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RESUMO

A interacdo entre mangiferina (MGF) e mangiferitina (MGT) com soroalbumina bovina
(BSA) em solucdo aquosa foi investigada por espectrofotometria (constante de associacao,
efeito de pH e forga ibnica), fluorimetria (constante de estabilidade, mudanca conformacional,
distancia de interac&o), voltametria ciclica (constante de estabilidade, cinética de transferéncia
de carga, efeito de pH) e docking molecular. O modelo de interacdo de MGF-BSA e MGT-
BSA apresentram caracteristicas de cooperatividade e inespecificidade de sitios de ligacdo e
uma classe de sitios de interagdo especifica. A constante de associacdo interacdo foi calculada
através dos métodos acima com Ka de 3,82 x 10" e 8,66 x 10* mol.L™ para MGF-BSA e
MGT-BSA, respectivamente. O efeito de pH e forca idnica também foram avaliados por
espectro-diferenca e foi observado que as intera¢fes hidrofébicas sdao predominantes, sendo
confirmada por docking molecular. Os estudos de modelagem molecular mostram que a
interacdo de ambos os ligantes com BSA esta localizada no subdominio 11A. O espectro de
fluorescéncia sincronizada revelou que ocorreu uma mudan¢a conformacional na proteina
guando ligada aos ligantes estudados. A voltametria ciclica de mangiferina exibiu um
processo de reacdo irreversivel na superficie do eletrodo de pasta de carbono controlado por
difusdo com potencial de oxidagdo de 0,289 V, E%* de 0,264 ¢ 0,248 V para mangiferina livre
e ligada a BSA, respectivamente. O efeito do pH também foi avaliado por voltametria e tanto
a MGF livre quanto o complexo apresentaram uma menor energia para a oxidacdo da droga
em pH elevado. Os complexos MGF-BSA e MGT-BSA apresentaram estequiometria 1:1. Os
parametros cinéticos de transferéncia de carga ndo revelaram valores significativos de
alteracdo entre MGF livre e ligada. A comparacao entre a interacdo dos ligantes com BSA
indicou que o glicosideo influéncia pouco no mecanismo de interacdo com BSA. Em suma, 0s
resultados obtidos podem ser uteis para a compreensdo da farmacocinética de mangiferina e o

seu metabolito mangiferitina em sua interagdo com proteinas plasmaéticas.

Palavra-chave: Mangiferina, mangiferitina, soroalbumina bovina, espectroscopia, voltametria,

mecanismo de acdo de drogas.



ABSTRACT

The binding of mangiferin (MGF), a natural xantone isolated from mangoes, and mangiferitin
(MGT), a modified MGF analog without its glycoside group, were both studied with bovine
serum albumin (BSA) through difference-spectra using spectrophotometry and
spectrofluorimetry, as well cyclic voltammetry and molecular modelling, aiming to disclose
binding and stability constants, pH and ionic strength effects, electrical charge transfer,
conformational analysis, and interaction mechanisms. The binding model MGF-BSA and
MGT-BSA exhibited an specific binding site with 1:1 stoichiometry and with apparent
binding constant of 0.38 (MGF) and 0.87 mmol.L™ (MGT), together with cooperativity and
site unspecificity. Salt and pH effects together with docking studies showed prevailing
hydrophobic forces and secondarily electrostatic forces involved in the binding of both
ligands to the IIA subdomain of BSA. Synchronous fluorescence spectra revealed
conformational changes in the polypeptide backbone upon binding with MGF and MGT.
Cyclic voltammetry experiments presented an irreversible nature for charge tranfer of MGF
controlled by diffusion on the electrode surface, with an oxidation peak at 0.289 V and E* of
0.264 and 0.248 V for free and bound MGF, respectively. Furthermore, it was found no
difference between the parameters of kinetic charge transfer, lower oxidation energy for the
complex in alkaline medium, and little effects for the additional glycoside group in MGF. The
overall results can contribute to the understanding of pharmacokinetics effects of xantone-
based drugs, naturally occurred or chemically modified, related to its binding mechanism with

plasma proteins.

Keyword: mangiferin, mangiferitin, BSA, spectroscopy, voltammetry, mechanism of action of

drugs.
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1. Introdugéo
1.1. Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso em
rituais misticos/religiosos ou como medicamento. O emprego empirico de produtos naturais
era e continua sendo, uma das formas usuais de se buscar cura e alivio para as doencas que
acometem o homem.!

Plantas e seus derivados sdo as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de
30% do mercado farmacéutico mundial.? Entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas
moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% eram substancias isoladas de produtos
naturais, semi-sintéticos ou moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de
origem natural.®> Em termos histéricos, a pesquisa com plantas medicinais tomou impulso
apos o isolamento da morfina no século XIX. As plantas possibilitaram a descoberta de
varios medicamentos, entre os quais podemos citar os alcaldides bisind6licos vimblastina e
vincristina isolados de Catharanthus roseus G., a atropina, obtida a partir de Atropa
belladona e também a lactona sesquiterpénica artemisina isolada de Artemisia Annua L.,
utilizada como antimalérico. Apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica,
atualmente 25% das drogas prescritas no mundo sio de origem vegetal.*

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salude, 80% da populacdo mundial
utilizam plantas medicinais, em sua maioria nos pafses em desenvolvimento.> No Brasil,
20% da populagédo sdo responsaveis por 63% do consumo de medicamentos alopaticos; 0s
80% restantes encontram nos produtos de origem natural, especialmente as plantas
medicinais, a Unica fonte de recursos terapéuticos.®

Apesar do uso de plantas medicinais e seus derivados serem bastante difundido,
muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a eficécia e
seguranca. Em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de alguma maneira
guanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos
aspectos fitoquimicos e farmacolégicos.® O Brasil possui uma enorme biodiversidade,
detendo aproximadamente um terco da flora mundial. Este fato aliado a escassez de estudos
farmacologicos para a maioria das espécies vegetais demonstra o enorme potencial do estudo

de plantas para a descoberta de novas moléculas terapeuticamente Gteis.’



1.2. Mangifera Indica Linn

Mangifera indica L. (mangueira) € uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae,
género Mangifera, que se disseminou por uma ampla regido do globo terrestre,
climaticamente favoravel ao seu desenvolvimento.? A mangueira é uma planta nativa do sul
e do sudeste asiético, desde o leste da india até as Filipinas, e vem sendo cultivada ha mais
de quatro mil anos. Seu fruto, a manga, é o segundo fruto tropical mais importante cultivado
no mundo.® O cultivo da mangueira esta presente em varios paises do mundo, constituindo
uma importante atividade econdmica em muitos deles (india, China, Tailandia, México,
Paquistdo, Indonésia, Filipinas, Brasil e Nigéria).’

As mangueiras sdo grandes arvores, atingindo até 35-40 m de altura, com um raio de
sua copa préximo de 10 m. Suas folhas sdo perenes, com 15-35 cm de comprimento e 6-16
cm de largura; quando jovens estas folhas séo rosa-alaranjadas. As flores sdo diminutas, em
inflorescéncias paniculadas nas extremidades dos ramos e com perfume agradavel. '

A utilizacdo das cascas de M. indica em diversos paises e seus usos medicinais em
todo mundo sédo relatados na Tab. 1. Com base nos conhecimentos etnofarmacolégicos, uma
solugdo aquosa padronizada do extrato da casca do caule de M. indica L. com propriedades
antioxidante, anti-inflamatoria e imunomodulatéria foi desenvolvida recentemente em Cuba.
Esse extrato foi proposto como suplemento nutricional (antioxidante) e no tratamento anti-
inflamatorio, analgésico e imunomodulatério para previnir o progesso da doenca ou
aumentar a qualidade de vida de pacientes com distdrbios gastricos e dermatoldgicos, AIDS,
cancer e asma.*! Este extrato aquoso das cascas de M. indica resultaram em uma formulacéo
farmacéutica com nome fantasia de Vimang®. O principal componente deste extrato é a
xantona glicosilada mangiferina. Porém, além desta substancia, o extrato contém também
uma mistura de componentes terpendides, esterdides, &cidos graxos e microelementos.*?
Encontra-se descrito na literatura que Vimang® apresenta atividades imunoestimulante,*
antiiflamatéria,* citotéxica e antineoplasica.™

Estudos realizados com o extrato aquoso das cascas de M. indica demonstraram que
ele é um poderoso sequestrador de radicais hidroxil e &cido hipocloroso, exercendo efeito
inibitério sobre a peroxidacdo de fosfolipidios em cérebro de ratos e inibicdo de danos ao
DNA. Além destes, apresenta propriedades de protecdo contra a producdo de espécies
reativas de oxigénio, sendo mais ativo que as vitaminas C e E, mangiferina e 3-caroteno.
Vimang® mostrou protecdo dos tecidos hepéatico e cerebral de camundongos contra o

estresse oxidativo induzido.®



O extrato de M. indica também demonstrou efeito inibitorio sobre a producdo de
radicais livres em macrofagos de ratos, mostrando-se interessante para o tratamento de
doencas de origem imunopatoldgica, especificamente em certas desordens auto-imunes.'’
Recentemente foi descrita a acdo antiulcerogénica do extrato aquoso das flores de M. indica.
Ele mostrou-se eficaz em inibir as lesGes gastricas induzidas por etanol, etanol acidificado,
estresse e piroxican. O extrato também reduziu a acidez total géstrica em ratos com piloro
ligado e acelerou o processo de cicatrizagdo num modelo subagudo de Ulcera induzida por
acido acético. O efeito gastroprotetor deste extrato parece envolver a participacdo de grupos

sulfidrilas ndo-proteicos endégenos.*® A contribuicéo da mangiferina no efeito gastroprotetor

do extrato aquoso das flores de M. indica ainda ndo foi elucidado.

Tabela 1. Usos medicinais da casca de Mangifera indica L. no mundo.™

Pais Parte da Preparacdo®™  Administracdo®  Uso medicinal  Referéncia(s)
casca®
Africa StB S ER Diarréia Ake Assi et al.
Central 1978
Republica StB D* (0] Tosse Ake Assi et al.
1978
Benin StB D (@] Anemia, Ajanohoun et
hipotenséo al. 1986
Brasil StB D NR Coceira Schemda and
Rojas 1992
Caribe StB | NR Diurético, Grenard et al.
reumatismo 2004
Congo B D NR Cancer, Boullard 2001
gengivite,
diarréia,
disenteria
Cancer, Nufiez-Selles
diabetes, asma, 2005
infertilidade,
Cuba StB w NR lUpus,
hiperplasia
prostatica,
disturbio
gastrico, dor de
dente, feridas
na boca
Fiji DB | (0] Sifilis Ross 1999
Gabao B NR NR Emeético Boullard 2001
Guiana DB NR NR Diarréia, Grenard et al.
distdrbios 1987
gastricos
Haiti DB | (0] Distarbios Weniger et
hepéticos al.1986
Ilhas Canérias DB | (¢} Diarréia Ross 1999
DB | (¢} Leucorréia, Deka et al. 1983
sangramento de
hemorroéida,
hemorragia
pulmonar
india B D NR Diabetes Alam et al.
1983
B | NR Adstringente Maheshwari et
Ténico al. 1975
B | NR Menorragia Chopa 1933




B D Ooul Ictericia Singh et al.
1994
StB E NR Contraceptivo Ross 1999
B NR NR Melancolia Chopa et al.
1956
Madagascar B NR NR Obstrucéo do Pernet et al.
figado 1997
Mali DB NR NR Emético Boullard 2001
Nicaragua 1B P/W E Ferimentos Dennis 1988
DB | (0] Feridas na Kerharo et al.
boca, bochecho 1974, Ross
Senegal para dor de 1999
dente,
desinteira,
diarréia
E Afeccéo Ross 1999
cutanea
Tonga StB DW (0] Dismenorréia Adjanohoun et
al. 1986
Tanzénia StB D (0] Dor de dente Ross 1999
StB | (0] Diarréia, dor no Muanza et al.
peito, tosse, 1994
anemia,
Republica diabetes,
Democratica perfuséo do
do Congo trato urinario
E Feridas Muanza et al.
infectadas 1994
(0] Carie dental Muanza et al.
1994
(a) StB = casca do caule, B = Casca, DB = casca seca, |B = casca interna
(b) S = embeber, D* = Decoc¢éo com sal e pimenta, D = Decocc¢éo, | = infusdo, W = extrato aquoso, E =

po de vinho alcodlico, P/W = extrato 4gua/fenol, Dw = decoccdo em vinho, NR = ndo relatado.

(c) ER = Enema, E = uso externo, O = oral, | = inalagdo, NR = ndo relatado.

1.3. Garcinia gardneriana (Planchon & Triana) Zappi

A familia Guttiferae (Clusiaceae) apresenta-se constituida de 900 espécies distribuidas
em 20 géneros e tem sido objeto de estudo desde a década de 60, principalmente pela
ocorréncia de xantonas, substancias naturais que tém despertado um grande interesse dos
pesquisadores de saude, estimulados pelas comprovacGes de variadas atividades
farmacoldgicas.?®

A Garcinia gardneriana pertence a familia Clusiaceae, pode ser encontrada sob a
sinonimia botanica de Rheedia gardneriana, da familia Guttiferae, e € conhecida
popularmente como “bacupari”, “bacopari”, “bacupary miido” ou “mangostio amarelo”. E
uma arvore de porte médio, copa piramidal, folhas opostas, pecioladas, que floresce nos
meses de agosto a setembro. Possui um fruto amarelo com polpa mucilaginosa, branca,
comestivel.”> A espécie Rheedia gardneriana é nativa da regido Amazonica e cultivada em

todo o territdrio brasileiro. A madeira € usada em construcdo civil, marcenaria e carpintaria. A



casca exsuda resina amarela que serve para curtume e tem aplicagdes medicinais.”® Na
medicina popular € indicada para o tratamento de inflamacges, dores, infeccGes urinérias e
outros tipos de infecces.

A G. gardneriana, com sua constituicdo rica em metabdlitos farmacologicamente
ativos, ampla distribuicdo e facil cultivo; caracteristicas somadas as atividades anti-
inflamatorias mostram-se como promissora fonte para o desenvolvimento de alternativas aos
anti-inflamat6rios em uso atualmente.??

Estudos fitoquimicos com a G. gardneriana tém demonstrado que o género Rheedia
ou Garcinia, € rico em compostos fendlicos, nomeadamente as benzofenonas, xantonas e
flavonéides.?* * Dos frutos de Rheedia brasiliensis separados em pericarpo e semente foram

isoladas as benzofenonas e xantonas naturais.

1.4. Xantonas

Xantonas sdo compostos polifendlicos naturais presentes em plantas superiores,
fungos e liquens.® Elas sdo metabélitos secundérios derivados da dibenzo-y-pirona. Seu
nome é proveniente do grego xanthos que significa amarelo, decorrente de sua coloragdo
caracteristica.® Podem ser classificadas em cinco grandes grupos: (a) xantonas simples
oxigenadas, (b) xantonas glicosiladas, (c) xantonas preniladas e seus derivados, (d)
xantonolignoides, e () xantonas variadas.*’

As xantonas sdo formadas pela combinacdo das vias do chiquimato e do acetato e
possuem a mesma estrutura basica (Fig. 1). Neste esqueleto basico das xantonas podemos
observer os carbonos numerados de 1-4, derivados do anel acetato A, e os carbonos 5-8
derivados do chiquimato. Hoje em dia as xantonas e seus derivados sdo isolados das plantas

ou sintetizados quimicamente.?®

O

O
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Figura 1. Estrutura basica das xantonas. 2



As xantonas sdo quimicamente diferentes dos flavondides, porém sdo muito similares
em suas reacdes de coloracdo e em sua mobilidade cromatogréfica. Sua presenca pode ser
detectada por cromatografia em camada delgada por sua colora¢do sob luz UV. Para seu
isolamento sdo utilizadas frequentemente técnicas cromatograficas. Diversas técnicas
espectroscopicas podem ser utilizadas para determinacdo estrutural das xantonas. Os
espectros obtidos na regido do infravermelho, assim como aqueles de RMN-H e RMN-C
apresentam sinais caracteristicos para essas substancias.?®

De 2000 a 2004 foram identificadas 278 novas xantonas naturais oriundas de 20
familias de plantas superiores (122 espécies e 44 géneros), de 19 espécies de fungos e de 3
espécies de liquens.?® No total foram descritas em torno de 1.000 diferentes xantonas com
substituintes em diferentes posi¢bes, 0 que promove uma grande variedade de atividades
bioldgicas e farmacoldgicas a esses compostos.?” 2 O estudo de xantonas é interessante n&o
sO pela investigacdo quimiossistematica, mas também devido a sua importancia
farmacolégica. Um nUmero substancial de estudos demonstra que as xantonas e Seus
derivados apresentam diversas atividades farmacoldgicas tais como anti-inflamatoria, anti-
hepatotdxica, antialérgica, anticonvulsivante, anti-diabética, gastroprotetora, entre outras.?”
2930 Diversos trabalhos tém apresentado as xantonas como potenciais substancias para o
tratamento de diversos tipos de cancer, como o de pulmao, figado e estdmago. 3! 32 33 343536,
% Algumas xantonas (naturais e sintéticas) apresentaram, ainda, acdo antimicrobiana,
inclusive contra Mycobacterium tuberculosis *® e acdo antiftingica®.

Xantonas também sdo excelentes antioxidantes, atuando através da eliminacdo de
radicais livres, inibindo a peroxidacdo lipidica e quelando metais.”> Os antioxidantes
naturais, como as xantonas, protegem o corpo humano dos radicais livres e retardam a
progressdo de muitas doengas cronicas, além de desempenhar papel importante na
patogénese de varias doencas degenerativas.*" Neste sentido, 0 uso das xantonas naturais
como agentes antioxidantes em patologias que envolvem estresse oxidativo, como a Ulcera

gastrica, tem se mostrado promissor.

1.5. Mangiferina (MGF)

Mangiferina  (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-beta-D-glicose; CgH15011; massa
molecular 422,35 gmol™; Fig. 2) é uma glicosilxantona presente em vérias plantas, incluindo

Mangifera indica L.** onde esta presente em varias partes como folhas,*® frutos,* casca do



caule,” cerne,* e raizes*’. Esta substancia polifenélica foi primeiramente isolada de manga,
em 1956, por Shun Iseda utilizando reagentes colorimétricos especificos e espectroscopia na
regido do infravermelho para identificacdo quimica.*® Passados dez anos, Haynes e Taylor*®
confirmaram sua estrutura por meio da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Axel Prox™ obteve o espectro de massas de mangiferina, em um estudo de caracterizacdo
espectrométrica de compostos naturais C-glicosilados.

A mangiferina € um solido amarelo com ponto de fusdo maior que 260 °C que
absorve fortemente a luz ultravioleta, apresentando atividade Optica devido a presenca do
residuo de glicose.>* A partir do estudo espectral UV-vis e RMN por Gémez-Zaleta et al
determinou-se que a mangiferina possui quatro constantes de dissociacéo (pKa; = 6,52; pKa,
= 7,97; pKas = 9,44 e pKas = 12,10). °> Em razéo da ligacdo heterosidica ocorrer através de
uma ligacdo carbono-carbono, sua estrutura mostra-se mais resistente a hidrélise &cida,
alcalina e enzimética do que a dos O-heterosideos.>® Por meio de difracdo de raio-X, Cruz et
al. descobriram que a estrutura cristalina de mangiferina é constituida por duas moléculas da
xantona ligadas a cinco de agua de cristalizacdo, sendo estabilizada pela formacdo de
ligagdes de hidrogénio intermoleculares.® Em razdo de C-glicosilxantonas serem
encontradas em associacdo com C-glicosilflavonas,®® foi proposto, e posteriormente
comprovado biossinteticamente, que mangiferina ¢ formada a partir de um precursor
flavdnico. Assim, mangiferina é produzida pelo acoplamento de p-hidroxi-cinamato com
duas moléculas de malonato, resultando na benzofenona iriflofenona, a qual é oxidada na
posi¢do C-3’ e posteriormente glicosilada no carbono C-3. Por fim, a xantona é gerada pelo
acoplamento oxidativo dos carbonos C-4 e C-6°.® Aparentemente o 4cido benzéico no esté
envolvido na rota biossintética da mangiferina, diferentemente do que é observado para as
demais xantonas. Dessa forma a rota biossintética da mangiferina assemelha-se mais a
descrita para as flavonas do que para as outras xantonas.”’

Sinteticamente, mangiferina foi obtida pela primeira vez por meio de uma reacao de
glicosilagédo da 1,3,6,7 tetrahidroxixantona (noratiriol) com acetobromoglicose, utilizando-se
iodeto de sodio, realizada por Nott e Roberts (1967).°® No entanto, a primeira sintese total
somente foi desenvolvida um ano depois por Bhatia e Seshadri (1968), os quais promoveram
a reacdo de condensacédo do acido 2,5-dihidroxi-4-metoxibenzdico com floroglucinol anidro,

|'59

seguida por desmetilacdo, gerando a xantona noratirio O passo seguinte, reacdo de

glicosilacéo, foi semelhante & proposta original.



Figura 2. Estrutura quimica de mangiferina.®

A mangiferina € um composto farmacologicamente ativo ocorre entre

diferentes familias de angiospérmias,®"

¢ amplamente distribuido nas familias

Anacardiaceae e Gentianaceae especialmente nas folhas e casca.®

Diversas atividades farmacoldgicas da mangiferina tém sido descritas na literatura

resumida na Tab. 2.

Tabela 2. Atividades farmacoldgicas de mangiferina.™

Atividade Farmacolégica

Referéncia (s)

Antioxidante
Radioprotetor
Imunomodulatério

Antialérgico

Ant-inflamatorio e anti-nociceptiva
Antitumoral

Antidiabético

Atividade inibitéria sobre enzimas do metabolismo de
carboidratos

Atividade lipolitica

Reabsorc¢do 6ssea

Antiviral

Antibacteriana

Antiflngico

Antiparasitico

Atividade inibidora de monoaminaoxidase

Sanchez et al. 2000; Muruganandan et al. 2002; Leiro
et al. 2003; Stoilova et al. 2005

Jagetia and Baliga 2005; Jagetia and VVenkatesha 2005
Chattopadhay et al. 1987; Guha et al. 1996; Moreira
et al. 2001; Garcia et al. 2002, 2003;

Leiro et al. 2003, 2004a, 2004b; Sarkar et al. 2004
Rivera et al. 2006

Beltran et al. 2004; Garrido et al. 2004

Guha et al. 1996; Yoshimi et al. 2001

Ichiki et al. 1998; Miura et al. 2001a, 2001b, 2001;
Muruganandan et al. 2005

Yoshikawa et al. 2001

Yoshikawa et al. 2002

Li et al. 1998

Zheng et al. 1990, 1993; Guha et al. 1996
Srinivasan 1982; Stoilova et al. 2005
Stoilova et al. 2005

Perrucci et al. 2006

Bhattacharya et al. 1972

1.6. Magiferitina (MGT)

Magiferitina ou noratiriol (1,3,6,7-tetrahidroxixantona; Ci3HgOs; massa molecular

260,2 gmol™; Fig. 3) é uma xantona presente no pericarpo de Rheedia gardneriana e folhas de



Senecio mikanioides. Esta substancia polifenélica apresenta vérios efeitos farmacoldgicos,*

6485 yasorelaxante,®®e antiplaquetario®’.

incluindo anti-inflamatorio,

Em trabalhos prévios mangiferitina foi isolada a partir de mangiferina, por incubacéo
com bactéria intestinal e reacdo com &cido hidroiédico,®® respectivamente. A mangiferitina
foi detectada como o principal metabdlito de transformacdo de mangiferina, depois de
submetido & bactéria intestinal denominada de Bacteroides sp. MANG, envolvendo a
eliminacdo de uma cadeia de C-glicosilados, no entanto esta bactéria ndo estd presente na
floral intestinal normal, mas foi encontrada em condices patoldgicas.®* Além da flora
intestinal a conversdo para aglicona de mangiferina pode ser realizada apés a absorcao pelas
células capazes de metabolizar mangiferina.®® Recentes investigacdes extensivas sobre as
atividades bioldgicas sugerem que as agliconas sao geralmente mais ativas do que o0s
glicosideos. Mangiferina se demonstrou ser menos ativas do que noratiriol na inibicdo de
PPAR e, no que dizem respeito a transportadores multifarmacos, muitos compostos fendlicos
tém sido mostrados para interagir melhor com os derivados de glicosideos quando estdo na

forma aglicona, ao invés da forma glicosidica.

Figura 3. Estrutura quimica de mangiferitina.

1.7. Farmacos na circulacdo sangiinea

Um farmaco na circulagdo sanguinea pode estar livre ou ligado a proteinas e apenas a
forma livre ter o efeito farmacoldgico desejado, ou ainda somente a forma livre poder ser
metabolizada. Por isso, tanto o efeito do farmaco quanto o tempo de duracdo desse efeito no
organismo dependem da forca da ligacdo do farmaco as proteinas do sangue. O
monitoramento clinico de drogas presentes em amostras complexas, como as matrizes
bioldgicas (plasma, soro, urina, sémen, saliva, fluido cérebro-espinhal, bile etc), é necesséario
na determinacdo dos parametros farmacocinéticos.” Esses, por sua vez, s&o importantes para

se avaliar as diferencas inter-individuais em relacdo a absorcao, distribuicdo, metabolismo e
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eliminacdo de farmacos, especialmente daqueles com baixo indice terapéutico. Nesses casos,
as concentracGes plasmaéticas devem ser monitoradas dentro do intervalo terapéutico, de
forma a evitar o surgimento de toxicidade.” No entanto, as analises de farmacos presentes em
matrizes biologicas sdo dificultadas pelas baixas concentracGes frequentemente encontradas;
e.g., farmacos altamente hidrofilicos apresentam dificil extracdo em amostras aquosas
alcalinas; eles podem apresentar instabilidade frente a solventes organicos ou variagdes de pH
e ainda, ligar-se as proteinas plasmaticas.”> Ap6s administracdo do medicamento por via
intravascular, ocorrem 0s processos de absorcdo e distribuicdo do farmaco. No sangue, o
farmaco se encontra em duas formas, constituindo duas frages sob equilibrio dindmico: uma
livre, dissolvida no plasma, e outra ligada as proteinas plasmaticas, especialmente a
albumina.” E a fracdo livre ou ndo ligada do farmaco, ao invés de sua concentracéo total, que
esta correlacionada ao efeito clinico.” As propriedades farmacocinéticas das drogas podem
ser modificadas pelo grau de ligacdo as proteinas plasmaéticas, em funcdo da afinidade de
ambos (farmaco e proteinas), da concentracdo sanguinea do farmaco e do tipo de proteinas
presentes no fluido em questdo.”™ As alteragdes farmacocinéticas decorrem da distribuicdo
seletiva da droga apenas na forma livre por mecanismo de difusdo ou transporte através das
células de parede de membranas de vasos sanguineos, que finalmente atingem os sitios ativos,
p.e. receptores, enzimas e DNA.”® A ligacdo do farmaco as proteinas plasmaticas é um
processo saturavel e ndo linear.”” Nos estados patolégicos, como na cirrose hepética, sindrome
nefrotica e infarto do miocardio observam-se uma diminuicdo nas concentracdes de albumina
(hipoalbuminemia), podendo acarretar no aumento dos niveis da fracdo livre do farmaco. Em
oposicdo, em gqueimaduras, cancer e alguns processos crénicos onde ha elevacao dos niveis de
a-1-4cido glicoproteinas, pode haver a diminuicdo da fracdo livre do farmaco, com
consequente elevacgdo da resposta farmacologica frente as drogas.”

Sendo assim, a determinacdo das concentragdes livres das drogas pode ser necessaria
quando s&o administrados farmacos altamente ligados as proteinas plasmaticas (mais de 75%)
acarretando em diferenca terapéutica significativa.” Informacdes precisas em relacdo ao
percentual de fracdo livre do fA&rmaco séo essenciais para o desenvolvimento e determinagédo
da seguranca clinica dos farmacos® relativamente & acdo farmacoldgica, distribuicdo e

eliminacao.
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1.8. Ligacdo de farmacos as proteinas plasmaticas

A ligacdo de um farmaco as proteinas plasmaticas (Fig. 4) limita sua concentracao nos
tecidos e no seu local de acdo, visto que apenas o farmaco livre estd em equilibrio estavel
através membranas. A quantidade de um farmaco que se liga a proteinas vai depender da
concentracdo do farmaco livre, afinidade do farmaco pelos locais de ligacéo e a concentragéo
de proteina. A ligacdo com as proteinas plasmaticas ndo é seletiva, pois os farmacos podem
competir entre si por locais de ligacdo nas proteinas plasmaticas e podem deslocar outro
farmaco da sua ligacdo na proteina, um fato importante nas interagdes medicamentosas.
Compostos quimicos podem se combinar a macromoléculas covalentemente ou por
adsorco.®

Um farmaco na corrente sanguinea pode estar de duas formas, ligado e nédo ligado a
proteinas plasmaticas (Fig. 4). Dependendo da afinidade especifica do farmaco pela proteina
plasmatica, uma propor¢do do farmaco pode se ligar com as proteinas, sendo o restante ndo
ligado. Se a interacdo com a proteina é reversivel, entdo ocorrera o equilibrio quimico entre a
fracdo ligada e ndo ligada a proteina. A fracdo ndo ligada é que exibira efeito farmacoldgico,
sendo essa fracdo podendo ser metabolizada e/ou excretada. Por exemplo, a fragéo ligada de
anticoagulante warfarina é 97%, isso significa que ha apenas 3% da fracdo ndo ligada que é
realmente ativa ou excretada. Desde farmacos basicos, &cidos e neutros primeiramente se
ligam com albumina. Se a albumina torna-se saturada o farmaco podera se ligar a outras
proteinas plasmaticas, mas a principal ligacdo ocorre com albumina devido a sua quantidade
existente no corpo humano.? Esses fatos que tornam a albumina uma proteina modelo para 0s
estudos de interagdes com farmacos.

Ligacdo covalente de ligantes as proteinas tem sido empregada, paralelamente a
procedimentos de etiquetagem, em estudos conformacionais das mesmas. Ajtai e Burghardt
avaliaram diversos sinais espectroscépicos de rodamina e fluoresceina ligados covalentemente
a sulfidrila reativa de subfragmento SH1 de miosina.®® Estudando a conformacdo desses
ligantes de xanteno, antes e apds sua ligagdo com SH1, os autores descobriram um sinal
dicrdico dependente de tempo, na interagdo de rodamina com SH1, sugerindo uma conversao
do ligante entre duas formas diméricas distintas.

Cooper et al. identificaram mudancas conformacionais em polilisina modificada por
espiropirano, monitorando o sinal dicréico como uma funcdo de fotocromismo e da
composic¢do do solvente, e evidenciando uma estrutura helicoidal para o biopolimero, quando

submetido a trifluoroetanol.®* Oliveira et al. realizaram estudos de modificacdo quimica em
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tripsina utilizando 4,4’-diazoamino-bis-benzamidina, e obtiveram uma azotripsina modificada
no residuo de Tyr-151 presente no sitio secundario da tripsina bovina. Essa modificacdo
resultou em uma enzima cataliticamente mais eficiente e permanentemente ativada.®® Desde o
inicio do século do milénio passado, € conhecida a participacdo de interacdes eletrostaticas
como forca primaria na adsorcdo de ligantes a proteinas,*peculiaridade explorada na
determinacéo de residuos protéicos 4cidos e béasicos.®’

O pioneirismo do trabalho de Irving Klotz e seus colaboradores, na investigacdo de
combinagbes entre ligantes e proteinas por espectrofotometria e equilibrio de dialise,
possibilitou a determinacdo dos principios fisico-quimicos gerais de interacdo de ligantes com
macromoléculas.®

Esses principios sdo expressos na participacdo de interacOes eletrostaticas entre
coligadores e residuos protéicos, na colaboracao de ligacbes de hidrogénio, e na participacdo
de interacBes hidrofébicas, essa Gltima creditadas aos radicais arila dos ligantes.**® A
intensidade das combinacgdes ligante-proteina estd diretamente relacionada com o teor local
desses radicais.*

A ligacdo de ligantes as macromoléculas tem sido reportada através de estudos
conformacionais das mesmas, visando a compreensdo dos processos fisico-quimicos que
acompanham tais interagdes. Os principais resultados desses estudos apontam para a
participacdo de ligantes em fendmenos que vao desde cooperatividade de sitios de ligacéo,*

até drasticos efeitos na estrutura tridimensional protéica e suas associagdes quaternarias.*®

.férmacn passando pelo endotélio

Figura 4. llustracdo da ligacdo de moléculas do farmaco com albumina extravascular no
plasma em um dado instante, e difusdo através do endotélio em um pequeno vaso sanguineo.*

1.9. Funcdes e estrutura de albumina
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A albumina (Fig. 5) é a proteina mais abundante do plasma sanguineo produzida pelo
figado é um mondmero de 66 KD, totalizando 52% da sua composi¢do protéica, contra 20%
das oa-globulinas (imunoproteinas 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE), 11% de R-globulinas
(lipoproteinas, transferrina), 11% de aglobulinas (lipo e glicoproteinas, e macro e
haptoglobulinas), 5% de fibrinogénio e 1% de outras proteinas como as metaloenzimas.
Pesquisas anteriores referem-se a proteina como albimem derivado do latim albus apds a cor

branca dos precipitados floculentos produzidos por varias proteinas.*

Figura 5. Representacdo da albumina de soro humano (HSA).%

Nos mamiferos a albumina € sintetizada inicialmente como preproalbumina pelo
figado. Apos a remocdo do peptideo sinal, tem-se a proalbumina que serd modificada pela
remocao de seis residuos de propeptideo do novo terminal N. A albumina enviada para a
circulagdo sangiinea possui uma meia-vida de 19 dias. Em individuos normais, esté presente
em concentracgdes tipicamente ao redor de 40 mg/mL (~ 0,6 mM)®’ contribuindo em 80% da
pressdo osmatica sanguinea. Sua funcédo fisioldgica ainda é controversa, precisamente pela
enorme variedade de papéis que ela desempenha, e que incluem o controle da pressao
osmotica, manutencdo do pH do sangue e o transporte, excrecdo e distribuicdo de varias
substancias endogenas ou exogénas, como hormdnios, aminoacidos, acidos graxos, ions
metalicos e drogas.” Esta proteina pode ser considerada um quelante fisioldgico. A albumina
é a principal transportadora de acidos graxos, que s&o insolGveis no plasma sangiiineo. Acidos
graxos sdo essenciais para duas funcbes principais em nosso corpo. Eles sdo os precursores de

fosfolipidios e esfingolipidios, formadores de membranas celulares e de organelas, e podem,
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pelo ciclo bioquimico de Lynen, converter-se em ATP, o que resulta nas reservas de
triglicerideos do tecido adiposo. Sob sinais transduzidos do metabolismo celular, acidos
graxos sdo mobilizados desse tecido a corrente sanguinea, onde sdo transportados pela
albumina seérica até os tecidos alvos de sua oxidacdo metabdlica.

Dentre suas fungdes primordiais estd a manutencdo da pressao osmdtica coloidal. A
proteina é negativamente carregada e, por conseguinte, atrai ions de sodio, 0s quais por sua
vez retém a dgua. A albumina também atrai outros ions positivos osmoticamente ativos (efeito
Gibbs-Donnan) os quais aumentam a retencdo da agua.” Outras funcdes tém-lhe sido
sugeridas, como sua acgdo antioxidante e/ou protetora contra radicais livres no meio
extracelular.'® Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sio extremamente capazes de reagir
com outras moléculas, que ddo origem a acumulacdo de produtos toxicos finais e dano
celular. Estudos in vivo tém mostrado que a soroalbumina humana (HSA) pode ligar e, por
conseguinte, remover neutrdfilos derivados de espécies reativas de oxigénio, regulando a
sinalizagdo celular que é ativada nos processos inflamatérios.’®* HSA também influéncia o
status redox do plasma ao ligar metais como o ferro e o cobre que de outra forma se
transformariam em formas redox-ativas.'*

Desta forma o HSA tem um papel antioxidante importante em situagdes de
inflamacdo. Como a albumina é sintetizada no figado, a diminuicdo de sua quantidade no
plasma (hipoalbuminemia) pode ser produto de uma doenca hepatica, como por exemplo, a
cirrose, mas também pode ser o resultado de uma doenca renal que permita que a albumina
escape pela urina (sindrome nefrética) ou pela perda no intestino devido a uma redistribuicao
e hemodiluicdo, como na gravidez por incremento da permeabilidade vascular. Sua
diminuicdo pode também estar relacionada a desnutricdo ou uma dieta pobre em proteinas. A
hiperaloumnemia, o aumento de quantidade de albumina no plasma, é um sinal de
desidratacéo.

A degradagdo da albumina pode provavelmente se constituir numa fonte de
aminoécidos para alguns tecidos.'%

Grande parte da importancia fisiologica dessa proteina € conseqiiéncia precisamente
da possibilidade de dissolucdo no meio bioldgico que ela oferece a substancias que,
originalmente, sdo hidrofobicas, como os acidos graxos. Curry e colaboradores determinaram
cristalograficamente cinco sitios de ligagdo de miristato distribuidos assimetricamente pela
molécula de HSA,”” 1% e Sugio et al. (1999)'% designaram trés sitios de coordenacio de

acidos graxos de cadeia longa na superficie da HSA.
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1.9.1. Estrutura primaria de soroalbumina

Do ponto de vista quimico, a molécula de albumina humana consiste em uma Unica
cadeia polipeptidica de 585 residuos de aminoacidos (massa molecular aproximada de 66.000
daltons), cuja sequéncia foi determinada pela combinagdo de métodos de seqlienciamento
direto e de seqlienciamento de nucleotideos de clones de DNA recombinante. Algumas
caracteristicas da albumina humana, sao:'%* 1%

a) presenca de um unico residuo de triptofano (ha posicao 214);

b) conteldo de metionina baixo em relacdo ao de cisteina (respectivamente, 6 e 35
residuos). O numero impar de residuos de cisteina é de importancia fundamental para a
estabilizacdo da estrutura e das caracteristicas de ligacdo de alguns ions metalicos com a
HSA,;

c) contetdo elevado de aminoéacidos com carga, como acido aspartico (36), acido
glutdmico (61), lisina (59) e arginina (23), que conferem a proteina uma carga liquida (-17,
em pH fisiologico) e portanto uma boa hidrossolubilidade. De fato, é possivel preparar-se
solucdes fisioldgicas de HSA com finalidade medicinal até 30% (massa:volume de solucao);

d) auséncia de sitios de glicosilacdo, ao contrario de outras proteinas da familia das
albuminas, como a a-fetoproteina.

A albumina possui uma distribuicdo de carga assimétrica em sua estrutura primaria.
Em pH neutro, Peters calculou uma carga total -10, -8, 0 para os dominios I, Il e IlI,
respectivamente para a albumina humana, sendo que uma distribuicdo semelhante esta para
outras albuminas. Portanto, a carga negativa € bem alta no sitio N-terminal € menor no
dominio C-terminal proporcionando, entdo uma molécula com assimetria elétrica ou de

cargas.

1.9.2. Estrutura secundaria

Diversos modos de avaliacdo do contetdo de sub-estruturas organizadas da HSA,
como a-hélices e folhas 3, (Fig. 6) foram empregados antes que resultados conclusivos
fossem obtidos via difracdo de raios-X. Esses métodos baseiam-se em medidas
espectroscopicas de dicroismo circular e previsdes por regras de probabilidade, nas quais se

determina empiricamente a frequéncia de um dado aminoacido numa dessas sub-estruturas.
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Figura 6. Estrutura geral da a-hélice direita, estrutura comumente encontrada nas

106

proteinas.” Os pontilhados sdo ligacdes de hidrogénio entre o grupo NH (azul) e atomos de

oxigénio.

Coerentemente com as evidéncias oriundas daqueles métodos, dados cristalograficos
mostram que a HSA ¢ constituida principalmente por a-hélices (~ 67%), e quase nenhuma
contribuicdo de folhas R.2* Assim a albumina é estruturalmente composta de Varios
segmentos em alfa hélice, que se agrupam para formar dois subdominios (A e B). Trés pares
idénticos destes subdominios se unem para formar a albumina (Fig. 7).

Figura 7. Esquema da estrutura secundaria de HSA com subdominios codificados por cores
da seguinte forma: 1A; IB; 1A; 11B; I11A; 111B.1%°
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HSA pode se ligar rapidamente e com grande afinidade a varios ligantes diferentes,
tendo as reacBes de equilibrio HSA-ligante constantes de velocidade de pseudo primeira

ordem tipicas de 10° s

, OU seja, que a reacdo atinge o equilibrio na ordem de 1
microssegundo.'®” Isso sugere a capacidade da proteina de alterar sua conformacéo interna de
modo rapido. “Bolsdes” hidrofobicos, por um lado, e grupos substituintes carregados, por
outro, devem auxiliar esses ligantes a se fixarem na proteina. Contudo, essa capacidade de
alteracdo conformacional ndo € ilimitada; o proprio ligante tem que preencher certos
requisitos estéricos para ligacdes de alta afinidade.

Além disso, a presenca de um ligante pode impedir a ligagdo de outro (competicéo
pelos sitios de ligacdo) e proteger a proteina contra desnaturacdo pelo calor ou pela acdo da
uréia; contra hidrolise enzimatica, etc. Uma decorréncia importante desse fato é que, apesar
das alteracfes conformacionais na proteina induzidas pelos ligantes, a quantidade de hélices

alfa nio se altera significativamente.'%

1.9.3. Estrutura terciaria

A albumina foi reconhecida pela primeira vez como um importante
componente do plasma sanguineo em 1839, e seus cristais tém sido obtidos desde o final do
século X1X. Numerosos estudos espectroscopicos foram empregados na tentativa de elucidar
sua estrutura terciaria, porém, foi s6 muito recentemente que resultados conclusivos de
difracdo de raios-X foram apresentados, em resolugdes de 2,8 A% e 25 A quer por
limitagdes na resolucdo dos aparelhos até entdo disponiveis, quer pela obtencdo de cristais
com perfil de difracdo insatisfatorio, quer ainda pela falta de reprodutibilidade dos
experimentos. Na faixa de pH entre 4,5-8,0; a molécula de HSA tem a forma de coracéo,
aproximadamente igual a um tridngulo equilatero de lados ~ 80 A e com ~ 30 A de
profundidade.

Outra caracteristica da HSA consiste na posicdo das 17 pontes de dissulfeto (ligacOes
S-S entre residuos de cisteina topologicamente proximas), que se dao quase exclusivamente
entre segmentos helicoidais protegidos do solvente. A albumina € a Unica proteina conhecida
cujo arranjo tridimensional depende inteiramente desse motivo estrutural. Isso talvez explique
a notoria estabilidade dessa proteina frente as condicdes desnaturantes mais adversas.'®

InteracOes hidrofobicas entre as hélices conferem maior estabilidade a estrutura da proteina.
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1.10. Sitios de ligacdo de soroalbumina

A organizagdo estrutural globular da HSA déa a possibilidade de se ligar com Vvérias
substancias em multiplos sitios da molécula, unindo-se assim a Vvarios componentes
enddgenos e exdgenos. Estes compostos incluem acidos graxos, bilirrubina, metal, tiroxina e
triptofano, assim como drogas que tém caracteristicas acidas ou eletronegativas (e.g.
warfarina, diazepan e ibuprofeno). Estas caracteristicas fazem com que a HSA seja um dos
maiores transportadores de farmacos no sangue (Fig. 8).

A HSA pode facilitar a ativacdo de varias sustancias, tais como horménios ou drogas,
ou diminuir a presenca de toxinas no plasma. Por exemplo, a ligacdo do triptofano a HSA
regula a deposicdo deste nos tecidos. Em pacientes com uma avancada cirrose e
hipoalbuminemia, a diminuicdo dos sitios de ligacdo gera uma quantidade adicional de
triptofano livre o qual pode gerar o desenvolvimento de encefalopatia hepatica.'®

A ligacdo de HSA também afeta a farmacocinética e eficacia de muitas drogas. Por
exemplo, drogas com alta afinidade pelo HSA tém que ser administradas em altas doses para
atingir uma efetiva concentracdo in vivo; sua distribuicdo nos sitios de acdo poderia ser
reduzida ou mesmo eliminada. Apesar disso, uma alta ligacdo da droga com a HSA poderia
ser desejavel porque ajudaria a solubilizar compostos que de outra forma formariam

agregados e seriam eliminados.

B
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Figura 8. Esquema mostrando os sitios de varios ligantes de HSA.%
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1.11. Comparacéo entre soroalbumina humana e bovina

As albuminas de mamiferos possuem uma sequéncia de aminoacidos bem conservada,
0 que sugere uma diferenciacdo evolutiva antiga. Na Tabela 3 podemos verificar essa
identidade para algumas albuminas conhecidas. Em geral, as albuminas de mamiferos
possuem um baixo conteddo de triptofano e metionina e um alto contetido de cisteina e de
aminoacidos carregados como os acidos aspartico, glutamico e lisina. A albumina bovina
apresenta dois triptofanos (Trp 134 e Trp 212) o que a diferencia da albumina humana que
apresenta apenas um triptofano (Trp 214). Além disso, a diferenca entre a BSA e a HSA no
sitio N-terminal resume-se a um aminoacido, sendo Asp-Thr-His para a BSA e Asp-Ala-His
para HSA.

Tanto a albumina bovina quanto a humana apresentam uma sequéncia N-terminal X-
Y-His que constitui um forte sitio fisioldgico de coordenacédo para ions de cobre Il. Este sitio
¢ estavel, pois 0s quatro nitrogénios do tripeptiio amino-terminal formam uma forte ligacédo
quadrado planar com o metal. Assim, a albumina humana apresenta, por exemplo,
aproximadamente 75% de homologia com as seqiiéncias das albuminas bovina e equina.'®

Atualmente albumina sérica do boi (BSA) similar a HSA é utilizada em pesquisa

guando se necessita de uma albumina genérica.

Tabela 3. Matriz de identidade entre as sequéncias de algumas albuminas (os valores indicam

o nGimero de residuos conservados).'*

Origem Humano Bovino Equino Ovino Rato Sapo

Bovina 441

Equino 442 430

Ovino 435 539 438

Rato 426 409 422 404

Sapo 221 218 222 216 225

Salméo 161 170 153 165 159 154
1.12. Métodos para determinacgéo de interacao de ligante-proteina

A determinacdo experimental de parametros termodinamicos, constantes de afinidade

e de parametros como a estequiometria da formacdo de complexos € uma poderosa ferramenta
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para os estudos envolvendo processos de reconhecimento molecular. Tais medidas adicionam
informacgdo a estudos teodricos e experimentais auxiliando na construcdo de modelos que
permitam a elucidacdo de mecanismos bioquimicos, funcdo de proteinas, relacdo entre
propriedades de compostos e sua atividade bioldgica, entre outros. Com base no
conhecimento da interacéo de determinadas moléculas com uma proteina alvo € possivel, por
exemplo, desenhar compostos capazes de controlar sua atividade, interrompendo ou
estimulando as rotas metabolicas das quais a proteina alvo participa. Existe um conjunto
grande de técnicas para a determinacdo da interacdo ligante-proteina, dentre as quais podem
ser citadas o equilibrio de dialise, cromatografia de Hummel-Dreyer, ressonancia plasmonica,
dicroismo circular, difracdo de raios-X, potencial zeta, espectroscopia de absorcdo no
infravermelho, ultracentrifugacdo analitica, titulacdo hidrogeneidnica, dentre outros. Nesse
trabalho utilizamos a espectroscopia de absorcdo UV-VIS, de fluorescéncia, voltametria e

modelagem molecular.

1.12.1. Espectroscopia de absorc&o™°

Moléculas absorvem luz. Os comprimentos de onda que sdo absorvidos e a eficiéncia
da absorcdo dependem tanto da estrutura da molécula como do meio onde esta a molécula,
fazendo da espectroscopia uma ferramenta Util para caracterizar pequenas e grandes

macromoléculas.

1.12.1.1. Teoria de absorcdo de luz por molécula

Teoria da absorcdo da luz por moléculas, em seu aspecto ondulatorio, consiste de
campos elétrico e magnético mutuamente perpendiculares, que oscilam senoidalmente a
medida que se propagam pelo espaco.

Mas a luz também se comporta como um feixe de particulas, os fotons. A energia E do
foton ¢ E = he/A = hv, sendo h a constante de Planck, ¢ a velocidade da luz, A o comprimento
de onda e v a frequéncia. Quando uma onda eletromagnética encontra uma molécula, ela pode
ser espalhada (sua direcdo de propagacdo muda) ou pode ser absorvida (sua energia é
transferida a molécula). A probabilidade relativa da ocorréncia de cada processo € uma

propriedade particular da molécula encontrada. Se a energia eletromagnética da luz é
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absorvida, a molécula é dita estar excitada ou em um estado excitado. Uma molécula ou parte
de uma molécula que pode ser excitada pela absorcéo é chamada de cromoforo.

Esta energia de excitacdo é usualmente convertida em calor (energia cinética) pela
colisdo de moléculas excitadas com outras moléculas (por exemplo: uma molécula do
solvente). Com algumas moléculas esta energia é reemitida como fluorescéncia (0 que
veremos na proxima secdo). Em ambos os casos, a intensidade da luz transmitida por um
conjunto de cromoforos é menor que a intensidade da luz incidente.

Uma molécula excitada possuird uma das possiveis quantidades discretas de energia descritas
pelas leis da mecanica quantica, os niveis de energia da molécula. Os niveis de energia, em
maioria, sdo determinados pelas possiveis distribuicdes espaciais dos elétrons e sdo chamados
niveis eletrénicos de energia; sobre estes niveis existem os niveis vibracionais, que indicam os
varios modos de vibracdo da molécula (o estiramento e dobra de varias ligacdes covalentes).
Ha& também, subdivisbes menores chamados de niveis rotacionais, que apresentam uma
importadncia menor na espectroscopia de absor¢do. Todos estes niveis de energia sdo
geralmente descritos por um diagrama de niveis de energia (Fig. 9). O mais baixo nivel

eletronico é chamado de estado fundamental e todos os outros sdo estados excitados.

Primeiro
Estado Excitado
Niveis
Vibracionais

Estado Fundamental

Figura 9. Diagrama tipico diagrama de niveis de energia mostrando o estado fundamental e o
primeiro estado excitado. Os niveis vibracionais sdo mostrados como linhas horizontais mais
finas. ™

A absorcdo da energia € possivel somente se a quantidade absorvida corresponde a
diferenca entre niveis de energia. Isto pode ser expresso pela expressdo que correlaciona o
comprimento de onda da luz (A) com o nivel de energia da molécula antes da absorgdo (E;) e

o nivel de energia alcangado apds a absorcdo (Ez): A = he /(E; - E;) . A mudancga entre niveis
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de energia é chamada de transicdo. Uma transicdo entre niveis eletrdnicos de energia
representa a energia requerida para mover um elétron de uma orbita a outra. As transicdes sdo
representadas por setas verticais no diagrama dos niveis de energia. (todas as transi¢cdes néo
ocorrem com alta probabilidade, sdo determinadas pelas regras de selecdo da mecénica
quantica). A representacdo da probabilidade de absorcdo versus o comprimento de onda é
chamado espectro de absorcdo e a espectroscopia de absorcdo tem por objetivo obter e
analisar os dados de absorcéo. Se todas as transicdes estdo somente entre o nivel vibracional
mais baixo do estado fundamental e o primeiro estado excitado, entdo o espectro de absor¢do
consistird de uma seta, linhas discretas. No entanto, como as transi¢cdes sdo possiveis do
estado fundamental para qualquer dos niveis vibracionais e rotacionais do primeiro estado
excitado e porque as linhas tém largura finita, o espectro aparecerd como uma curva
relativamente suave. Para a maioria das moléculas, os comprimentos de onda correspondentes
as transi¢bes entre o estado fundamental e qualquer nivel vibracional do primeiro estado
excitado estardo no intervalo da luz ultravioleta e da luz visivel. Transi¢cdes de baixa energia
também sdo possiveis entre niveis vibracionais no interior de um mesmo nivel eletrénico.
Estas transicbes estardo na faixa do infravermelho. A Fig. 10 mostra o0 espectro

eletromagnético.
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Figura 10. Parte do espectro eletromagnético com destaque para 0s comprimentos de onda da

luz visivel *°

A probabilidade de absorgdo para um unico comprimento de onda é caracterizada pelo

coeficiente de absor¢do molar para aquele comprimento de onda. Isto € mais facilmente

definido em termos de como ele é medido. Se a luz de intensidade (lp) passa através de uma
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substancia (que pode estar em solucdo) de espessura (b) e concentracdo molar (c), a
intensidade da luz transmitida (1) obedece a lei de Beer-Lambert:

I =1,107¢9¢ ou logl/ly= —ebc ou A= ¢ehc (1D

em que (g) é o coeficiente de absorcdo molar. Os dados de absorcdo podem ser colocados em
porcentagem (%) de transmissao (T = 100 1/ lp) ou, mais comumente, como a absorbancia [A
=log (lo / 1)]. Quando (b = 1 cm), A é comumente chamado de densidade 6tica (ODA), em
que o indice A informa o comprimento de onda em que a medida foi feita. A densidade otica é
conveniente, pois € igual a (ec). Em alguns casos, se ¢ é alto, (g) aparece como uma funcéo de
(c) e pode ser dito que a lei de Beer-Lambert foi violada. Isto pode resultar do espalhamento
ou das mudancas estruturais (por exemplo: dimerizacdo, agregacdo, ou mudancas quimicas)

para concentragdes altas.

1.12.2. Fluorescéncia no estado estacionario

Em algumas moléculas, a absorcdo de um foton é seguida por emissao de luz de um
comprimento de onda maior (menor energia). Esta emissdo € chamada de fluorescéncia,
transicdo de estado singleto para singleto (ou fosforescéncia, se a transicdo for de estado
tripleto para singleto). Como na espectroscopia de absorcao, hd muitos fatores que alteram o
espectro de fluorescéncia, portanto a eficiéncia da fluorescéncia é dependente desses fatores
relacionados ao meio em que a amostra esta inserida. As medidas de fluorescéncia sdo mais
sensiveis que as medidas de absorbancia, apesar da espectroscopia de absorcdo ser mais
simples de se realizar. As medidas de fluorescéncia de macromoléculas podem nos dar
informagdes sobre: conformacdo, sitios de ligagdo, interaces com solventes, grau de
flexibilidade, distancias intermoleculares e coeficiente de difusdo rotacional de
macromoléculas.

A teoria da fluorescéncia ndo é ainda adequada para permitir uma correlagao positiva
entre o espectro de fluorescéncia e as propriedades do meio da amostra emissora. Mais uma
vez a utilidade da técnica é baseada em principios experimentais estabelecidos a partir de

estudos com compostos modelos.
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1.12.2.1. Teoria da Fluorescéncia®'!

Como ja mencionado na secéo anterior, as moléculas tém niveis discretos de energia.
Os niveis de energia de uma molécula sdo descritos pelo diagrama de niveis de energia da Fig.
11.

No diagrama sdo mostrados dois niveis eletronicos, o de menor energia ou estado
fundamental (G) e um de maior energia ou primeiro estado excitado (S1) e alguns dos niveis

vibracionais de cada um.

Figura 11. Diagrama de niveis de energia de um cromdéforo. G e S1 indicam o estado
fundamental e o primeiro estado excitado, respectivamente. Os estados vibracionais sdo
representados pelas linhas finas horizontais. Esta molécula absorve luz pelas transigdes
indicadas no diagrama. Depois da excitagdo, ha perdas vibracionais para o nivel mais baixo
do primeiro estado excitado e entdo é capaz de emitir luz por fluorescéncia a partir desse

estado. !

Quando a energia da luz é absorvida, a molécula passa de um nivel de energia mais
baixo para um mais alto (nem toda transicdo € possivel, as transi¢cGes possiveis sdo definidas
pelas regras de selecdo da mecanica quantica). Cada transicdo esta indicada no diagrama por
linhas verticais. Se a molécula esta inicialmente ndo excitada (no seu estado fundamental,

(G)) e a energia absorvida é maior que aquela necessaria para passar ao primeiro estado
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eletronico excitado, (S1), o excesso de energia pode ser absorvido como energia vibracional e
a molécula estard em um dos niveis vibracionais mostrados na Fig. 11. Esta energia
vibracional é rapidamente dissipada como calor pelas colisées com as moléculas do solvente
(se a molécula excitada esta em solugédo), e a molécula passa ao nivel vibracional mais baixo
de (S1). A molécula excitada, entdo, retorna a (G) pela emissao de luz (fluorescéncia) ou por
uma transicdo nao-radiativa. Como parte da energia é perdida para o nivel mais baixo de (S1),
a luz emitida tera menos energia (maior comprimento de onda) que a luz absorvida. Assim, a
luz de fluorescéncia terd sempre um comprimento de onda maior que a luz de excitacdo. No
entanto, ao retornar para (G), a molécula pode ficar em um nivel vibracional que ndo seja o
fundamental absoluto; esta energia vibracional sera, também, dissipada em forma de calor. Se
existirem diferentes absorvedores, a luz emitida serd composta de diferentes comprimentos de
onda (todos maiores que aqueles da luz absorvida); a probabilidade de decaimento do
primeiro estado excitado para cada nivel vibracional do estado fundamental determina a
forma do espectro de fluorescéncia. Na Fig. 12 sdo mostrados espectros tipicos de absorc¢éo,
de excitacdo e emissdo de fluorescéncia (a), bem como espectros de excitacdo e emissao de

fluorescéncia do triptofano (b).
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Figura 12. Espectros tipicos de absorcdo (tracejado), excitacdo (pontilhado) e emissao
(continuo) de fluorescéncia (a), bem como espectros de excitacdo e emissdao de fluorescéncia
do triptofano (b). '

Como visto antes, uma molécula excitada nem sempre fluoresce. A probabilidade da
fluorescéncia € descrita pelo rendimento quantico, Q, que é a razdo entre o numero de fétons
emitidos e o numero de fotons absorvidos. Muitos fatores determinam Q, alguns deles sao
propriedades da propria molécula (fatores internos) e outros sdo devidos ao meio em que se
encontra (ambiente). Os fatores internos derivam principalmente da distribuicdo dos niveis
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vibracionais entre G e S. Por exemplo, se um nivel vibracional (VG) do estado fundamental
tem a mesma energia de um nivel vibracional de ordem mais baixa do primeiro estado
excitado (VS), pode ocorrer uma transicdo nao-radiativa de VS para VG, seguido da
conversdo da energia de VG em calor. Isto € 0 que normalmente acontece com moléculas
flexiveis, devido aos muitos niveis vibracionais altos de G. Este € 0 meio mais comum para
dissipar a energia de excitacdo e devemos considerar que as moléculas fluorescentes
(fluoroforos) séo raras e que sdo quase invariavelmente compostas por anéis aromaticos
rigidos ou por sistemas de anéis.

Os fatores internos ndo séo geralmente de interesse para estudos de propriedades das
macromoléculas. Os fatores do meio sdo mais importantes. O efeito do meio €,
primariamente, fornecer processos ndo-radiativos que competem com a fluorescéncia e dessa
forma reduzem o rendimento quantico Q; esta reducdo de Q é chamada de supressdo da
fluorescéncia. Em sistemas biologicos, a supressao ¢ normalmente o resultado dos processos
de colisdo (desde uma reacdo quimica até uma simples colisdo com troca de energia) ou um
processo radiativo mais longo chamado transferéncia ressonante de energia. Estes trés fatores
sd0 expressos em uma situacdo experimental, envolvendo solugbes e compostos dissolvidos
que interagem com o fluoréforo (chamados supressores de fluorescéncia), da temperatura, do
pH, dos grupos quimicos vizinhos, ou da concentracdo do fluor6foro. O fluoréforo isolado

n&do apresenta processos nao radiativos para perda de energia, mas somente fluorescéncia.

1.12.2.2. Medidas de fluorescéncia intrinseca para estudo de proteinas

Dois tipos de fluoréforos sdo usados em andlise de fluorescéncia de macromoléculas —
fluordforos intrinsecos (contidos nas macromoléculas) e fluordforos extrinsecos (adicionados
ao sistema, normalmente ligados a um de seus componentes).

Para proteinas, ha somente trés fluoréforos intrinsecos — triptofano, tirosina e
fenilalanina (em ordem de maior para menor Q). A fluorescéncia de cada um deles pode ser
distinguida pela excitacdo e observacdo em comprimentos de onda apropriados. Na pratica, a
fluorescéncia do triptofano € a mais comumente estudada, porque a fenilalanina tem um Q
muito baixo e a fluorescéncia da tirosina é frequentemente muito baixa devido a supressdo. A
fluorescéncia da tirosina é quase totalmente suprimida se ela estiver ionizada, ou proxima de
um grupo amino, um grupo carboxil, ou um triptofano. Em situacGes especiais, no entanto,

pode-se detecta-la com excitacao de 280 nm.
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A principal razdo para estudar a fluorescéncia intrinseca de proteinas é obter
informagdes sobre sua conformacdo. Isto é possivel porque a fluorescéncia tanto do triptofano
quanto da tirosina dependem fortemente do seu ambiente (por exemplo: solvente, pH, a
presenca de um inibidor, uma molécula pequena ou um grupo vizinho na proteina).

O uso das medidas de fluorescéncia intrinseca em proteinas é baseado em regras
empiricas obtidas de estudos de compostos modelos cujas estruturas e conformagdes sdo bem
conhecidas. As regras de uso mais comum s&o:

1. Toda fluorescéncia de uma proteina é devido ao triptofano, tirosina e fenilalanina.
2. O Amax. do espectro de fluorescéncia do triptofano desvia-se para comprimentos de onda
menores e a intensidade aumenta quando a polaridade do solvente diminui.

a. Se Amax. € desviado para comprimentos de onda menores quando a proteina esta em
um solvente polar, o triptofano deve estar internamente e em um ambiente ndo polar. (Um
desvio do Amax. em uma macromolécula é em relacdo ao Amsx. do aminodcido livre na agua).

b. Se Amax. € desviado para comprimentos de onda menores quando a proteina esta em
um meio ndo polar, ou o triptofano estd na superficie da proteina ou o solvente induz uma
mudanca conformacional que traz o triptofano para a superficie.

3. Se a substancia for um inibidor (se ela inibe a fluorescéncia de um aminoacido livre), como
iodeto, nitrato ou fons de césio, suprimem a fluorescéncia do triptofano ou da tirosina, os
aminoacidos devem estar na superficie da proteina. Se ndo ocorrer a supressao, entéo:

a. O aminoacido pode ser interno.

b. O aminoacido pode estar em uma fresta de dimensdes tdo pequenas que o inibidor
ndo pode entrar em contato com ele.

c. O aminoéacido pode estar em uma regido altamente carregada e a carga pode repelir
o0 supressor. Por exemplo, o ion iodeto (um inibidor negativo) falha em inibir a fluorescéncia
do triptofano se o triptofano estiver em uma regido carregada negativamente; o ion Cs+ nédo
atua se o fluordéforo estiver em uma regido positiva. O supressor neutro, acrilamida, ndo é
afetado pela carga.

4. Se a substancia ndo afeta o rendimento quéntico do aminoacido livre, mas afeta a
fluorescéncia da proteina, entdo deve estar ocorrendo uma mudanga conformacional na
proteina.

5. Se triptofano ou tirosina estdio em um meio polar, seus rendimentos quanticos (Q)
diminuem com o aumento da temperatura, T, a0 passo que, em um meio nao-polar, ocorre
uma mudanca pequena. Conseqlientemente, desvio do decréscimo padrdo (monotdnico) de Q

com aumento de T indica que o aquecimento esta induzindo uma mudanca conformacional,
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pois a polaridade das regifes nas quais o triptofano estd sendo exposto devem estar se
modificando. Um aumento da dependéncia de Q com a temperatura, quando a proteina esta
em um solvente polar, como a agua, indica que mais moléculas de triptofano estdo sendo
expostas ao solvente, ou seja, a proteina esta se desenovelando.
6. O rendimento quéntico (Q) do triptofano e da tirosina decresce se o grupo a-carboxil destes
aminoacidos estiver protonado.
7. A fluorescéncia do triptofano é suprimida pela presenca de grupos acidos protonados.
Consequentemente, se 0 pK medido por monitoracdo da fluorescéncia do triptofano é o
mesmo que o pK de um grupo ionizavel conhecido (por exemplo: o imidazol de histidina ou a
ligagdo SH de cisteina), entdo este grupo deve estar muito perto de um triptofano. No entanto,
esta regra so se aplica se for possivel mostrar, de modo independente, que a mudanca de pH
ndo leva a mudanca conformacional.
8. Se uma substancia qualquer liga-se a uma proteina e a fluorescéncia do triptofano é
suprimida, pode estar ocorrendo: i) mudanca conformacional total devido a ligacdo; ou ii)
algum triptofano esta no sitio de ligacdo, ou muito préximo dele.

Observacdes: Dois pontos importantes devem ser ressaltados sobre as regras acima:
1- A fluorescéncia é muito sensivel a fatores do meio. Entdo outras interpretacdes devem
sempre ser levadas em conta, para os resultados descritos nessas regras.
2- Se uma proteina contém muitos triptofanos, como geralmente acontece, cada um pode ter
um rendimento quantico diferente. Portanto, a magnitude absoluta das mudancas ndo pode ser

usada para determinar a fracdo em um dado meio, por exemplo, interno versus externo.

1.12.3. Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informacGes qualitativas e
guantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-
potencial, feitas durante a eletrélise dessa espécie em uma cela eletroquimica constituida de
pelo menos dois eletrodos, sendo um deles um microeletrodo (o eletrodo de trabalho) e o
outro um eletrodo de superficie relativamente grande (usualmente um eletrodo de referéncia).
O potencial é aplicado entre os dois eletrodos em forma de varredura, isto €, variando-0 a uma
velocidade constante em fungdo do tempo. O potencial e a corrente resultante séo registrados

simultaneamente. A curva corrente versus potencial obtida é chamada de voltamograma.
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1.12.3.1. Célula de trés eletrodos

Nesta célula, os eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional, pertencente
ao circuito eletronico do polarografo. O amplificador operacional atuara quando for aplicada
uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, fazendo
com que a resisténcia do eletrodo de referéncia aumente e a do eletrodo auxiliar diminua (Fig.
13). Assim a corrente passaré entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, evitando que ocorram
disturbios (como eletrolise, por exemplo) no eletrodo de referéncia. Com este recurso o
eletrodo de referéncia realizard o seu papel sem interferéncias, que é o de manter o seu
potencial constante durante as medidas. Por isto pode-se usar além do eletrodo de trabalho e
do auxiliar, um eletrodo de referéncia de dimensdes pequenas, o que facilita o uso de
recipientes polarograficos/voltamétricos de tamanho reduzido. De um modo geral, a célula de
trés eletrodos apresenta as vantagens:

1. é mais adequada para solucdes diluidas,
2. pode ser usada para solucdes de alta resisténcia (solventes organicos, mistura agua mais
solvente organico) e

3. pode ser usada com eletrélitos de suporte mais diluidos.

SISTEMA POTENCIOSTATICO COM TRES ELETRODOS

E. Aplic.

~WW

® Nao passa corrente pelo E. Ref. —
® O controle do E é feito no E. Trab. e E. Ref.
® A corrente passa pelo E. Trab. e E.A.

Figura 13. Esquema mostrando a célula conectada a um sistema potenciostético.
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1.12.3.2. Eletrodo de trabalho

O eletrodo de trabalho mais importante usado em voltametria ainda é o eletrodo de
mercurio. Ele pode ser usado tanto no modo gotejante quanto no modo estatico. Nesse modo,
a gota de mercurio, depois de formada, permanece imoOvel na ponta do capilar e o
voltamograma é registrado nessa unica gota. O eletrodo de mercurio também pode ser usado
na forma de filme de mercurio. Neste caso, o filme é depositado eletroquimicamente em
superficies solidas, como de platina e carbono vitreo. A sua atuacao (do eletrodo de mercurio)
¢ marcadamente na regido catodica, em potenciais que podem variar de +0,3 V a -2,3 V
versus o eletrodo de calomelano saturado (ECS), dependendo do meio utilizado. Esta regido
de potencial é onde ocorrem as reacdes eletrodicas da maioria dos ions metalicos e de grande
namero de espécies organicas, dai a sua importancia. No modo gotejante ele é um eletrodo de
superficie renovavel, evitando problemas, entre outros, devido aos chamados envenenamentos
superficiais.

Entre os eletrodos sélidos o de platina é um dos mais importantes. Ele atua na regido
de potencial de cerca de +1,1V a -0,5 V versus ECS, dependendo do eletrélito de suporte
utilizado. E (til na regifo anddica, onde o eletrodo de merclrio ndo atua. Outro eletrodo
solido atil na regido anddica é o de ouro, que pode ser utilizado em intervalos de potencial de
+1,5a-0,8 V versus ECS.

Muito usados na regido anodica sdo os eletrodos de carbono, principalmente o de
carbono vitreo, que atua no intervalo de +1,5 V a -1,1 V versus ECS, dependendo do meio
utilizado.

Embora diversos eletrodos sélidos possam ser usados em parte da regido catodica,
todos tém desempenho inferior ao eletrodo de mercdrio, devido principalmente as suas
propriedades envolvendo a renovacdo superficial e formacdo de amalgamas com Varios
metais.

Mais recentemente tem tém sido desenvolvidos novos tipos de eletrodos de trabalho
para serem usados em voltametria, tais como os eletrodos quimicamente modificados e 0s

ultra-microeletrodos.
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1.12.3.3. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é provavelmente uma das técnicas eletroquimicas mais versateis
para o estudo de espécies eletroativas em solucdo ou imobilizadas sobre eletrodos, fornecendo
informacbes tanto quantitativas quanto qualitativas sobre o sistema. Esta versatilidade
combinada com a facilidade de medida, tem resultado num extensivo uso da voltametria
ciclica nos campos da eletroquimica, quimica inorganica, quimica organica e bioquimica. O
voltamograma resultante é andlogo a um espectro convencional, o qual fornece informacéo de
uma determinada espécie como funcdo da varredura de potencial. **?

A eficiéncia desta técnica resulta de sua habilidade de rapidamente fornecer
informacdes sobre a termodinamica de processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas
de transferéncia de elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos.*

Inicia-se a aplicacdo do potencial de um valor no qual nenhuma reducgédo ocorre, com o
aumento do potencial para regides mais negativas (catddica) ocorre a reducdo do composto
em solucdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentracdo deste composto,
quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de reducdo ocorre, 0
potencial € varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso de uma reacao reversivel,
0s produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda proximos a
superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducédo. O tipo
de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que 0 composto em questdo
sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos
mecanisticos.

Existem dois componentes principais que determinam as reacfes que ocorrem no
eletrodo: a transferéncia difusional de massa do analito em solucdo para a superficie do
eletrodo, e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o eletrodo; em alguns casos
ainda pode ocorrer reages quimicas acopladas a algum destes processos. A eq. (2) de Butler-

Volmer,'* equacéo basica da cinética eletroquimica, expressa estas relacdes.

(1—a). ne. F —o.ne. F

[=A. i exp [T (B = Eeq)| - exp [ (B - Ee)| (@)

onde | ¢ a corrente do eletrodo (A); i, densidade de corrente (A/m?); E potencial do eletrodo

(V); Eeq potencial de equilibrio (V); A area de superficie do eletrodo (m?); T temperatura
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absoluta (K); ne numero de elétrons envolvidos na reacdo do eletrodo; F constante de
Faraday; R constante universal dos gases e a coeficiente de transferéncia de elétrons.

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reacdo que ocorre com Velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dinamico na interface, a equacdo de
Butler-Volmer se reduz na equagdo de Nerst (eq. 3), pois como a cinética da reacdo de
transferéncia de carga é rapida (Ks > 10" cm.s™) apenas a etapa de transferéncia de massa ira

ditar as regras do processo. A corrente do pico (em amperes) neste caso é dada por:

ipe = (2,69 x 10%) nez/3AD(1)/2V1/2 Co 3)

Sendo que ne é o numero de elétrons envolvidos no processo, A € a area do eletrodo
(cm?), Do é o coeficiente de difusdo (cm?s™) e Co é a concentracdo da espécie em soluco
(mol.cm™), v é a velocidade de varredura (V.s™).

Para uma reacdo reversivel a corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura. Outros critérios para reversibilidade sdo a razdo da corrente de
pico anddico e catddico igual a unidade e independente de v, o potencial de pico ndo variando

1/2

com a velocidade de varredura de potencial e a razdo ip/v constante e independe de v.*°

Quando a velocidade de transferéncia de carga € lenta comparada com a velocidade de
varredura (Ks < 10 cm.s™) as concentracdes das espécies oxidadas (O) e reduzida (R) néo
serdao mais funcao apenas do potencial, ndo possuindo, portanto um comportamento nerstiano.
Neste caso, os termos o (coeficiente de transferéncia) e Ks (velocidade de transferéncia de
carga) devem ser considerados. Nestas circunstancias, a equacdo que descreve a corrente de

pico (ipc) é dada por:

1 1
ipe = (2,99 x 10°)ne( one)z ACoD2v2 4)

Nestes casos, 0 voltamograma costuma apresentar apenas pico anddico, que ira
deslocar-se como aumento da velocidade de varredura. Além disso, este pico varia também
com a e Ks. Para uma reacio eletrodica quase-reversivel (10 > Ks > 10®° cm.s™) a corrente é
controlada tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de transferéncia de
carga. A equacdo de Nernst é apenas aproximadamente satisfeita.

A forma de aplicacéo do potencial na voltametria ciclica esta representada na Fig. 14,

o0 potencial é varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho estacionario, em uma
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solugéo sem agitagdo, usando um potencial em forma de triangulo (Fig. 14a). Dependendo da
informacédo desejada, simples ou mdltiplos ciclos podem ser utilizados. Durante a varredura
do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante desta corrente versus o potencial
aplicado. Em alguns casos, instrumentos digitais ndo possuem este mesmo padrdo de
aplicacdo de potencial. Porém, o potencial é aplicado na forma de escada (staircase) como
pode ser visto na Fig. 14b, com degraus de potenciais pequenos (da ordem de 10 mV) e tempo
de duracdo pequena (50 ms), onde a corrente € lida apenas no final deste intervalo. Esse
método staircase substitui a contento a varredura linear. O objetivo desta variacao é conseguir
uma minimizacao da contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total. Como as etapas de
potencial sdo pequenas, as equacles para as respostas da voltametria ciclica staircase séo

consideradas como idénticas das provenientes da voltametria ciclica de varredura linear.

Ciclo 1

NV

tempo

potencial

tempo

Figura 14. Formas de aplicacdo do potencial para a voltametria ciclica: a) potencial com

varredura linear e b) potencial do tipo escada.™*

2. Justificativa

Os fenbmenos fisico-quimicos desencadeados pelas intera¢fes intermoleculares entre
ligantes e receptores macromoleculares sdo a chave para o entendimento dos processos
bioldgicos. A determinagdo experimental de pardmetros adiciona informagdes a estudos

teoricos e experimentais auxiliando na constru¢do de modelos que permitam a elucidagéo de
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mecanismos bioquimicos, funcdo de proteinas, relacdo entre propriedades de compostos e sua
atividade biologica. Com base no conhecimento da interacdo de determinadas moléculas com
uma proteina alvo é possivel, por exemplo, desenhar compostos capazes de controlar sua
atividade, interrompendo ou estimulando as rotas metabodlicas das quais a proteina alvo
participa. A albumina tem sido uma das proteinas mais estudadas devido a sua importancia
biologica.

A transformacdo de uma matéria-prima vegetal em um medicamento deve visar a
preservacdo da integridade quimica e farmacoldgica do farmaco, garantindo a constancia de
sua acdo bioldgica e a seguranca de sua utilizacdo, além de valorizar seu potencial
terapéutico. Para garantir esses objetivos, a pesquisa para o desenvolvimento de fitoterapicos
inclui varias etapas envolvendo um processo interdisciplinar, multidisciplinar e
interinstitucional.

As xantonas mangiferina e mangiferitina apresentam um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas. Para que essas xantonas causem o efeito terapéutico, existe a necessidade
dessas xantonas de serem transportadas por proteinas plasmaticas na corrente sanguinea para
0 seu local de acdo. O estudo do mecanismo de ligacdo e transporte de mangiferina e
mangiferitina por proteinas plasmaticas, pode fornecer informagdes sobre a farmacocinética
desses compostos no organismo. Portanto, buscou-se nesse trabalho avaliar a interagdo de
mangiferina e mangiferitina com albumina por métodos espectroscopicos, eletroquimicos e

modelagem molecular.

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
O presente trabalho visou o estudo dos mecanismos de formagdo do complexo e
estabilidade de interacdo entre as xantonas mangiferina e mangiferitina com soroalbumina

bovina.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar o numero de sitios de interacdo e a constante de dissociacdo de

proteinas com ligantes de interesse;
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e Determinar as principais forcas fisico-quimicas envolvidas na interacao
ligante-macromolécula;
e Avaliar efeitos de cooperatividade e adsorcdo inespecifica na interacdo do

ligante com albumina;

e Avaliar possiveis mudancas conformacionais na macromolécula sob interacao
com o ligante;

e Estudar os mecanismos de acdo envolvidos na interacdo proteina-ligante;

e Determinar pardmetros cinéticos de transferéncia de carga entre o ligante e
BSA.

4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Soroalbumina bovina (pureza
98%) Acros Organics®, mangiferina (pureza 98%) e mangiferitina (pureza 96%) concedidas
pelo Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL-MG, Nujol® 6leo mineral
(pureza 100%).

4.2. Equipamentos

o Sistema de purificacdo de agua contendo deionizador, destilador e ELGA
(Purelab maxima);

o Microcomputador PENTIUM 1V, Impressora HP Deskjet 950 C series. -
estabilizador de equipamento cientifico de 3 Kva,;

o Balanga analitica Kern 410 (NY, EUA);

o Potenciostato/Galvanostato PG39CVSM, Ominimetra Instrumentos Cientificos
Ltda;
o Espectrofotémetro Biochrom Libra S22 integrado a software especifico para

aquisicao de dados;

o Fluorimetro Varian, Cary Eclipse (Australia);
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o Medidor de pH Marte, modelo MB-10.

4.3. Métodos
4.3.1. Espectrofotometria

4.3.1.1. Dosagem de soroalbumina

As proteinas por serem formadas por residuos de aminoacidos e considerando-se que
0s aminoacidos aromaticos absorvem luz na regido ultravioleta. As proteinas podem ser
detectadas através da absorcdo de luz a 280 nm. A concentracdo de proteina foi determinada

espectrofotometricamente usando &**1¢, de 6,67 em 279 nm para BSA.*

4.3.1.2. Determinacdo espectrofotométrica dos farmacos

Para a determinacdo espectrofotomeétrica de mangiferina e mangiferitina foram
preparadas solugdes estoque nas concentracdes de 1 mmol.L™ em tampéo fosfato 0,1 mol.L™
pH 7,4. A partir de volumes conhecidos da solucdo estoque foram preparadas diferentes
concentracdes de 5-90 pumol.L™* e 30-150 pmol.L™ em tampéo fosfato para mangiferina e
mangiferitina, respectivamente. A determinagdo das concentrages foram realizadas em 240
nm (MGF) e 235 nm (MGT) para a obtengdo da curva analitica e o coeficiente de
absortividade molar seguindo a lei de Beer com 1 cm de caminho dptico, e em cubeta de

quartzo.

4.3.1.3. Ensaio de complexacdo dos farmacos com proteina

O ensaio de complexacéo foi realizado com diferentes concentracOes na faixa de 15-90
pmol.L™* e 30-150 pmol.L™ a partir das solucdes estoque de MGF e MGT com volume final 3
mL, respectivamente. A solucdo estoque de soroalbumina bovina 2,48 mmol.L™* e 93,0

umol.L™! foram preparadas em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 para complexar com MGF e
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MGT, respectivamente. Por varredura espectral foram feitas as leituras das diferentes
concentragfes de cada farmaco, sendo o branco a solugdo tampdo. Apds a varredura foi
adicionado 0,1 mL da solucéo estoque de BSA onde se obteve uma concentracdo final de 80
umol.L ™" e 30 pumol.L™ de BSA nas solugdes amostra de MGF e MGT, respectivamente. Cada
amostra do ensaio foi misturada por vortex, sendo incubada por 15, 60, 180, 1020, 1440, 1800
minutos e em temperatura ambiente para verificar o melhor tempo de incubagéo. A varredura
espectral apos a adicdo de albumina foi realizada com 0,1 mL de BSA estoque a um volume
final de 3,1 mL como branco.

Para a determinacdo do coeficiente de absortividade molar do ligante ligado foi
realizado um ensaio com a concentracdo de albumina 100 vezes maior que a concentracéo de
ligante livre.”” A faixa de concentragdo utilizada de MGF foi de 1- 6 pmol.L™ com 600
umol.L™ de BSA. Para MGT faixa de concentragdo 5 — 10 umol.L™ com 1mmol.L™ de BSA.
Posteriormente foi elaborada a curva analitica e determinado o coeficiente de absortividade do
ligante ligado atraves da lei de Beer com 1 cm de caminho Optico na regido do ultravioleta a
245 nm (MGF-BSA) e 240 nm (MGT-BSA).

4.3.1.4. Espectro-diferenca da regido UV

A partir da varredura espectral de diferentes concentracfes de MGF e MGT antes e
apos a adicdo de BSA descrito no item 4.3.1.3 foi realizado a espectro-diferenca da interagéo
do ligante com a proteina na regido do ultravioleta. A absorbancia do ligante livre para as
varias concentracGes foi registrada em 240 e 235 nm e, ap0s a adicdo de BSA foram
registradas as absorbancias em 245 e 240 nm para MGF e MGT, respectivamente. A variacdo
de absorbancia foi obtida atraves da subtracdo da absorbancia do ligante livre e a absorbancia

apos o ligante ligado (eq. 5)."®

AM=A,—Ap=A4,— (Ar + 4Ap) (5)
Onde AA ¢ a variacao de absorbancia, A_ € absorbancia de MGF antes da adi¢éo de proteina e

A_p é a absorbancia de MGF ap0s a adicdo de albumina bovina, As € absorbancia de ligante

ndo ligado e A, é absorbancia de ligante ligado.
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4.3.1.5. Estudo da variagdo de pH dos complexos

A variacdo de pH foi realizada preparando solugdes de tampéo fosfato 0,1 mol.L™
variando o pH em 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. A solucéo estoque de MGF e MGT 1 mmol.L™ foram
preparada em etanol e agua (80:20), devido a baixa solubilidade da droga em pH baixo. A
soluces estoque de BSA em 2,48 mmol.L™? ¢ 93 pmol.L™ foi preparada em cada pH do
tamp&o. O preparo das solugdes amostras de cada ligante foi realizado por um volume
conhecido da solucédo estoque, e o volume final completado para 3 mL em cada pH da solucéo
tamp&o a uma concentracio final de 80 pmol.L™ e 40 umol.L™* em seguida foi realizada a
varredura espectral das solucdes de amostras de MGF e MGT,respectivamente, como 0
branco solugfes de tampédo. Em cada tubo contendo amostras de MGF foram adicionados 0,1
mL das solugdes estoque de BSA e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Para a
varredura espectral das amostras apds a adicdo de BSA, o branco como as solucdes de tampéo
em todos os pH com 0,1 mL de BSA estogue para cada ligante obtendo-se volume final de 3,1

mL.

4.3.1.6. Estudo da variagéo de forca i6nica dos complexos

A variacdo de NaCl foi realizada nas seguintes concentracées: 0; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25;
0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5 mol.L™ com as solugdes preparadas em tampao fosfato 0,1 mol.L™
pH 7,4. As solucdes estoque de MGF e MGT 1 mmol.L™ e albumina bovina 2,48 mmol.L™ e
93 pmol.L™! foram preparadas em cada concentracéo de cloreto de sédio. Com o volume
conhecido das solugdes estoque de ligantes foram preparados as solugfes amostras com
concentracdo final de 80 pmol.L™ (MGF) e 40 pmol.L™* (MGT) em cada concentracio de
NaCl com volume final de 3 mL da solugdo. Apoés a varredura espectral das amostras foram
adicionados 0,1 mL de BSA estoque a cada concentracdo de NaCl e incubado por 15 minutos

a temperatura ambiente, seguindo de varredura espectral.
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4.3.1.7. Determinacdo de parametros de interagdo dos complexos

A partir dos coeficientes de absortividade do ligante livre e do ligante ligado foi

possivel encontrar os valores de concentracdes do ligante ligado (eq. 6)**°

para a construcao
do grafico v versus Lt, onde é possivel obter dados fisico-quimicos sobre a formacdo do

complexo. O valor de v (razdo molar de ligante ligado por mols de BSA) pode ser obtido a

partir da eq. 7.*%
AA
Cp = e (6)
C
V= g—t (7

onde Cy € a concentracao de ligante ligado, AA variagdo de absorbéncia antes e apés a adigédo
de albumina, A¢ é a variacdo de absortividade molar do ligante livre e do ligante ligado, Pt
concentracdo total de BSA e Lt concentracdo total de ligante.

A partir da eg. 8 um modelo elaborado neste trabalho a partir do sistema de interagdo

adaptado de Paél e colaboradores.'*

O ajuste ndo linear no grafico v versus Lt foi realizado, 0s
parametros de constante de dissociacdo especifica, Kg, constante de associacdo ndo especifica,
Ka, cooperatividade especifica, o, cooperatividade ndo especificia, B, numero de sitios de

ligacdo, n, foram extraidos do ajuste.
Lt® 8
vV =n m + (Ka . Lt) (8)

4.3.2. Espectrofluorimetria
4.3.2.1. Ensaio de complexacdo dos farmacos com proteina

Para a complexacdo de mangiferina com a proteina foi utilizado uma solugdes estoque
de MGF 1,5 x 10 mol.L™ e albumina 6,0 x 10” mol.L™. Para complexacdo de mangiferitina
utilizou-se solugdes estoque de MGT 1,0 mmol.L™" ¢ albumina 60 pmol.L™. A partir de
volumes conhecidos das solugdes de estoque de cada ligante foi montado o ensaio variando a
concentracdo de MGF na faixa de 1-60 pmol.L™" e MGT na faixa 3-10 umol.L™, fixando a
concentracdo de BSA em 2 umol.L™ com volume final de 3,1 mL. O tempo de incubacio das
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solucbes amostra foi de 15 minutos a temperatura ambiente. A intensidade de fluorescéncia
foi medida com excitacdo de 280 nm'?* para as solucdes amostras sendo utilizado como
controle solucéo de 2 umol.L™ de BSA.

4.3.2.2. Determinacdo de parametros de interagdo dos complexos

A determinacdo da constante de associacdo para os complexos de MGF-BSA e MGT-
BSA, devido ao comportamento das curvas foram utilizados diferentes equacfes. Para 0s

ligantes mangiferina e mangiferitina o ajuste dos dados foi obtido com a eq. (9) abaixo: 12* %

AFmax Ka [Lt]
AF = —max als 9
1+ K, [Lt] )

onde AF = Fy — F, Fo e F representam as intensidades de BSA antes e ap6s a adicdo de
ligante, respectivamente. AFnax mudanga méxima na intensidade de fluorescéncia, K,

constante de associa¢do, n nimero de sitios de ligacdo e Lt concentracdo total de ligante.
4.3.2.3. Investigagdo conformacional
Para o espectro de fluorescéncia sincronizada o ensaio de interacdo MGF e MGT com

BSA foi realizado da mesma maneira do item 4.3.2.1. A faixa de espectro sincronizada foi de

AL = 15 nm e AA = 60 nm, caracteristicos dos residuos de tirosina e triptofano de BSA,

respectivamente.'?®

4.3.2.4. Determinacdo da energia de transferéncia de ressonancia
Para a determinagéo de energia de transferéncia foi utilizada a distancia entre o residuo
de BSA e os ligantes, através sobreposicdo do espectro de fluorescéncia de 2 pmol.L™ de
BSA e 0 espectro de absorbancia de MGF 2,5 pmol.L™* e MGT 3 umol.L™. 12

4.3.3. Voltametria Ciclica

4.3.3.1. Elaboragéo e otimizacdo de eletrodo de trabalho
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O eletrodo de pasta de carbono foi elaborado utilizando uma seringa de 1 mL, fio de
cobre, grafite e Nujol®. Uma ponta da seringa foi cortada, polida com lixa e alumina para que
ficasse bem lisa e circularmente uniforme. Um pedaco de fio de cobre foi acoplado a borracha
do émbolo da seringa com cola Super Bonder® sendo o fio colocado no interior da seringa de
modo que uma ponta ficasse vazia com alguns milimetros. A cavidade vazia foi preenchida
com a pasta de carbono. Sobre uma folha de papel esfregou-se a ponta do eletrodo com
movimentos em oito, inicialmente com forca e gradualmente de modo mais suave, a fim de
obter uma superficie bem lisa, o excesso da pasta foi retirado antes de utilizar o eletrodo. A
renovacao da superficie eletrodo foi feita esfregando a superficie do eletrodo sobre uma folha
de papel até a obtencdo de uma nova superficie bem lisa.

A otimizacdo do eletrodo foi realizada utilizada com 5 mmol.L™ de ferrocianeto,
eletrélito suporte cloreto de potassio 1 mol.L™, eletrodo auxiliar de platina e eletrodo de
referéncia prata/cloreto de prata. A composi¢do da pasta de carbono foi variada na seguinte
proporcdo de grafite e nujol, respectivamente: 70:30, 75:25, 80:20, 85:15 e 90:10, sendo a
varredura realizada com 10 ciclos entre a faixa de potencial -0,2 a 0,6 V e taxa de varredura
de 50 mV/s. A solucdo livre de oxigénio foi obtida borbulhando-se argdnio através da solucédo
de ferrocianeto por 10 minutos antes do ensaio. A melhor composicao da pasta de carbono a
ser utilizada foi de 90:10.

4.3.3.2. Determinacdo voltamétrica de mangiferina

A voltametria ciclica foi realizada com taxa de varredura de 100 mV/s em 3 mL de
solugdo 1 mol.L™ de MGF em tampéo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,4. O voltamograma foi
registrado entre a faixa de potencial -0,4 a 0,8 V. A solucdo livre de oxigénio foi obtida

borbulhando-se argonio através da solugdo, como anteriormente citado.

4.3.3.3.  Ensaio de complexacdo de mangiferina com proteina

Foram preparadas solucdes de MGF em triplicata com volume final de 3 mL a partir
da solugdo estoque de 1 mmol.L™ nas seguintes concentracées: 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 200, 300 e 400 pmol.L™. Os voltamogramas ciclicos foram registrados

antes e apés a adicdo de 40 umol.L™ de BSA com taxa de varreduara de 100 mV/s, faixa de
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potencial -0,4 a 0,8 V e 10 ciclos. Apés a adicdo de BSA as solucbes amostra foram

incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente.

4.3.3.4. Determinacdo dos pardmetros cinéticos de transferéncia de carga

Os parametros cinéticos foram determinados com solucdes de 40 pmol.L™* de MGF
antes e ap6s a adicdo de 2 umol.L™?, variando a taxa de varredura de 10, 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300 mV.s™.

4.3.3.5. Estudo de variacdo de pH

A variacdo de pH foi realizada preparando solugdes de tampéo fosfato 0,1 mol.L™
variando o pH entre 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. A solucdo estoque de MGF 1 mol.L™ foi preparada
em etanol e agua (80:20) devido a baixa solubilidade da droga em pH baixo. As solucdes
estoque de BSA 60 pmol.L™ foi preparada em cada pH do tampao fosfato. O preparo da
solugdo amostra de mangiferina foi realizado por um volume conhecido da solugéo estoque e
0 volume final completado para 3 mL em cada pH da solugdo tampédo obtendo uma
concentracdo de 40 pmol.L™. Os voltamogramas ciclicos foram registrados antes e apés a
adicdo de 2 pumol.L™* de BSA com taxa de varredura de 100 mV/s, faixa de potencial -0,4 a
0,8 V e 10 ciclos. Apods a adicdo de BSA as solugdes amostra foram incubadas por 15 minutos

a temperatura ambiente.

4.3.4. Modelagem molecular

Uma vez que a estrutura da BSA ndo esta disponivel no Protein Data Bank - PDB, um
modelo de homologia foi criado. Uma pesquisa de similiaridade no PDB utilizando o BLAST
com a sequéncia de soroalbumina bovina [sequéncia Swissprot ALBU_BOVIN (P02769)]
mostrou que a BSA compartilha uma identidade de 75% com HSA (PDB Code: 1n5u), o que
implica que a abordagem de modelagem por homologia pode fornecer uma 6tima perspectiva
para estudos tedricos envolvendo o modelo homologo de BSA. A construgdo do modelo da
BSA foi realizada usando o programa MODELLER' e a qualidade estereoquimica do

modelo global final para BSA foi avaliada pelo programa PROCHECK.'?®
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Os estudos de docking molecular foram realizados por meio da suite Schrddinger,
utilizando o programa Induced Fit Docking® para o docking molecular entre as proteinas
plasmaticas HSA e BSA com as xantonas naturais, mangiferina e mangiferitina. Os ligantes

21%° enquanto as proteinas

foram construidos e preparados utilizando o software LigPrep 2.
plasmaticas foram preparadas por meio do software Prime 1.7;**! posteriormente, os ligantes e
a HSA e BSA foram otimizados utilizando o campo de forca OPLS 2005 do software
MacroModel 9.6 Todos os programas pertencentes a sufte Schrodinger. Maestro 8.5
foram utilizados com interface grafica para todos os programas computacionais da suite
Schrodinger. A estrutura cristalografica da HSA foi obtida do banco de dados Protein Data

Bank (PDB ID: 1n5u) com uma resolugdo de 1,90A.

4.4. Andlise de dados

Os ensaios foram conduzidos a um minimo de triplicata e os dados apresentados com
média e erro padrdo da média. A analise estatistica dos ajustes lineares, ndo lineares, testes F,
foram conduzidas com o pacote Origin versdo 8.0 (Originlab, Northampton, MA, EUA). Foi

aceito como significativo p = 0,5.
5. Resultados e Discusséo
5.1. Espectrofotometria

5.1.1. Absorcdo espectrofotométrica

A Fig. 15 apresenta os resultados da curva analitica de mangiferina e mangiferitina.
Espectrofotometria na regido UV-VIS do espectro eletromagnético € uma das técnicas
analiticas mais empregadas, em funcdo de robustez, custo relativamente baixo e grande
nimero de aplicacdes desenvolvidas.”** Essa técnica analitica é fundamentada na lei de
Lambert-Beer, que é a base matematica para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras
no estado sdlido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do
espectro eletromagnético. Sendo assim, o comportamento espectroscopico da Fig. 15
apresentou linearidade frente a lei de Beer para ambos os farmacos (R? = 0,99).



44

o MGF
o MGT

3,0—-
2,5—-
20
15

1,0

Absorbancia

0,54

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Lt (umol.L™)
Figura 15. Curva analitica de mangiferina e mangiferitina em tampéo fosfato pH = 7,4.
Equacdo de regresséo linear [y = a + bx]. Parametros de regressdo amer = 2,260 + 0,012 x 10%,

bumcr = -0,040 % 0,006, amer = 1,9 + 0,016 x 10* e byer = -0,007 + 0,010.

5.1.2. Determinagdo do coeficiente de absortividade molar

Os coeficientes de absortividades molares para MGF, MGT livre e para os complexos
de MGF-BSA e MGT-BSA foram obtidos através da inclinacdo da reta do ajuste linear da
Fig. 16. O coeficiente de extincdo dos ligantes ligados comparados com os ligantes livres é
menor. Esse fato pode ser atribuido ao sistema de elétrons do anel aromatico da forma bésica
da xantona que resulta em uma menor deslocalizacdo dos elétrons, a energia necessaria para a
transicdo € maior, e a probabilidade de ocorréncia dessas transicdes é menor, devido a

formagéo do complexo.
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Figura 16. Curva analitica dos ligantes livre e ligados com BSA em tampao fosfato pH = 7,4.
(A) Coeficiente de absortividade de MGF livre e MGF ligado, respectivamente, emcr = 2,62 £
0,03 x 10* L.mol™. em™ , emerasa = 2,30 + 0,95 x 10* L.mol™.cm™. (B) Coeficiente de
absortividade de MGT livre e MGT ligado, respectivamente, emct = 2,26 = 0,06 X 10* L. mol

L em?, emeroesa = 1,89 £ 0,05 x 10* L.mol™.cm™.

5.1.3. Espectro-diferenca dos complexos

Os espectrofotogramas de mangiferina e mangiferitina em concentra¢es variadas
estdo representados a Fig. 17. Os espectros de absorcdo das substancias mostram trés bandas
de absor¢do, onde a primeira com o comprimento de onda mais intenso de Amax = 240 nm
pode ser atribuida a energia de transicdo de orbitais 1 — ©* do anel aromatico, a segunda em
Amax = 260 nm devido a transi¢do m — w* pela presenga do ciclo B-dicetona e, a terceira em
Amax = 380 nm atribuida a transferéncia de carga da absorcéo intramolecular.>

Na Fig. 17 comparando os espectros dos ligantes na auséncia e na presenca de BSA,
observa-se que ocorre um efeito batocrémico e hipocrémico mais pronunciado na regido do
ultravioleta para MGF e na regido UV-visivel para MGT. Esses efeitos demonstram que
ocorreu a formacdo do complexo entre os ligantes e BSA. O efeito batocrémico pode ser
atribuido a mudanca estrutural da molécula do ligante com interacdo do receptor. Essa razdo
do red-shift pode estar relacionada ao nivel de energia do estado excitado, devido a
diminuicdo do nivel de energia do orbital antiligante que ocorre pela atracdo de interacoes

dipolo-dipolo e ligacdes de hidrogénio, devido aos aminoécidos presente na proteina.”*> O
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efeito hipocromico sugere que uma quantidade da substancia se ligou completamente com a
proteina ndo podendo ser identificado pelo espectro, pois as linhas vermelhas dos espectros da

Fig. 17 sdo o somatdrio da quantidade de ligante livre e ligante ligado.

— MGF — MGT
3,0 - — MGF-BSA — MGT-BSA
0,6
2,5+
0,5 -
2,0
© @ 041
2 2
p 1,54 p
g 0 S 031
o o
3 10 38
< ’ < 0,24
0,5 - 0,1
0,0 1 0,0 -
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
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Figura 17. Espectro de absorcéo eletronica de mangiferina e mangiferitina na auséncia e na

presenca de BSA em tampdo fosfato pH = 7,4.

5.1.4. Teste de estabilidade dos complexos

A Fig. 18 mostra a variacdo do tempo de incubacdo testada nos complexos de BSA
com os ligantes de mangiferina e mangiferitina na proporgdo 1:1, respectivamente, pela
variacdo do sinal de absorbancia obtido por espectro-diferenca. Baseado nesse grafico
observa-se que os valores de AA ndo apresentaram varia¢Oes significativas com o aumento do
tempo de incubacéo. Isso indica que a constante de associacao é estavel por longo periodo de

tempo para ambos os complexos de MGF-BSA e MGT-BSA.
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Figura 18. Espectro-diferenca em diferentes tempos de incubacdo para a formacdo dos

complexos em tampdo fosfato pH = 7,4.

5.1.5. Efeito de pH e forca ibnica

A Fig. 19 sugere que ocorre a formagdo do complexo com as formas protonadas e
desprotonadas de mangiferina e mangiferitina. A formacdo do complexo em meio acido é
pequena para ambos os ligantes, sendo a mangiferina menor do que mangiferitina, uma
justificativa para essa diferenca pode estar relaciona ao glicosideo ligado na posi¢do 2C da
molécula de MGF (Fig. 2) podendo estar voltado para uma regido onde ha a presenca de
residuos de aminoacidos que estdo carregados positivamente ou impedimento estérico
impedindo que ocorra uma interacdo entre eles. Com o aumento do pH a variagdo de AA
aumenta na faixa de pH fisiolégico para ambos os complexos, com valores entre 7 e 10
unidades, indicando que constante de associacdo € maior e 0 complexos sdo mais estaveis

nessa faixa de pH. Isso sugere um provavel envolvimento de interagdes hidrofébicas maiores
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que as forcas eletrostaticas entre a macromolécula e os farmacos em pH acima de 7 unidades,

uma vez que a macromolécula e ambos os ligantes estdo carregados negativamente.
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Figura 19. Espectro-diferenca do efeito de pH na formacgé&o dos complexos.

A Fig. 20 apresenta os resultados da formagéo dos complexos de MGF-BSA e MGT-

BSA com o efeito de forca i6nica em pH 7,4. Esses resultados revelam que o aumento da

forca ibnica reduziu significativamente a formacdo de ambos os complexos, sugerindo uma

grande presenca de forcas hidrofébicas na formacdo do complexo, sendo assim esses

resultados corroboram com os resultado de variacdo de pH acima. Além das forcas

hidrofobicas ndo podemos descartar as forcas eletrostaticas, ja que também pode ocorrer uma

competicdo entre os ions da solucdo de NaCl com os ions das solucdes dos ligantes por sitios

de interacdo da proteina, devido a presenca de residuos de aminoacidos carregados com carga

positiva ou negativa em pH fisiolégico. O aumento no valor de AA observado na faixa de

grande forca idnica para ambos os ligantes pode ter ocorrido por reducdo na repulsao

eletrostatica entre esses e a proteina, reforcando o efeito hidrofébico apresentado na formacao

dos complexos.
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Figura 20. Efeito da forca ibnica na formacdo dos complexos em tampéo fosfato pH = 7,4.
5.2. Espectrofluorimetria
5.2.1. Anélise de fluorescéncia
As Figuras 21 e 22 mostram os espectros de emissédo de fluorescéncia de BSA na
auséncia e na presenca de MGF e MGT, respectivamente, onde € observado que a BSA

apresenta uma forte banda de emissdo de fluorescéncia em 348 nm, enquanto que os ligantes

ndo apresentaram fluorescéncia intrinseca no comprimento de onda de excitacdo de 280 nm.
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Figura 21. Espectrofluorograma da interacdo de BSA com MGF. (a) BSA 2,0 pmol.L™ (b) —
(0): 0,5-100,0 pmol.L™* MGF em presenca de BSA 2,0 pmol.L™, (p) MGF 2,0 pmol.L™ na

auséncia de BSA. Aex =280 nm. Aem = 348 nm

A intensidade de fluorescéncia de BSA sofreu uma gradual diminuicdo com o aumento
da concentracéo de ligante. A forte diminuicéo da intensidade fluorescéncia indica que ocorre
a formacdo dos complexos para ambos os ligantes com BSA. O blue-shift do comprimento de
onda de emissdo maxima de 348 para 325 nm e 349 para 341 nm da proteina na presenca de
MGF e MGT, respectivamente, consiste no fato de que ocorreu uma mudanga no
microambiente ao redor dos residuos de triptofanos sugerindo um aumento da hidrofobicidade
na vizinhanca desse residuo. Isso é bem elucidado pela literatura quando pequenas moléculas
se ligam a proteina, podendo induzir a mudancas conformacionais devido as forgas

intermoleculares envolvidas para manter a estrutura secundaria poderem ser alteradas.**
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Figura 22. Espectrofluorograma da interacdo de BSA com MGT. (a) BSA 2,0 pmol.L™ (b) —
(0): 3,0 - 10,0 umol.L* MGT em presenca de BSA 2,0 pmol.L™?, (p) MGT 2,0 pmol.L™ na

auséncia de BSA. Aex =280 nm. Aem = 349 nm

5.2.2. Mecanismo de supressédo da fluorescéncia de BSA

Para elucidar o mecanismo de supressao de fluorescéncia analisaram-se os dados por

eq. 10 de Stern-Volmer e eq. 11 Stern-Volmer modificado abaixo:**’

Fo
== (1+ Kyr[Lt]) = (1 + Ky [Le]) (10)
Fpb, 1 1 1
FoF-d Fk 7 (11)

onde Fo e F sdo a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor, Lt

concentracdo total de ligante, Ksv constante de supressao de Stern-Volmer, t tempo de meia

-1137

vida da biomolécula na auséncia de supressor avaliado em 1 x 10° s f fragdo de
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fluorescéncia inicial que é acessivel pelo supressor, K constante de Stern-VVolmer modificada,
Kp constante da taxa de supressao da proteina.

Para o complexo de MGF-BSA a curva de Stern-Volmer (Fig. 23) segue uma relacao
linear em baixas concentracdes de MGF, mas apresenta uma curva ascendente quando a
concentracdo de MGF é maior que 20,0 umol.L™. O mesmo perfil ocorre para a formacéo do
complexo MGT-BSA (Fig. 23) onde a linearidade ocorre até 8 pmol.L™ e apés um desvio
positivo dos dados. Isso sugere que o tipo de mecanismo de supressdo em baixas
concentracdes de MGF ¢ estatico indicando que ocorreu a formacdo do complexo e em
concentracOes elevadas descreve um mecanismo de supressdao combinado sendo estatico e
dindmico sugerindo que ocorre a formacdo do complexo nessas concentragdes e a interacao da
molécula supressora com o estado excitado do fluor6foro. Assim o desvio positivo da curva
se deve a presenca do ligante em uma mesma gaiola de solvente como os fluoréforos no
momento de excitagdo. Alguns estados excitados séo quase que desativados instantaneamente
apos a formacdo do complexo, devido as moléculas de ligante aparecer aleatoriamente ao
redor das proximidades do fluoréforo de BSA no momento da excitacao.

Em estudos prévios da interacdo de mangiferina com soroalbumina revelam que o
mecanismo de supressdo é apenas estatico.*® **° As condicBes experimentais apresentadas
aqui sugerem que ocorre 0s mecanismos de supressdo estatico e combinado para ambas as
xantonas estudas nessas condi¢des experimentais, ja que as concentracdes experimentais dos

estudos anteriores sdo menores.
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Figura 23. Representacdo de Stern-Volmer a partir da eg. 10 para a interacdo de BSA com

mangiferina e mangiferitina, respectivamente.
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A Fig. 24 consiste na regressao linear (eq. 11) aos dados obtidos de fluorescéncia de
BSA na presenca de MGF e MGT, respectivamente.

Tabela 4. Parametros da supressao de fluorescéncia a 298 K. Eqg. 11.

Ligante Ksv (10* L.mol™) | Kp (10" L.mol™s™) | £ (%) R’
MGF 3,37 3,37 98,0 0,95
MGT 6,82 6,82 45,0 0,96

A fracdo do total de fluoréforos excitados de BSA que foi acessada por MGF € cerca
de trés vezes maior do que MGT, isso sugere que a mangiferitina poderia ser ligar a outros
residuos de aminoéacidos além do triptofano fazendo com que esse acesso seja menor. A
constante de Stern-Volmer calculada para o complexo de MGT-BSA é maior cerca de duas
vezes do o complexo de MGF-BSA indicando que a interagdo de BSA com o ligante de
mangiferitina é mais forte do que com mangiferina. As constantes de Kp encontradas para 0s
complexos sdo bem maiores do que a constante de supressdo de difusdo colisonal de 2,0 x

10" Lmol. s, **° confirmando que ocorre supress&o estatica no processo de supressao.
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Figura 24. Curva de Stern-Volmer modificado para os complexos de MGF-BSA e MGT-
BSA em tampéo fosfato pH = 7,4. Parametros da regressao (eg.11) linear para mangiferina:
inclinacdo 2,90 + 0,145 x 107, intercepto 1,02 + 0,28; mangiferitina: inclinacio 3,26 + 0,22 x
107, intercepto 2,22 + 0,35.
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5.2.3. Energia de transferéncia de ressonancia

A fluorescéncia de energia de transferéncia de ressonancia (FRET) é um método
espectroscopico ndo destrutivo que pode monitorar a proximidade e a orientacdo angular
relativa de fluoréforos. Os fluordforos doador e receptor podem ser separados ou ligados a
mesma macromolécula. Esse fato ocorre quando o espectro de emissdo do doador é
sobreposto ao espectro de absorbancia do receptor. A dependéncia da taxa de energia de
transferéncia na distancia de interacdo tem sido amplamente utilizada para medir a distancia
entre o doador e o receptor. Geralmente a distancia maxima é entre 7-10 nm.*** A distancia a
partir do residuo de triptofano (doador) com a mangiferina ligada (receptor) em BSA pode ser

142

calculada de acordo com a Teoria de Foster.”™ A eficiéncia da energia de transferéncia (E)

esta relacionada com a distancia (r) entre o doador e o receptor por:

1-F RS

E: frm
Fo R§ + r°

(12)

Onde r é a distancia de interagdo entre o doador e o receptor, Ry é a distancia critica onde a
eficiéncia de transferéncia é 50%.

R§ =8,79.10"25 k2N ~*d ] (13)

Na eq. 13, k2 é o fator de orientagdo entre o dipolo de emissdo do doador e o dipolo de
absorcdo do receptor, N é o indice de refracdo do meio, ® é o rendimento quantico de

fluorescéncia do doador, J ¢é a integral da &rea de sobreposi¢do do espectro de emissdo do

doador e o espectro de absor¢do do receptor, que pode ser calculado pela equacao:

_ZF() e(A*AL
X FW)AA

(14)

onde F (A) ¢ a intensidade fluorescéncia corrigida do doador na faixa de comprimento de onda
A para A + AL e g(A) € o coeficiente de extingdo molar do receptor a A. Com base

nestasrelacdes J, E e Ry podem ser calculados, sendo assim o valor de r também pode ser
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calculado.
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Figura 25. Sobreposicdo do espectro de emissao de fluorescéncia de BSA 2 pmol.L™ (a) (Aex

= 280 nm) com o espectro de absorcdo de MGF 2,5 umol.L™ (b).

A sobreposicdo do espectro de absorbancia de mangiferina e mangiferitina com o
espectro de emissdo de fluorescéncia de BSA estd apresentada nas Fig. 25 e 26,
respectivamente. Nesse caso, k* = 2/3, N= 1,336, ® = 0,118 de acordo com equacdes acima
foi calculado que Rp = 3,03 nm; E =0,13 and r = 2,03 nm para a intera¢cdo com mangiferina e
Ro=1,43nm; E =0,83 and r = 1,76 nm para a interacdo com mangiferitina. Para que ocorra
o critério do fendmeno de transferéncia de energia (r) deve ser menor que 8 nm*?, isso sugere
que o fenémeno ocorreu com alta probabilidade. A BSA apresenta dois residuos de triptofano:
Trp-214 que esta localizado em um enovelamento hidrofébico e o triptofano adicional (Trp-
135) que esta localizado na superficie da molécula.*® Nesse estudo, ambos os ligantes de
mangiferina e mangiferitina provavelmente estdo ligados a residuos de Trp-214,
principalmente atraves da interacdo hidrofébica de acordo com os resultados de variacdo de

pH e forca idnica.
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Figura 26. Sobreposicdo do espectro de emissio de fluorescéncia de BSA 2 umol.L™ (a) (hex

= 280 nm) com o espectro de absorcéo de 3 pmol.L™* MGT (b).

5.2.4. Investigacdo conformacional

A fim de investigar uma possivel mudangca conformacional foi utilizada a
espectroscopia de fluorescéncia sincronizada para a proteina por adicdo de MGF e MGT
apresentados nas Fig. 27 e 28, respectivamente.

Os espectros de fluorescéncia sincronizada fornecem informagbGes sobre o

* sugerindo

microambiente molecular em uma vizinhanca de moléculas croméforas,™
um método util para estudar o ambiente de residuos de aminoacidos através de medidas de
uma possivel mudanca no comprimento de onda de emissdo maxima, Amax, @ mudanca de
posicdo de emissdo méxima corresponde as mudangas de polaridade em torno da molécula
cromoforo. Quando o valor da variagdo de comprimento de onda (AL) entre comprimento de
onda de excitacdo e de emissao € estabilizado em 15 ou 60 nm, a fluorescéncia sincronizada
fornece informacgdes caracteristicas de residuos de tirosina (Tyr) e triptofano (Trp),

respectivamente.'*®
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Figura 27. Efeito de MGF no espectro sincronizado de BSA. (a) Cgsa = 2,0 umol.L™, (b) -
(p): 0,5 - 100,0 umol.L™Y. AL = 15 nm (A) residuo tirosina (Tyr) e AL = 60 nm (B) residuo
triptofano (Trp).

A partir dos espectros de fluorescéncia sincronizados foi observado o efeito de cada
ligante na intensidade de fluorescéncia dos residuos de tirosina (Fig. 27(A) e Fig. 28(A)) e
triptofano (Fig. 27(B) e Fig. 28(B)) de BSA, indicaram que ocorre a ligacdo de ambos os
ligantes com BSA, respectivamente. A principal contribuicdo para a intensidade de
fluorescéncia da proteina resultou dos residuos de triptofano, uma vez que a intensidade da
fluorescéncia dos residuos triptofano foi muito mais forte do que para os residuos de tirosina.
Também foi observado na Fig. 27(A) que ndo houve alteracdo no comprimento de onda de
emissdo maxima para os residuos de tirosina, sugerindo que o ligante de MGF tem pouco
efeito sobre 0 microambiente desses residuos. Em contrapartida, a Fig. 28(A) apresentou um
blue-shift da emissdo maxima dos residuos de tirosina, indicando que a ligacdo da molécula
de MGT com BSA esté localizada na proximidade desses residuos. Um blue-shift de emisséo
maxima para os residuos de triptofano também é observado na Fig. 27(B) e Fig. 28(B),
sugerindo que os complexos de MGF-BSA e MGT-BSA alteram o microambiente do residuo

para uma regido mais hidrofébica.'*®

A conformacdo de BSA entdo é assim mudada com a
interacdo de MGF e MGT, respectivamente, sendo maior para a interacdo de mangiferitina do
que para mangiferina, pois foi observado alteracdo para os residuos de Tyr e Trp.

Os resultados encontrados nesse estudo para a interacdo de MGF com BSA foram

semelhantes aos resultados encontrados na literatura para 0 mesmo estudo.**®
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Figura 28. Efeito de MGT no espectro sincronizado de BSA. (a) Cgsa = 2,0 pmol.L™, (b) -
(0): 3,0 — 9,0 umol.L™ . Ax = 15 nm (A) residuo tirosina (Tyr) e AL = 60 nm (B) residuo
triptofano (Trp).

5.3. Voltametria Ciclica
5.3.1. Comportamento eletroquimico de mangiferina

A Fig. 29 apresenta o voltamograma ciclico de mangiferina em eletrodo de pasta de
carbono ndo modificado. A mangiferina apresentou um anico pico oxidacdo em pH 7,4.
Nestas condicBes experimentais e com velocidade de varredura de 100 mV.s™ esse pico
registrou potencial (Ep,) igual a 289 mV. Além disso, a auséncia de registro de pico no
sentido reverso da varredura € indicagdo de um mecanismo de transferéncia de elétrons por

processo irreversivel 147 148149
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Figura 29. Voltamograma ciclico de 40 pmol.L™* mangiferina em eletrodo EPC. Velocidade

de varredura 100 mV.s™, eletrélito tamp&o fosfato pH = 7,4.

5.3.2. Efeito da velocidade de varredura

O voltamograma ciclico de mangiferina da Fig. 30 com diversos valores de taxa de
varredura revelam um deslocamento observado no potencial de pico anddico para valores

mais positivos com o aumento da velocidade de varredura.
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Figura 30. Voltamograma ciclico de mangiferina (40 pmol.L™) em potencial de taxa de
varredura. (a) - (n): 10 - 300 mV.s™.

O resultado na Fig. 31 mostra que o pico de oxidacdo aumenta linearmente com a raiz
quadrada da velocidade no intervalo de 10 a 300 mV.s™ com um coeficiente de correlagéo de
0,98, indicando que o processo € controlado por difusdo, o que também ¢é reforcado pela
interseccdo da reta extrapolada a origem.



61

0 i I i I i I i I i I i I
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

v (mV.s™)

Figura 31. Efeito da intensidade de corrente de pico pela variagdo da taxa de velocidade de
varredura de MGF 40pmol.L™ em eletrodo de pasta de carbono e tampéo fosfato pH = 7,4

como eletrolito.

Outro teste também foi realizado para verificar se 0 processo que ocorre na superficie
do eletrodo € difusional ou absortivo esta representado a Fig. 32. O resultado da inclinacdo de
0,43 = 0,01 do ajuste também sugere que o processo foi difusional, pois é reportado na
literatura um valor da inclinagdo préximo de 0,5 para processos difusionais e de uma unidade

para processos de adsorgo.™
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Figura 32. Teste para processo controlado por difusdo ou adsorcdo para mangiferina 40

pmol.L™.

5.3.3. Determinacédo dos parametros cinéticos de transferéncia de carga

A Fig. 30 indica que a reagdo de MGF com o eletrodo é um processo irreversivel na
superficie do eletrodo. A fim de avaliar a influéncia da cinética da transferéncia de elétrons no
comportamento voltamétrico do complexo MGF-BSA, o0s parametros cinéticos de

eletrocatalise foram determinados a partir de Laviron (eq. 15) e Tafel (eq. 16).1%% 12

2,303RT RTK; 4 2,303RT

Ep = EY l l 15
p + anF °9 anF anF ogv (15)

b
Ep = > logv + constant (16)
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_ 2,3RT

anF (17)

onde n € o numero de elétrons transferidos, v taxa de velocidade de varredura, E® potencial
formal de oxidacdo, a coeficiente de transferéncia de carga, Ks velocidade de transferéncia de
carga. De acordo com a Fig. 33 (Ep versus v) o valor de E” pode ser obtido pela eq. 15 a

partir do intercepto da curva pela extrapolacao de eixo vertical quando v for igual a zero.

o MGF
o MGF-BSA
- 8
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] e ® o
e ® O O
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Figura 33. Dependéncia do potencial de pico Ep com a taxa de velocidade de varredura v: (e)
MGF 40 pmol.L™*; (o) MGF 40 pmol.L™ na presenca de BSA 2 pmol.L™ em tampéo fosfato

pH 7.4.

A Fig. 34 apresenta a linearizagdo dos dados obtidos por voltametria ciclica. Através

da eg. 16 e 17, an pode ser facilmente determinado pela inclinagdo da curva. O parametro de

Ks foi determinado substituindo an na eq. 15.
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Figura 34. Dependéncia do potencial de pico Ep com logaritimo da taxa de velocidade de
varredura logv: (¢) MGF 40 pmol.L™*; (o) MGF 40 pmol.L™ na presenca de BSA 2 pmol.L™.
em tampéo fosfato pH 7,4. Pardmetros da regresséo linear (eq. 16) MGF: inclinagdo 2,70 £
0,06 x 107, intercepto 3,160 + 0,006 x 10™, R? = 0,99; MGF-BSA: inclinacio 3,22 + 0,121 x
107, intercepto 3,170 + 0,013 x 10™, R? = 0,98.

A Tab. 5 sumariza os parametros encontrados. O potencial de oxidagdo formal (E*)
para MGF diminuiu quando o complexo foi formado, indicando uma estabilizacdo do
complexo com a forma oxidada do ligante.®®® O valor on um pardmetro que reflete
irreversibilidade da reacdo. O coeficiente de transferéncia de carga mede a fracdo do potencial
interfacial em uma interface eletrodo-eletrolito para a reducédo da barreira de energia livre na
reagdo, assumindo o igual a 0,5 em um processo de eletrodo totalmente irreversivel,™! o
namero de elétrons envolvidos na reagdo € igual a 2, de acordo com os valores da Tab. 5. A
constante da velocidade de transferéncia de carga indica a facilidade cinética da reacdo de
oxidacdo. Para os valores de Ks obtidos sugerem que a cinética € lenta e maior serd o tempo

para restabelecer o equilibrio, ja que o tipo e a complexidade das moléculas submetidas a
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transferéncia de elétrons, e o rearranjo molecular que pode ocorrer apds a transferéncia de
elétrons estdo dentre os fatores que determinam a magnitude de Ks.'®* Comparando os
parametros de cinética de transferéncia de elétrons entre MGF livre e MGF ligada com a
proteina ndo houve diferenca significativa que alterasse o processo da reacdo de oxidacdo de

mangiferina, conforme reportado por Wu et al.**

Tabela 5. Comparacdo dos parametros cinéticos de mangiferina na auséncia e na presenca de
BSA. Equagéo 15 e 16.

ParAmetros | MGF | MGF-BSA
E”(V) 0,264 0,248
on 1,09 0,92

Ks (s 1,50 x 10° 1,91 x 10°

5.3.4. Efeito da variacao de pH

A eletrooxidacdo de mangiferina também foi estudada pela variacdo de pH na faixa de
3-10 em tampdo fosfato por voltametria ciclica com taxa de varredura de 100 mV.s™. Os
resultados experimentais apresentados na Fig. 35 mostram um comportamento linear com
coeficiente de correlacdo de 0,98 e 0,99, inclinacdo de -0,066 e -0,064 para mangiferina livre
e ligada com BSA, respectivamente. A diminuicdo do potencial de pico de oxidacdo com o
aumento do pH indica que o processo de oxidacdo € facilitado em pH mais elevado. Os
valores da inclinacdo obtida se aproximam do tedrico de -0,059V/pH, sugerindo que a reacéo

ocorre com igual nimero de elétrons e prétons.*>*
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o MGF
o MGF-BSA

Figura 35. Efeito da variacdo de pH com MGF na auséncia e na presenca de BSA. (o) MGF
40 pmol.L™"; (o) MGF 40 pumol.L™? na presenca de BSA 2 pmol.L™. Potencial de taxa de

velocidade de varredura 100 mV.s™, eletrélito suporte tampdo fosfato 0,1 mol.L™, pH =7,4.

5.3.5. Comparacéo entre resultados metodoldgicos

A Fig. 36 apresenta os resultados da formacdo do complexo obtidos por voltametria
ciclica (curva a), contrastados com os de espectrofotometria (curva b). E interessante observar
a sobreposicdo qualitativa do perfil obtido pelos diferentes métodos, reforcando a

complexidade do modelo elaborado a partir da eq. 8.
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Figura 36. Isoterma de interagio MGF com BSA. Curva (o) resultados obtidos por

voltametria, curva (e) resultados obtidos por espectrofotometria.

5.4. Modelagem molecular

A ferramenta de docking molecular, Induced Fit Docking (Schrodinger Inc. E.U.A.)
software foi utilizado para estudos de docking dos ligantes com as proteinas HSA e BSA.
Induced Fit Docking é um dos programas de ancoramento mais preciso e disponiveis que leva
em consideracdo ndo s6 a flexibilidade do ligante, mas também do receptor durante o
processo de docking molecular. A afinidade de ligacdo de cada complexo foi criado através
GlideScore.

5.4.1. Mangiferina

As Figuras 37 e 38 mostram os melhores resultados do docking molecular para os
complexos de MGF-HSA e MGF-BSA com os diversos residuos que compdem os sitios de
interacdo das proteinas HSA e BSA, respectivamente. Detectou-se uma correlacdo

consideravel entre os dados experimentais e tedricos. O valor da energia livre de Gibbs
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(GlideScore) para o complexo MGF-HSA foi -30,66 kJ.mol™ que ndo est4 tdo préximo do
dado experimental de -26,02 kJ.mol™.**® Embora o complexo MGF-BSA com energia livre de
Gibbs de -27,44 kJ.mol™ esteja mais préximo dos valores experimentais obtidos por UV-vis -
26,14 kJ.mol™, fluorescéncia -25,68 kJ.mol™ e voltametria ciclica -25,58 kJ.mol™.

A proteina de soroalbumina humana possui trés dominios, | (residuos 1-195), 1l
(residuos 196-383) e Il (residuos 384-585), cada dominio tem dois subdominios A e B. A
interacdo de MGF com a proteina plasmatica foi localizada dentro da cavidade hidrofobica no
subdominio 1A. Isso é relevante em consideracdo com as interacdes entre o ligante e o
receptor (HSA e BSA). No que diz respeito a interacdo do complexo MGF-HSA podemos
destacar as interacdes de empilhamento-n com a forma basica da xantona (anel aromatico)
estabelecida com o residuo aromatico de tirosina 150. Também ocorrem interacdes de Van
Der Waals (vdw) que sdo determinantes para estabilizar o complexo MGF-HSA com 195
interacbes wdv. Esses resultados sugerem que a interacdo entre mangiferina com HSA ¢é
constituida de carater hidrofébico. No entanto, a interagdo do complexo MGF-HSA é
constituida também de ligacdes de hidrogénio tais como, Glu292 com 30 e 2’0, Ser192 com
6’0, Lys195 com 3°0, GIn196 com 70, além disso, ha residuos polares e hidrofilicos que

estabelecem interagdes dipolo importantes com o ligante, contribuindo para sua estabilizacéo.
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Figura 37. Interagdo entre MGF com HSA em menor energia de Gibbs. Somente os residuos
do sitio ativo que participam das interacGes de vdws e ligagdes de hidrogénio séo exibidos. Os
residuos de HSA sdo representados por modelo em vara de cor cinza, e a estrutura
mangiferina é representada em verde. Os residuos formando H-ligagdo com o mangiferina no

complexo HSA foi estabelecido por uma linha tracejada amarela.

Em relacdo ao complexo MGF-BSA néo foi encontrado interacdes de empilhamento-n
com residuos aromaticos. Para as interacdes de vdw de MGF com BSA foram encontradas
237 interacOes, quais 0s contatos de vdw sdo maiores com BSA do que com HSA. As ligacoes
de hidrogénio entre o complexo MGF-BSA (11e313 com 70 e 60, His265 com 10, Arg218
com 2’0, Ser225 com 4’0, Trp237 com 30, Lys245 com 70) ndo coincidem com as
encontradas para o complexo MGF-HSA. Uma possivel explicacdo para essas diferencas pode
ser fato de alguns residuos importantes do sitio de interacdo de HSA estarem em posicGes
diferentes no modelo homologo de BSA, o que poderia ter influenciado na interagcdo de MGF-

BSA, implicando em pequenas diferencas entre as interacdes de MGF-BSA e MGF-HSA.

'-’/Prz_z@ :..
y ‘y \ I)‘\

Figura 38. Interacdo entre MGF com BSA em menor energia de Gibbs. Somente os residuos
do sitio ativo que participam das interacGes de vdws e ligagdes de hidrogénio séo exibidos. Os

residuos de BSA sdo representados por modelo em vara de cor cinza, e a estrutura



70

mangiferina é representada em verde. Os residuos formando H-ligagdo com o mangiferina no

complexo BSA foi estabelecido por uma linha tracejada amarela.

5.4.2. Mangiferitina

O melhor resultado do docking molecular para os complexos MGT-HSA e MGT-BSA
estdo apresentados nas Figuras 39 e 40 com o0s varios residuos que compde o sitio ativo das
proteinas HSA e BSA, respectivamente. Detectou-se uma correlacdo consideravel entre o
dado experimental (in vitro) e os dados teoricos (in silico). A energia livre de Gibbs de
ligacdo calculada (GlideScore) para o sistema MGT-BSA foi: -29,49 kJ.mol™ (in silico), o
qual foi muito proximo dos valores experimentais encontrados pelas técnicas de UV-vis de -
26,41 kJ.mol™ e fluorescéncia de -28,17 kJ.mol™. Para o complexo MGT-HSA o valor da
energia livre de Gibbs de ligagdo calculada in silico (GlideScore) foi de -31,16 kJ.mol™ (in
silico).

Assim como no docking molecular de mangiferina com HSA e BSA, o farmaco
mangiferitina ancorou na cavidade hidrofébica do subdominio 11A. Em relacdo as principais
interacBes estabelecidas entre a xantona em questdo e a albumina plasméatica BSA, que
possuem um papel chave no processo de ancoragem molecular, podemos destacar que a
molécula de mangiferitina estabelece 170 interacfes de Van der Waals (vdw) com BSA,
sugerindo assim como ocorreu no caso do complexo MGF-BSA, que a interacdo entre 0 MGT
e BSA é predominantemente constituida de carater hidrofébico. Ndo obstante, a interacdo
entre mangiferitina e BSA ndo é apenas constituido por interagdes hidrofobicas, mas também
aparecem algumas ligagcdes de hidrogénio, tais como: Arg280 com 90 e 10 e Arg222 com
60. Além disso, existem outros residuos polares e hidrofilicos, que estabelecem importantes
interacbes do tipo dipolo com mangiferitina, contribuindo também para sua estabilizagdo

(conforme ocorreu com o sistema MGF-BSA).
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Figura 39. Interacdo entre MGT com HSA em menor energia de Gibbs. Somente os residuos
do sitio ativo que participam das interacGes de vdws e ligagdes de hidrogénio séo exibidos. Os
residuos de HSA sdo representados por modelo em vara de cor cinza, e a estrutura
mangiferitina é representada em verde. Os residuos formando H-ligagdo com o mangiferina

no complexo HSA foi estabelecido por uma linha tracejada amarela.

No que diz respeito as interacOes estabelecidas entre MGT e a proteina plasmatica
HSA podemos ressaltar primeiramente as 226 interacfes de vdw realizadas entre o ligante
com a HSA, corroborando com a hipétese de que o carater hidrofébico domina as interaces
entre as xantonas naturais, mangiferina e mangiferitina com as proteinas plasmaticas HSA e
BSA. Assim, como nos complexos ja citados, a interacdo entre 0 mangiferitina com a HSA
tambem é governado por interagdes de hidrogénio, como estabelecida entre os residuos de
aminoacido Ser454 e 30 e Arg 218 e 90. As interacdes de hidrogénio do complexo MGT-
HSA ndo correspondem com as estabelecidas para o complexo MGT-BSA, assim como
ocorreu nos sistemas entre MGF-HSA e MGF-BSA. Isso endossa o fato de que embora a
HSA apresente uma identidade de 75% com a BSA, ha importantes residuos do sitio ativo da
HSA que se encontram localizado em diferentes regides da BSA. Provavelmente esse fato
contribuiu para as diferengas entre as interacbes de hidrogénio estabelecidas entre os
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complexos, porém essas pequenas diferencas de posicOes de alguns aminoacidos na BSA néo
foram suficientemente significativas para alterar o valor da energia livre de Gibbs de ligacédo

entre os complexos envolvendo HSA e BSA.

Figura 40. Interacdo entre MGT com BSA em menor energia de Gibbs. Somente os residuos
do sitio ativo que participam das interaces de vdws e ligacdes de hidrogénio sdo exibidos. Os
residuos de BSA sdo representados por modelo em vara de cor cinza, e a estrutura
mangiferina é representada em verde. Os residuos formando H-ligacdo com o mangiferina no

complexo BSA foi estabelecido por uma linha tracejada amarela.

5.5. Determinacédo dos parametros de complexacao

5.5.1. Modelo de formagao dos complexos por espectrofotometria

A Fig. 41 apresenta os resultados de espctro-diferenca da interacdo de mangiferina e
mangiferitina com BSA. Para a determinacdo dos parametros da interacdo de cada ligante
com BSA foram testados diferentes modelos de interacdo citados na literatura, por ajuste ndo
linear aos dados da Fig. 41. A Tab. 6 relata os resultados de regressédo obtidos para o0s

d*2%1%5 implica uma adsorcao

diferentes modelos utilizados, onde 0 modelo 1 (eg. 19) Scatchar
a um conjunto simples de sitios na macromolécula, sem interacao entre 0s mesmos, alteracées

conformacionais, ou cooperatividade, entre as ligacOes sucessivas do ligante. O modelo 2
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testado segue a eq. 20, Hill**®

, onde o tratamento de dados de sitios especificos envolvem
cooperatividade na interacdo do ligante com a macromolécula. O modelo 3 (eg. 8) ainda néo
referendado na literatura de acordo com a curva da Fig. 41 envolve sitios especificos e ndo

especificos de interacdo com cooperatividade de Hill.

_n. [Lt] 19
VT Kd + LY (19)
_n. [Lt]* 20

VT Kd+ [Lge (20)

Para determinar qual foi o melhor modelo para o ajuste da curva foi realizado o teste F
com nivel de significancia de 95% (p = 0,05). O valor de F calculado entre os modelos para
cada farmaco, sendo para mangiferina comparando modelo 3:1 e 3:2 foram 20,09 e 4,28,
respectivamente. Para mangiferitina o valor de F calculado comparando o modelo 3:1 e 3:2
foram 67,81 e 19,01. Deste modo comparando os valores de F calculados sdo maiores que o
valor de F = 3,05 referente a p = 0,5, indicando a superioridade do ajuste matematico do
modelo 3 sobre os modelos 1 e 2, tanto para mangiferina quanto mangiferitina. A grande
limitacdo dos modelos 1 e 2 é que para a escolha do modelo de interacdo certos pressupostos
sd0 necessarios como 0 numero de sitios de interacdo, cooperatividade e ligacdo nao
especifica. Assim, podemos afirmar que apenas a eq. (8) se encaixa os dados determinados

experimentalmente.

Tabela 6. Comparagdo de pardmetros de regressaio com os diferentes modelos
testados.Equacéo 8.
Modelo R® x Ka (mol.L™)

MGF | MGT | MGF | MGT MGF MGT

1 0,67 086 041 0,45 7,69 +8,48 x 10" 0,152 + 0,07
2 0,90 09 0,12 0,11 2,52 + 0,06 x 10° 15,03 £ 0,03

3 094 099 0,08 0,03 3,82 + 0,08 x 10* 4,27 + 0,48 x 10*
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Para determinar qual foi o melhor modelo para o ajuste da curva foi realizado o teste F
com nivel de significancia de 95% (p = 0,05). O valor de F calculado entre os modelos para
cada farmaco, sendo para mangiferina comparando modelo 3:1 e 3:2 foram 20,09 (p <
0,0001) e 4,28 (p < 0,04538), respectivamente. Para mangiferitina o valor de F calculado
comparando o modelo 3:1 e 3:2 foram 67,81 (p < 0,0000006) e 19,01 (p < 0,0004). Deste
modo comparando os valores de F calculados s&o maiores que o valor de F = 3,05 referente a
p = 0,5, indicando a superioridade do ajuste matematico do modelo 3 sobre os modelos 1 e 2,
tanto para mangiferina quanto mangiferitina. A grande limitacdo dos modelos 1 e 2 é que para
a escolha do modelo de interacéo certos pressupostos sdo necessarios como o numero de sitios
de interagédo, cooperatividade e ligacdo ndo especifica. Assim, podemos afirmar que apenas a

eqg. (8) se encaixa os dados determinados experimentalmente.

Mangiferina Mangiferitina

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Lt (umol.L™) Lt (umol.L™)

Figura 41. Isoterma da interacdo de soroalbumina com mangiferina e mangiferina,

respectivamente. Regresséo ndo linear eq. 8.

A Tab. 7 apresenta os valores dos parametros determinados pela eq. (8) para os

ligantes estudos.

Tabela 7. Parametros fisico-quimicos de interacdo. Equacao 8.

Pardmetros Mangiferina Mangiferitina

n 0,93+0,21 0,97 +0,18

Kd especifico (mol.L™) 2,79+0,24 x 10 434+0,21x10°
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Ka nao-especifico (mol.L™) 1,39 + 0,20 x 10° 1,35 + 0,01 x 10*
a especifico 2,95+1,60 755+ 4,44
B ndo-especifico 525+201 2,56 + 0,24

Com o perfil do gréfico da Fig. 41 ndo é possivel demonstrar que BSA pode ser

saturdvel com os ligantes nestas condicdes. A partir da Fig. 42 é possivel verificar a

insaturacdo indicada pela inclinacdo positiva da segunda parte da isoterma de interacdo para

os dois ligantes estudados. A natureza de insaturacdo de BSA pode ser demonstrada pelo

grafico de [v = f [log(Lt)].***

Paal e colaboradores'® afirmam que se a proteina estivesse saturada, essa curva se

aproximaria de certo valor de v, ou pelo menos deveria ter um ponto de inflexao, indicando a

existéncia de um limite. Padl também afirma que a interpretacdo correta do equilibrio de

interacdo com albumina ndo conduz a conclusdo de a proteina pode estar saturada, pelo

ligante estudado. Essa grande capacidade de interacdo da albumina pode ser explicada devido

ao seu tamanho e flexibilidade conformacional.

Mangiferina Mangiferitina
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Figura 42. Insaturacdo de MGF e MGT por inflexao dos dados.

A interacdo de mangiferina e soroalbumina tem sido relatada como apenas especifica.

138,139 Entretanto, os resultados descritos nesse estudo, revelam a existéncia de uma afinidade

alta e intermediaria na interagdo de mangiferina com a proteina. E isso é reforcado pela
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interacdo de mangiferitina que também apresenta 0 mesmo perfil da isoterma de interacéo.
Sendo que a diferenca entre os dois ligantes esta apenas na presenca de um glicosideo em
MGF, pois a forma bésica de xantona dos dois ligantes apresenta 0 mesmo numero de

hidroxilas ligadas a molécula de xantona.

5.5.2. Espectrofluorescéncia

A constante de associacdo foi determinada a partir dos dados fluorimétricos para os
complexos de MGF-BSA e MGT-BSA (Fig. 43) por ajuste ndo linear e linear conforme as
equacOes 9 e 10, respectivamente. Para a interacdo de BSA com mangiferina Ka = 3,18 + 0,
29 x 10* mol.L™ e na interagdo com mangiferitina Ka = 8,66 + 0,02 x10* mol.L™, n = 0,90 +
0,06. Esses resultados corroboram os resultados anteriormente obtidos por espectrofotometria
onde a interacdo de mangiferitina é mais forte que mangiferina e a formacdo do complexo

ocorrem na razdo de 1:1.

MGF-BSA 0,44 MGT-BSA
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Figura 43. Tratamento grafico dos dados fluorimétricos a Aexc = 280 nm.
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5.5.3. Eletroquimica

A Fig. 44 do voltamograma ciclico de MGF na auséncia na presenca de varias
concentracdes de BSA demonstra que a corrente de oxidacdo de MGF diminui em presenca
de BSA, mas o potencial de oxidacdo néo se altera, confirmando que ocorre a formagéo do
complexo MGF-BSA eletroquimicamente ndo ativa, entretanto, a formacdo do complexo
resulta na diminuicdo da concentracdo de equilibrio de MGF na solugdo com a reducgdo da

corrente de oxidacao.
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Figura 44. Voltamograma ciclico: 5 x 10* mol.L™* MGF (a); 5x 10 mol.L™ MGF + 1,87 x
10 (b); 5 x 10 mol.L™* MGF + 3,53 x 10 (c); 5 x 10* mol.L™ MGF + 5 x 10 (d); 5 x 10™
mol.L™* MGF + 6,31 x 10™ (e); 5 x 10 mol.L™ MGF 7,5 x 10™ (f); solucéo tampéo fosfato
0,1 mol.L™ pH 7,4 (g). Potencial de taxa de velocidade de varredura de 100 mV.s-.
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Com referéncia a0 método proposto por Li e Min'*" a combinacéo da estequiometria e
a constante de estabilidade de MGF e MGF-BSA pode ser calculada baseada nas mudancas

do pico de corrente de oxidacao de acordo com a equacao:
log [(Aljpax — AI] = log Bs + mlog [MGF] (21)

onde Al ¢ a diferenca entre a corrente de pico na auséncia e na presenca de BSA e Almax
corresponde ao valor obtido quando a concentragdo de MGF for maior que BSA, Bs ¢
constante de estabilidade e m é a estequiometria. A partir da eq. 21 a relagdo log [Al/(Almax-
Al] com log [MGF] é representada na Fig. 45, a partir do ajuste linear foram obtidos
coeficiente de correlagdo de 0,95, com intercepto Bs = 3,05 x 10* e inclinagdo m = 1,16,

indicando que o complexo € estdvel com estequiometria de 1:1 MGF-BSA.

0,8 -
0,6

0,4 -

. . r .
-5,0 4.8 4.6 4.4 4,2
log Lt

Figura 45. Representacdo semilogaritma da interacdo de MGF com BSA obtido por

voltametria ciclica.

As constantes de interacdo de MGF-BSA e MGT-BSA encontradas pelas diferentes
técnicas utilizadas foram de ordem de 10* mol.L™, esse dado encontra-se préximo com a
literatura, onde constante de associacdo de drogas com albumina para os sitios I, 11 e Il s&o
10% — 10° 10°% - 10°, e 10? — 10® mol.L?, **® isso sugere que mangiferina e mangiferitina pode
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se ligar ao primeiro ou ao segundo sitio de interagcdo da albumina. A partir do docking

molecular confirmou-se que ambos os ligantes interagem no subdominio IIA uma cavidade

hidrofobica, o que reforca os resultados de interacdo hidrofobica do estudo de efeito de pH e

forca ibnica.

6. Conclusdes

1. A isoterma de interacdo de MGF-BSA e MGT-BSA apresentram caracteristicas de
cooperatividade e inespecificidade de sitios de ligacdo e uma classe de sitios de interacao
especifica;

2. A constante de associacdo obtida para o complexo MGF-BSA foi de 3,82 x 10* mol.L™
(espectrofotometria); 3,18 x 10* mol.L™? (fluorimetria) e 3,05 x 10° mol.L*
(voltametria);

3. A constante de associacdo para o complexo MGT-BSA foi de 4,27 x 10* mol.L™
(espectrofotometria) e 8,66 x 10* mol.L™* (fluorimetria).

4. A estequiometria para a formacdo dos complexos foi de 1:1;

5. Houve mudanca conformacional na estrutura de BSA sob interacdo com MGF e MGT,
respectivamente;

6. O mecanismo de interacdo de MGF-BSA, MGF-HSA, MGT-BSA e MGT-HSA
envolveram forgas eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio, com predominancia de interacdes
hidrofébicas;

7. Adistancia de interacdo entre BSA e MGF foi de 2,03 nm;

8. A transferéncia de carga entre BSA e MGF apresentou carater irreversivel;

9. As constantes eletrocataliticas obtidas para o complexo de MGF-BSA foram E® = 0,248,
Ks=1,91 x 10° s an = 0,92, ne = 2. O nmero de elétrons de transferéncia coincidiu com
0 numero de protons na formacdo do complexo sob variacdo de pH.

10. A interacdo de MGF e MGT com HSA apresentou pequena diferenca na AG comparado
com a interacdo com BSA relacionado aos dados teoricos, isso tambem ocorre com 0s
dados de AG quando comparado aos dados experimentais.

11. A interacdo de BSA com MGT € pouco mais forte do que com MGF, indicando que o

glicosideo presente em MGF néo altera significativamente a interagdo com proteina.
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