 56 para 53,2 (COC) e de 56 para 52,9% (CE); e um aumento do percentual de
folha-p de 11,4 para 12,5% (COC) e uma diminui¢do de 11,4 para 10,1% (CE). A
porcentagem da conformacéo randémica aumentou de 20,1 para 22,2% (COC) e de 20,1
para 24,4% (CE), ndo sendo observadas mudancas significativas no grau de
enovelamento (turn), sendo evidente que a interacdo dos alcaloides com a HSA, causa

alteracdes conformacionais na HSA.
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Tabela 14- Estimativa da variacdo da estrutura secundaria da HSA empregando CD na auséncia
e presenga de COC e CE, Condigdes: tampé&o fosfato 5 mM (pH 7,4), HSA a 2 uM, COC e CE
avaliados a 5, 10 e 20 uM.

Composicao (%)

- HSA + COC HSA + CE
Estrutura secundaria o, —255 coc coc o oE cE
GuM)  (10uM) (20 uM) GuM) (10uM) (20 pM)
o-hélice 56,0 54,9 53,9 53,2 55,1 54,2 52,9
Folha-B 114 12,1 12,5 12,1 10,1 10,3 10,2
Turn 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Rand6mico 20,1 20,5 21,1 22,2 22,3 23,0 24,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Por fim, Liu e colaboradores (2017) obteve comportamento semelhante, onde a
adicdo de concentracfes crescentes do alcaloide piperlongumina causou uma reducéo

aparente no conteido de a-hélice na razdo molar da HSA.

5.14. Ressonancia magnética nuclear

Com o emprego da espectroscopia de RMN *H é possivel inferir, em alguns casos,
aregido de interacdo do ligante na proteina (epitopo) a partir da variacdo de deslocamento
quimico (Ad) de cada hidrogénio da molécula do ligante ap6s a interagdo com a proteina
(CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014).

A atribuicdo dos sinais aos respectivos hidrogénios presentes na COC (Figura 33)
e no CE (Figura 34) e os deslocamentos quimicos na auséncia e na presenca das diferentes
concentracfes da HSA, porém, ndo foi observada variacdo no deslocamento quimico em
menores concentragcdes da HSA (10 e 20 uM) e por isso usou como referéncia o maior
excesso (40 uM), cujos valores sdo apresentados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente.
As atribuicdes dos sinais de hidrogénio para a COC foram realizadas de acordo com
Benedito e colaboradores (2017) em condic¢des quimicas e instrumentais similares.

A partir dos valores de variagdo de deslocamento quimico (Ad) calculados para a
COC (Tabela 15) p6de-se observar que os hidrogénios que estdo provavelmente mais
envolvidos na interagdo HSA-COC séo 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12, indicando que
possivelmente a regido proxima ao nitrogénio e ao metil éster € a parte da molécula que
preferencialmente interage com os residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica da
HSA, e confirmando a existéncia de componente eletrostatico no processo de interacao.
Para o CE, os deslocamentos quimicos calculados estdo na Tabela 16, sendo possivel

observar que os hidrogénios que estdo envolvidos na interagdo com HSA sao 6, 7°, 8, 9,
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10, 11, 12 e 13. Similarmente a COC, indicando que a regido prdxima ao nitrogénio e ao

etil éster corresponde ao epitopo da molécula.

Figura 33- Espectro de RMN 'H (600 MHz) da COC (1 mM) na auséncia e na presenca de HSA
(40 uM) em 10% (v/v) de DMSO-ds em tampéo fosfato 10 mM com D,0O a pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019
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Figura 34- Espectro de RMN H (600 MHz) da CE (1 mM) na auséncia e na presenca de HSA

(40 uM) em 10% (v/v) de DMSO-ds em tampéo fosfato 10 mM com D,0O a pH 7,4.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 15- Deslocamento quimico (8) de *H (600 MHz) da COC na auséncia e presenca de HSA
(40 uM) em tampaéo fosfato 10 mM em D,O a pH 7,4.

dcoc-Hsa (1:25) /

Hidrogénio Scoc?/ ppm Scoc®/ ppm ppm AS°
1 7,74 (tripleto) 7,54 7,54 -
2 7,57 (tripleto) 7,38 7,38 -
3 7,96 (dubleto) 7,81 7,81 -
4 5,57 (dubleto de tripleto) 5,43 5,42 0,01
5 2,45 (multipleto) 2,25 2,24 0,01
6 4,15 (multipleto) 3,89 3,87 0,02
7 2,57 (multipleto) 2,33 2,32 0,01

78 2,24 (multipleto) 2,04 2,02 0,02
8 2,48 (multipleto) 2,25 2,24 0,01
9 2,96 (singleto) 2,69 2,67 0,02
10 4,28 (dubleto) 4,05 4,03 0,02
11 3,64 (dubleto de 3,89 3,87 0,02

dubleto)
12 3,69 (singleto) 3,47 3,48 0,01

Nota: 3 para COC em DMSO-ds por Benedito e colaboradores (2017) / % para COC obtido neste trabalho / °A$ foi
calculado baseado na diferenga entre 8 (COC) ¢  (COC-HSA 1:25).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Tabela 16- Deslocamentos quimico (8) do RMN *H (600 MHz) do CE na auséncia e na presenca
de HSA (40 uM) em tampdo fosfato 10 mM em D,O a pH 7,4.

Hidrogénio dce/ ppm dce-nsa (1:25) / ppm Ad?

1 7,54 7,54 -

2 7,38 7,38 -

3 7,84 7,84 -

4 541 541 -
5 2,25 2,25 -

6 3,92 3,91 0,01
7 2,32 2,32 -

7°/8 2,04 2,03 0,01

8 2,25 2,25 -

9 2,70 2,68 0,02
10 4,05 4,04 0,01
11 3,92 3,91 0,01
12 3,47 3,46 0,01
13 0,69 0,70 0,01

Nota: 2A3 foi calculado baseado na diferenca entre & (CE) e 8 (CE-HSA 1:25).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que 0s compostos
apresentaram inibicdo da atividade da urease in vitro e os resultados biologicos seguiram
a mesma tendéncia das afinidades dos estudos de interacdo, sendo possiveis candidatos
para o tratamento da H. pylori, uma vez que o composto mais ativo (+)-USN € um inibidor
competitivo.

Com base nos resultados obtidos para COC e CE € possivel concluir que o CE
apresentou maior afinidade pela HSA e isso pode ser uma das razdes para o metabolito
da cocaina apresentar um maior tempo de vida no plasma quando comprado a COC, e

desta forma, prolonga os efeitos da COC no organismo.

7 PERSPECTIVAS

As principais perspectivas deste trabalho séo a realizacdo dos estudos de interacdo
diretamente com o plasma sanguineo, aléem de expandir os estudos de interacdo para
outras proteinas e enzimas, além de DNA, com moléculas bioativas (inibidores de urease)
e outras drogas recreativas, como derivados do 25H-NBOH e 25H-NBOMe.
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APENDICE |

Figura 35. Titulagio espectrofluorimétrica da urease (1,0 uM) em pH 7,4 (23 °C) para (R)- (+)-
acido usnico; (S)- (-)- acido usnico; acido fumarprotocetréarico.
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APENDICE I

Figura 36- Titulacdo espectrofluorimétrica da urease (1,0 uM) em pH 7,4 (30 °C) para (R)- (+)-
acido usnico; (S)- (-)- &cido Usnico; &cido fumarprotocetrérico.
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APENDICE Il

Figura 37- Titulagdo espectrofluorimétrica da urease (1,0 uM) em pH 7,4 (38 °C) para (R)- (+)-

acido usnico; (S)- (-)- acido usnico; acido fumarprotocetréarico.
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APENDICE IV

Figura 38- Espectros de fluorescéncia tridimensional para a urease complexada com: a) (S) - (-)
—USN; b) FUM, em pH 7,40. Enzima e ligante foram utilizados em 1,0 e 10 M, respectivamente.
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APENDICE V

Figura 39- Espectros de fluorescéncia sincronizado da urease (1,0 uM) apds a adi¢do de
concentragdes crescentes de: (S) - (-) - USN em pH 7,4, monitorando (a) A igual a 15 nm (residuos
Tyr); (b) A igual a 60 nm (residuos Trp) e FUM em pH 7,4, monitorando (¢) A igual a 15 nm

(residuos Tyr); (d) A igual a 60 nm (residuos Trp).
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APENDICE VI

Figura 40- Titulagdo espectrofluorimétrica da HSA (2,0 uM) em pH 7,4 (23 °C) para COC e
CE.

o
TEMPERATURA 23,0 °C
PARAMETRO cocC CE
90 90
—— HSA 2uM ——HSA 2uM
200 —— HSA-COC 5uM 800) —— HSA-CE 5uM
—— HSA-COC 10uM —— HSA-CE 10uM
200 —— HSA-COC 15uM 700 ——— HSA-CE 15uM
© < .
Espectros 3 ——Hsacocaoum| | —— HSA-CE 20uM
& e —— HSA-COC 30uM g 600 —— HSA-CE 30uM
2 —— HSA-COC 40uM 2 —— HSA-CE 40uM
2
§ 504 —— HSA-COC 50uM S 509 —— HSA-CE 50uM
2 —— HSA-COC 60puM = —— HSA-CE 60uM
RE —— HSA-COC 80uM 3 409 —— HSA-CE 80uM
8 g
I 300 £ 300
2 G
2 c
g 9 2 20
100 100
0300 320 340 360 380 400 40 0 300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
45 55
" 504 .
40
454
35 .
L 4.0
n
Ksv 30 . 35
w w -
- i [
5 254 - o 30
W [Ty
o 254 "
204
. 20 .
. ;
15 . 15 "
n "
10w 101m T T T y
T T T T T
0 20 40 60 80 0 2 0 60 8
[COC]/uM log[CE]/puM
06
0.6 4 [ ]
0.4 0.4
Kb
024
u 024 w
I <
. R
<} o "
w004 L
=) D 024 b
B 8 02
024 04
]
0.6
0448 T T T T T T T T T T
5.0 48 -46 44 42 40 52 50 48 46 44 42 40
log[ COC]/puM log[CE]/pM

133



APENDICE VII

Figura 41- Titulacdo espectrofluorimétrica da HSA (2,0 uM) em pH 7,4 (30 °C) para COC e

CE.
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APENDICE VIII

Figura 42- Titulacdo espectrofluorimétrica da HSA (2,0 uM) em pH 7,4 (37 °C) para COC e

CE.
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