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Studies on the interaction between serum albumins and biologically active molecules — Ex-
ogenous organic compounds, which have biological activity, whether beneficial (drugs) or not (poisons, toxins) are
generally distributed through the body in the bloodstream. In a large number of cases their aqueous solubility is
limited and, therefore, their interaction with carrier proteins present in blood plasma is essential. Among these car-
rier proteins, serum albumins stand out. Studies on the interaction between serum albumins and biologically active
molecules have been increasing, but, unfortunately, Portugal and Brazil are not among the most scientifically pro-
ducing countries on this subject. Therefore, the present review article aims to introduce the main experimental and
computational techniques used to study the binding ability of serum albumins, which may draw the attention of the
Portuguese and Brazilian research groups to this subject. A brief description of the main biological activities of some
natural products is also presented.

Os compostos organicos e/ou complexos inorganicos exoégenos que possuem atividade biologica, seja esta benéfica
(farmacos) ou ndo (venenos, toxinas) sdo, geralmente, distribuidos pelo organismo através da circulacdo sanguinea.
Como muitos destes compostos tém uma solubilidade reduzida em fase aquosa, a sua interagdo com proteinas trans-
portadoras existentes no plasma sanguineo é fundamental. Entre estas proteinas, destacam-se as albuminas do soro
sanguineo, também designadas por albuminas séricas. Os estudos de interagdo entre as albuminas séricas e moléculas
biologicamente ativas tém vindo a aumentar, contudo, infelizmente, Portugal e Brasil ainda ndo estdo entre os paises
que mais produzem artigos cientificos sobre este assunto. Este artigo de revisdo tem como objetivo apresentar as prin-
cipais técnicas experimentais e computacionais para este tipo de estudos, na expectativa de atrair o interesse de grupos
de investigacdo destes dois paises. Apresenta-se também uma breve descri¢do das principais atividades biolégicas dos

compostos naturais citados neste trabalho.

1. Introducéo

As albuminas pertencem a classe das proteinas globula-
res e desempenham um importante papel biolégico, estan-
do presentes na clara do ovo, no leite e no sangue. A albu-
mina sérica (AS) é a principal proteina no sangue dos ma-
miferos e é uma das proteinas mais estudadas. Encontra-se
em grande abundancia no plasma e é sintetizada no figado.
A concentracao normal de AS no sangue animal é de apro-
ximadamente 0,6 mM [1]. Muitos investigadores tém estu-
dado a estrutura e as propriedades das AS, tal como as suas
interacdes com outras proteinas e ligandos com o intuito de
compreender as suas fun¢des no organismo.

As AS presentes no sistema circulatério tém diversas
fungoes fisiologicas, incluindo a manutencdo da pressao
osmotica, o transporte, distribuicdo e metabolismo (facilita
a disponibilidade de substratos para as rotas metabdlicas)
de diversos ligandos endégenos e exdgenos (por exemplo,
farmacos, metabolitos, acidos gordos, aminoacidos, hor-
monas, esteroides, catides e anides), resultando no aumen-
to de solubilidade destes compostos no plasma, o que pode
diminuir a sua toxicidade, e/ou protegé-los contra a oxida-
¢do ou outro tipo de reacao [2,3].

O estudo da ligagdo entre farmacos e as AS é um fa-
tor determinante para a compreensdo da interacdo do or-
ganismo com o farmaco (estudo farmacocinético), ja que
influencia a sua distribuicdo, excrecao, metabolismo e in-
teragdo com o alvo biologico [4].
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Experimentalmente, a albumina sérica humana (ASH) é
geralmente substituida pela albumina sérica bovina (ASB)
devido a sua maior disponibilidade e menor custo comer-
cial. Como a ASH partilha de 76% de identidade e 88% de
similaridade de sequéncia com a ASB, os resultados obtidos
com a variante bovina sdo, geralmente, muito semelhantes
aos que seriam obtidos com a humana [5]. As cadeias po-
lipeptidicas da ASB e ASH consistem em trés dominios
estruturalmente semelhantes (I, II, e III) e cada um deles
contém dois subdominios, A e B [6]. Nestes subdominios ha
uma cavidade de ligagdo principal e, no total, cada molécu-
la de proteina é constituida por seis cavidades [7].

A ASH é um polipeptidio ndo-glicosilado com 585 resi-
duos de aminoacidos, contendo 17 ligacoes de dissulfureto
(que ajudam a manter a estrutura terciaria), uma cisteina
livre, um residuo de triptofano (Trp-214) localizado no sub-
dominio ITA e aproximadamente 67% de estrutura secun-
daria na forma de hélice-a [8,9]. Na ASH, os dominios I, II
e III contém os residuos de aminoacidos 1-195, 196-383,
384-585, respetivamente [10]. Em contrapartida, a ASB é
um polipeptidio ndo-glicosilado com 582 residuos de ami-
nodacidos, contendo 17 ligacdes de dissulfureto, uma cistei-
na livre, dois residuos de triptofano (Trp-134 e Trp-212),
sendo o primeiro e o segundo localizados no subdominio IB
e ITA, respetivamente, e 68% de estrutura secundaria na for-
ma de hélice-a [11]. Na ASB, os dominios I, II e III contém
os residuos de aminoacidos 1-179, 180-384 e 385-582,
respetivamente (Figura 1) [10].
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Figura 1 — Da esquerda para direita, estrutura cristalografica da ASH (cddigo pdb: 1N5U) e da ASB (c6digo pdb: 3V03) com a distincao de seus subdo-
minios. Na ASH o Trp-214 esté localizado no subdominio ITA (amarelo), ja na ASB o triptofano Trp-134 estd localizado no subdominio IB (azul claro) e
0 Trp-212 no subdominio ITA (amarelo). O residuo de aminoacido Trp esta representado na forma de esfera verde. Figura reproduzida da referéncia [10].

O estudo da interacdo entre as AS e moléculas bio-
logicamente ativas fornece dados que podem permitir o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas envolvendo
possiveis formacos e a compreensdo da biodistribuicao no
plasma sanguineo. O presente artigo apresenta uma bre-
ve descricdo da importancia biolégica e farmacéutica dos
compostos naturais bem como algumas das técnicas usadas
nestes estudos.

2. Compostos biologicamente ativos usados nos es-
tudos de interagao com as albuminas séricas

Durante as tltimas décadas foram realizados diver-
sos estudos sobre a interacdo entre as AS e diferentes
tipos e classes de moléculas organicas e/ou complexos
inorganicos. Estes compostos devem apresentar poten-
cial atividade e/ou aplicagdo em sistemas bioldgicos
para justificar tais estudos. Os ligandos das AS podem
ser metabolitos secundarios de plantas, derivados de
produtos naturais e/ou simplesmente moléculas obtidas
exclusivamente por via sintética. Este trabalho apresen-
ta, como exemplo, a utilizacdo de metabolitos secunda-
rios de plantas e explica as principais técnicas usadas.
Na seccgdo seguinte descrevem-se as principais aplica-
coOes farmacéuticas das moléculas organicas usadas e as
respetivas origens.

Para o tratamento de certos tipos de cancro por te-
rapia fotodinamica usa-se preferencialmente moléculas
que apresentam bandas de absorc¢do na regido do infra-
vermelho préximo (600-900 nm) devido a maior pene-
tracdo deste tipo de radiacdo no tecido [12-13]. Nes-
te contexto, as feofitinas sdo consideradas como bons
fotossensibilizadores. A feofitina-18 (18-FP, Figura 2)
€ um metabolito secundéario que pode ser isolado das
folhas da Talinum triangulare, uma planta predominan-
temente existente em regioes tropicais e subtropicais da
Africa e da América, sendo popularmente conhecida no
Brasil como Jodo Gomes, lingua de vaca, caruru do Para
e cariru [14]. A 18-FP apresenta bandas de absorcdo a
400 nm (banda de Soret), a 550 nm e a 700 nm sendo,
portanto, um possivel candidato para estudos de viabili-
dade para terapia fotodindmica [15].

A Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), popu-
larmente conhecida como "sacaca", é uma arvore da
regido amazonica, norte do Brasil, utilizada na medici-
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na popular. A casca do caule da planta tem sido usada
para o tratamento de doencas do figado, estdmago, rins,
distirbios e diminuicao dos niveis de colesterol no flui-
do sanguineo [16]. A cajucara é rica em diterpenos do
tipo clerodanico, sendo a trans-desidrocrotonina (trans-
-DCTN, Figura 2) o principal componente da casca do
caule da “sacaca” [17]. Este composto é um dos clero-
danicos bioativos mais relatados na literatura e tornou-
-se um alvo importante para a pesquisa pré-clinica. Na
verdade, os estudos farmacolégicos empregando trans-
-DCTN confirmaram alguns dos seus efeitos, tais como:
anti-inflamatoério, analgésico [18], antitumoral [19] e
antiulcera [20].

Plantas de varios géneros da familia Ochnaceae, e
em particular do género Ouratea, sdo ricas em flavonoi-
des e biflavonoides. Os biflavonoides sdo encontrados
como flavonas, dimeros de calcona e, raramente, como
bis-isoflavonas, e podem ser utilizados como marcado-
res quimiotaxonémicos de género [21,22]. Além dos fla-
vonoides e biflavonoides, outros metabolitos tém sido
isolados deste género, tais como triterpenos, diterpenos,
esteroides e triacilglicerideos [23]. Alguns flavonoides
prenilados, como a glicopiranosil tri-hidroxiflavona
(PF, Figura 2), bem como extratos de espécies Ouratea
apresentam atividades biolégicas importantes, nomea-
damente citotoxica, antitumoral, antiviral, vasodilata-
dor, antimicrobiana e inibidor de ADN topoisomerase
[22,24]. Em contrapartida, a lofirona B (LF-B, Figura
2) é um flavonoide que contém uma porgao de calcona e
pode ser encontrada nas raizes da Luxemburgia nobilis
(da familia Ochnaceae) [25]. Estudos biolégicos revela-
ram que a LF-B previne os danos oxidativos induzidos
pela AFB1 em hepatécitos de ratos [26], tem atividade
anticancerigena, antimutagénica e antioxidante [27].

No Brasil existem aproximadamente 400 espécies
da familia Apocynaceae, entre as quais a Aspidosper-
ma cylindrocarpon. Esta espécie apresenta um elevado
teor de alcaloides indélicos [28,29]. Devido a atividade
biolégica que alguns alcaloides indélicos apresentam
[30,31], a Aspidosperma cylindrocarpon tem sido es-
tudada na é4rea da fitoquimica e farmacologia [29]. O
alcaloide plumeranico PIA (Figura 2) é um alcaloide
indélico com atividade antimalérica obtido da casca da
Aspidosperma cylindrocarpon [32].
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Figura 2 — Estruturas quimicas e a simbologia usada na representagao
dos compostos biologicamente ativos citados neste trabalho.

3. Estudo da interagéo entre as albuminas séricas e
compostos bioativos selecionados

As técnicas mais convencionais utilizadas para detetar
a interacdo entre um composto bioativo e as albuminas
sdo a espetroscopia de absor¢dao molecular no UV-visivel,
espetroscopia de fluorescéncia no estado estaciondrio,
espetroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo, es-
petroscopia de fluorescéncia 3D, espetroscopia de fluo-
rescéncia sincronizada, espetroscopia de dicroismo circu-
lar, espetroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier, espetroscopia de ressonancia magnética nuclear,
calorimetria de varrimento diferencial e métodos tedricos
via modelacdo molecular, dindmica molecular e calculos
semiempiricos [33—-38]. Cada técnica possui a sua pecu-
liaridade e diferente capacidade analitica de detecdo. Ti-
picamente, nos estudos sobre a interagdo entre as AS e os
ligandos utilizam-se técnicas convencionais, como a espe-
troscopia de fluorescéncia no estado estacionario, para ob-
servar determinado fendmeno e em seguida esse fenémeno
é analizado por outro método espetroscépico mais sensivel
para confirmagdo, como a espetroscopia de fluorescéncia
resolvida no tempo, por exemplo.

3.1 Espetroscopia de absor¢éo molecular no UV-Visivel

A espetroscopia de absor¢do molecular no UV-Visivel
é utilizada para avaliar se existe associacdo entre a al-
bumina e as moléculas biologicamente ativas, através
da observacdo da variacdo da intensidade do maximo de
absorcdo (a 280 nm, referente a transicdo m—mn*) e de des-
vios no maximo de absorcdo dos residuos de aminoaci-
dos aromaticos na estrutura proteica: fenilalanina (Phe,
€,50nm = 200 M'cm™), tirosina (Tyr, €,, = 1400 M'cm™)
e triptofano (Trp, €,,, =5600 M"'cm™) [39]. Note-se que
o residuo de histidina (His), mesmo sendo aromaético e
tendo valor de absortividade molar ¢,, = 4800 M"'cm,
ndo contribui para a absorc¢do a 280 nm pois a His absorve
entre 200-235 nm [40]. Como exemplo, na Figura 3 apre-
sentam-se os espetros de absor¢do da ASB na auséncia e
na presenca de PF. Apés a adicdo de PF é observado um
efeito hipercrémico e um desvio hipsocrémico do maxi-
mo de absorcdo da ASB, indicando uma associacdo entre
esta proteina e o PF [36].
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Figura 3 — Espetros de absor¢ao molecular no UV-Visivel da ASB
livre e do complexo ASB:PF a pH = 7,4. [ASB] = 1,00x10° M e [PF] =
3,09x10° M. Figura adaptada da referéncia [36].

3.2 Espetroscopia de fluorescéncia no estado estacionario

A espetroscopia de fluorescéncia no estado estacionario
é um dos métodos mais utilizados para estudar interagoes
envolvendo proteinas. A intensidade maxima de fluores-
céncia intrinseca dos residuos de triptofano presentes na
ASB (Trp-134 e Trp-212) ocorre aos 345 nm, enquanto
que na ASH (Trp-214) ocorre aos 340 nm. A supressao de
fluorescéncia destes residuos de triptofano pode revelar a
acessibilidade do supressor (neste caso, 0s compostos bio-
logicamente ativos) a albumina e, deste modo, ajudar a
compreender o mecanismo de ligacdo e a natureza da asso-
ciagdo [15,35,41,42]. Geralmente utilizam-se equacdes de
Stern—Volmer, Stern—Volmer modificado, duplo logaritmo,
raio de Forster, van’t Hoff e energia livre de Gibbs para
prever o mecanismo e o tipo de interacdo dos compostos
bioativos com as AS [36,41,42].

Quanto ao mecanismo, a supressdao de fluorescéncia
pode ser induzida por interacdo dipolo-dipolo a partir de
uma certa distancia entre o fluor6foro e o supressor, nao
sendo necessario contacto direto entre eles (transferéncia
de energia do tipo Forster, em inglés Forster’s resonance
energy transfer — FRET) [43]. A supressdo da fluorescéncia
também pode ocorrer por troca de eletrdes entre o fluoré-
foro e o supressor (mecanismo de Dexter) e, neste caso, o
contacto direto entre ambos é indispensavel.

Para que ocorra supressao de fluorescéncia por FRET
é necessério que haja sobreposicdo espetral entre a fluo-
rescéncia do estado excitado do doador (fluoréforo) e a
absorcdo do estado fundamental do aceitador (supressor),
conforme representado na Figura 4 que mostra dados ex-
perimentais relativos a interacdo entre a ASB e o composto
PIA [44].

——Especio de ansorgdo PIA |re
——Emusio ce tworesoincia ASS
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Figura 4 — Espetro de emissdo de fluorescéncia da ASB livre e espetro
de absor¢ao no UV-Visivel do composto PIA, apH =7,4 e a 310 K. [ASB]
= [PIA] = 1,00x10"° M. Figura adaptada da referéncia [44].
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Para averiguar se a supressao de fluorescéncia do doa-
dor (AS) pelo aceitador (molécula biologicamente ativa)
via FRET poderéa ocorrer com elevada probabilidade, além
da analise de sobreposicdo espetral descrita acima, a dis-
tancia entre o doador e o aceitador (r), a partir do valor da
integral de sobreposicdo entre os espetros (J), e a distan-
cia critica (R) entre eles, deve estar enquadrado na regra
0,5R, <r, <1,5R, desde que a eficiéncia da transferéncia
de energia seja maior ou igual que 50% [44—46].

Alteracdes da intensidade de emissdo de fluores-
céncia intrinseca com o aumento das concentra¢des de
supressores podem ser analisadas aplicando a equacao
de Stern—Volmer, que permite determinar a constante de
supressdo K, e a constante de velocidade de supressdo
kq [7,15]. Se os valores de K, diminuirem com o au-
mento da temperatura e os valores de k forem maiores
que o valor da constante de velocidade de difusdo (k
~ 5,00x10° M's! em 4gua a 298 K) [47], o mecanismo
de supressao de fluorescéncia mais provavel é o estatico
[15], via formacdo de uma associacdo no estado funda-
mental entre o fluoréforo e o supressor. Para confirmar
esta hipotese podem ser realizadas experiéncias de fluo-
rescéncia resolvida no tempo.

A constante de associagdo entre moléculas biologica-
mente ativas e macromoléculas, como as proteinas, é util
para compreender a distribuicdo das moléculas no plasma
sanguineo [37]. Uma associacdo muito fraca entre as AS e
os ligandos pode dificultar a distribui¢do de moléculas den-
tro do corpo. Ao contréario, uma forte ligacdo entre as AS e
os ligandos diminui as concentracdes de moléculas biolo-
gicamente ativas livres disponiveis no plasma [48]. Se ha
a possibilidade de mais de um local de ligacdo acessivel
ao supressor dentro de AS, pode-se calcular a constante de
associagdo K, e o numero de locais de ligacdo (n), pela
equacao de duplo logaritmo [36].

Caso haja apenas uma cavidade principal onde ocorre
a interacao entre a AS e o ligando (havendo porém fluoré-
foros noutros locais ndo acessiveis para o ligando em estu-
do), pode-se calcular a constante de associacdo de Stern—
Volmer modificada (K) para analisar se a interagdo resulta
numa associacdo forte, moderada ou fraca [49]. Valores
de K, e K, na ordem de 10° M geralmente indicam uma
associacao proteina-ligando fraca [35,42], enquanto que
valores na ordem de 10*-10° M indicam uma associacdo
moderada [15,36] e valores acima de 10° M correspon-
dem a uma associacdo forte [37].

A estrutura tridimensional das AS inclui diferentes lo-
cais de ligacdo, com diferentes especificidades (dominios
I, IT e III). As moléculas biologicamente ativas ligam-se
preferencialmente aos subdominios IIA, IB e IIIA. Na
ASB e na ASH o local de ligacdo I, também chamado
de local de ligacdo da varfarina (para a ASH também é
chamado de local de ligagdo Sudlow I), é onde esta lo-
calizado o residuo de aminoacido Trp-212 e Trp-214,
respetivamente. O local de ligacdo II, chamado de local
de ligacdo indol/benzodiazepinico (para a ASH também
¢ chamado de local de ligacao Sudlow II) est4 locali-
zado no subdominio IITA. Por ultimo, o local de ligagdo
IIT é onde est4 localizado o residuo de aminoacido Trp-
134 da ASB [15,37,50,51]. Para identificar qual o local
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de ligacao onde a molécula biologicamente ativa estara
preferencialmente associada a proteina pode-se fazer es-
tudos de competicdo na presenca dos seguintes marcado-
res: varfarina ou fenilbutazona (para o local de ligacao I);
ibuprofeno ou acido flufenamico (para o local de ligagdo
IT) [50]; e digitoxina ou camptotecina (para o local de

ligacdo III) [51] (Figura 5).

Fenilbutazona Ibuprofena

00@
o *\@é

Varfarina
OH O

ne g b

Digiloxina

Camptotecina

Acido flufenamico

Figura 5 — Estruturas quimicas dos principais marcadores utilizados
nos estudos de competi¢do com as AS.

Os parametros termodindmicos que caracterizam a in-
teracdo proteina—ligando (variacdo de entalpia, AH® e
variacdo de entropia, AS°) podem ser calculados a par-
tir da equacdo de van’t Hoff [36] e relacionados com os
tipos de forcas intermoleculares da interacdo (van der
Waals, eletrostaticas, ligacao de hidrogénio e efeitos hi-
drofébicos) [42,52,53]. Um valor positivo de AS°® sugere
que a interacdo ocorre principalmente devido a fatores
hidrofébicos, que estdo relacionados com a reorganiza-
¢do das moléculas de 4gua de hidratacdo. Ha dois fatores
que contribuem para o aumento da entropia do sistema
aquando da ligacdo: dessolvatacao da molécula biologi-
camente ativa, que liberta as suas moléculas de hidrata-
¢do, e a libertacdo das moléculas de dgua da cavidade de
ligacdo proteica [15].

3.3 Espetroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo

Experiéncias de fluorescéncia resolvida no tempo sdo
Uteis para confirmar o principal mecanismo envolvido no
processo de supressdo de fluorescéncia. Um mecanismo
estatico ndo apresentara nenhuma mudanca significativa
no tempo de vida do fluor6foro apés adicdo de diferentes
concentracoes de supressor (Figura 6A). Por outro lado,
um mecanismo dindmico de supressdo de fluorescéncia
tem como caracteristica fundamental uma constante de ve-
locidade de supressdao dependente da viscosidade do meio
e, por isso, o tempo de vida do fluoréforo sofrera alterages
significativas com o aumento da concentracdo do supressor
(Figura 6B) [39,54].
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Figura 6 — Decaimentos de fluorescéncia resolvida no tempo para a ASB livre e para as associacdes ASB:PIA (A) e ASB:LF-B (B) a pH = 7,4 e 296
K. [ASB] = 1,00x10° M, [PIA] = 2,22x10° M e [LF-B] = 8,66x10° M. Figura 6A adaptada da referéncia [44].

3.4 Espetroscopia de dicroismo circular

A espetroscopia de dicroismo circular (DC) é uma técni-
ca muito utilizada para estudos qualitativos e quantitativos
de alteragdes conformacionais em macromoléculas, permi-
tindo analisar perturba¢ées na estrutura secundaria das AS
com a adi¢do de moléculas biologicamente ativas [9,54]. Os
espetros de DC-UV longinquo das AS sao devidos a transi-
¢Oes eletrénicas que ocorrem na ligagdo peptidica, apresen-
tando uma banda intensa e positiva a 190 nm e uma banda
negativa a 208 nm que sdo resultantes de transi¢des 1 — ¥,
e uma banda negativa localizada a 222 nm que surge devi-
do a uma transicdo n - m*. Estas bandas sdo caracteristicas
de proteinas com estrutura secundéria maioritariamente em
hélice-a [44,55]. Como exemplo, a Figura 7 apresenta alte-
racOes qualitativas no espetro de DC da ASB apds a adicao
de trans-DCTN [42].
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Figura 7 — Espetros de DC da ASB livre e da ASB associada com trans-
-DCTN, a pH = 7,4 e 310 K. [ASB] = 1,00x10° M e [trans-DCTN] =
2.40x10° M. Figura adaptada da referéncia [42].

Para obter dados quantitativos relativos as alteragdes
da estrutura secundaria das AS ap6s a adicdo de molécu-
las biologicamente ativas, sdo usados softwares especifi-
cos (CONTIN, SELCON e CDSSTR, por exemplo) que
calculam a percentagem de estrutura secundéria com base
no espetro DC-UV [37,56]. No entanto, na maioria dos
artigos, mesmo nos mais recentes, a variacdo da percen-
tagem de estrutura secundaria é calculada através da elip-
ticidade média por residuo (MRE) a 222 nm e a 208 nm
[44,55,57,58].

3.5 Métodos teoricos

Métodos tedricos baseados em simulacdes de acopla-
mento molecular (em inglés Molecular Docking) sdao mui-
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to utilizados para investigar quais os possiveis locais de
ligacdo de compostos biologicamente ativos a AS. Além
disso, permitem identificar os principais residuos da cadeia
peptidica e os tipos de interagdes intermoleculares envol-
vidos na associacao proteina—ligando, de forma a comple-
mentar os resultados espetroscépicos. Existem diversos
programas computacionais, de acesso livre, ou pagos, para
a construcao da estrutura dos ligandos e para o estudo de
acoplamento molecular. Como exemplo, a estrutura dos
ligandos pode ser construida a partir do programa Spar-
tan’14 (Wavefunction, Inc). As suas conformacdes podem
ser otimizadas por minimizacdo da energia potencial com
o método semiempirico PM6 ou, preferencialmente, com
a Teoria do Funcional de Densidade (DFT), utilizando o
funcional Becke-3-Lee Yang Parr (B3LYP) com o conjunto
de base padrdo 6-31G*. Para o estudo de acoplamento mo-
lecular entre as AS e os ligandos, pode-se utilizar o progra-
ma GOLD 5.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre,
CCDC Software Ltd.), que se baseia num algoritmo gené-
tico para o acoplamento de ligandos flexiveis nos locais de
ligacdo da AS. Os atomos de hidrogénio sdo adicionados a
proteina de acordo com os estados tautoméricos e de ioni-
zacao inferidos pelo programa em cada corrida; geralmen-
te o nimero de operagGes genéticas (cruzamento, migracao
e mutacao) adotado é de 100.000 [15,35,36]. A escolha da
melhor funcdo a ser utilizada pelo programa GOLD 5.2:
ChemPLP, GoldScore, ChemScore ou ASP, é feita a partir
do estudo de redocking, com ligandos cristalografados com
as AS que tenham caracteristicas estruturais semelhantes
as dos ligandos a serem estudados. A pontuagdo de cada
“pose” (conformacao) identificada pelo GOLD 5.2 é cal-
culada como o negativo da soma de uma série de termos
de potencial envolvidos no processo de interacao proteina—
ligando, de modo que quanto mais positiva a pontuacao,
melhor € a interacao [42,44].

Para a realizacdo dos estudos de acoplamento molecu-
lar utilizam-se estruturas da ASB ou ASH provenientes do
Banco de Dados de Proteinas (PDB). Neste banco de da-
dos, até fevereiro de 2017, existiam cerca de 150 estruturas
cristalograficas de albuminas séricas, com diferentes niveis
de resolucdo. Destas, 93 estruturas sdo de ASH (organismo
Homo sapiens) e 4 estruturas de ASB (organismo Bos tau-
rus). Pode-se adotar diferentes raios de calculo para cada
cavidade proteica estudada por acoplamento molecular.
Contudo, quando o principal sitio de ligacdo esta localiza-
do na mesma regido do residuo de triptofano, geralmente
o melhor raio de célculo a ser adotado é de 10 A a partir
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do fluoréforo Trp-214 da ASH e dos fluor6foros Trp-134 e
Trp-212 da ASB [15,54-55].

Na Figura 8 apresenta-se, como exemplo, a conforma-
¢do associada ao modo de acoplamento com maior pontua-
¢do (ChemPLP) para o complexo ASH:18-FP, obtida pelo
programa GOLD 5.2. Neste caso, o estudo de acoplamento
molecular sugere que a feofitina, mesmo sendo uma mo-
lécula bastante volumosa, é acomodada na cavidade onde
se encontra o residuo Trp-214, apresentando um perfil de
interagOes favoraveis com os residuos da cavidade. Dentro
da cavidade, a 18-FP interage via ligacdo de hidrogénio
com quatro residuos de aminoacidos — um de arginina e
trés de lisina. Os residuos Lys-198 e Lys-194 participam
em ligacdes de hidrogénio com os dois oxigénios do gru-
po éster, sendo as distancias entre os atomos do dador e
aceitador de 3,26 A e 3,06 A, respetivamente. O grupo ani-
drido estabelece ligacdes de hidrogénio com os residuos
Arg-221 e Lys-443 com uma distancia de 3,26 A e 2,57 A,
respetivamente. Os resultados de acoplamento molecular
mostram também que o grupo fitilo, um grupo nao polar,
esta acomodado dentro de uma porcdo essencialmente hi-
drofébica da ASH, interagindo com os residuos Leu-197,
Phe-205, Ala-209, Trp-214, Leu-346 e Val-481 [15].

Figura 8 — Modo de interacao entre a 18-FP e ASH referente a
conformacdo de maior pontuagdo (ChemPLP) obtida usando o programa
GOLD 5.2. Carbono: azul claro (18-FP), verde (ASH), amarelo (residuos
de aminoécidos selecionados); hidrogénio: branco; oxigénio: vermelho;
nitrogénio: azul escuro. Figura adaptada da referéncia [15].

Os célculos semiempiricos, sao mais refinados do que
os estudos de acoplamento molecular e por isso sdo utili-
zados para obter valores tedricos de variagdo de entalpia
de interagdo (AH®, ) da associagdo proteina—ligando. Desta
forma pode-se comparar o valor de entalpia obtido experi-
mentalmente com o céalculo semiempirico e essa compa-
racdo pode sugerir qual a principal cavidade de interacdo
dos ligandos na proteina [35]. O melhor resultado de aco-
plamento molecular determina a esfera de recorte em redor
do ligando (geralmente, o valor de recorte é entre os 5 e
os 10 A) usando o programa DeepView-Swiss-PdbViewer
4.1 (Swiss Institute of Bioinformatics, Lausana, Suica). As
estrutura das AS, ligando e complexo AS/ligando sdo sub-
sequentemente otimizadas com o método semiempirico
de orbital molecular PM7, disponivel no programa MO-
PAC2012™ (Molecular Orbital PACkage, Stewart Com-
putational Chemistry, Colorado, EUA). No caso da cavida-
de da ASB onde se localiza o residuo de aminoacido Trp-
134, e tratando-se de uma cavidade exposta ao solvente, o
meio é descrito por um modelo continuo caracterizado por
uma constante dielétrica de 78,4 (dgua). Para a cavidade
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da ASB e da ASH, onde se localizam os residuos de ami-
noacidos Trp-212 e Trp-214, respetivamente, utiliza-se €
= 4,0 porque o ligando estard numa regidao mais interna da
albumina. Contudo, para esta mesma cavidade pode-se uti-
lizar o valor de € = 30,0 quando o ligando esta préximo da
superficie proteica [35-36]. Apds a otimizacdo dos atomos
de hidrogénio de cada estrutura, a dltima otimizacao é fei-
ta fornecendo mobilidade somente para a cadeia lateral do
recorte proteico e para todos os &tomos do ligando. O valor
tedrico da variagdo de entalpia de interagdo (AH®, ) é obti-
do a partir da subtragdo entre a entalpia do complexo AS/
ligando (H,, ligando) pelo somatério da entalpia da cavidade
proteica (H_, . ) e do ligando (H, [35,59], conforme
representado pela Equacao 1:

igando)

AS + Ligando =» AS/Ligando

cavidade
AHainr = HASK.E:'gando =3 (H;Lifcnwdnds + Hl:gcndo) (1)

Note-se que os métodos computacionais sao aplicados
com o intuito de complementar os resultados experimen-
tais (espetroscopicos), fornecendo uma visdo atémica da
interacdo AS/ligando. Portanto, tipicamente utilizam-se
primeiro as técnicas espetroscépicas (as principais foram
apresentadas nas seccdes anteriores) e posteriormente sao
efetuados célculos computacionais [15,35-37,42,59].

4. Conclusao

O estudo da interacdo entre as AS e potenciais farma-
cos é um passo importante para a compreensdo da resposta
do organismo a esses farmacos (estudo farmacocinético).
A associacao dos farmacos com as AS pode influenciar a
sua distribuicdo e interacdo com o alvo bioldégico, o seu
metabolismo e excrecdo. Entre as principais técnicas utili-
zadas para tais estudos destacam-se as espetroscopicas (ab-
sorcdao no UV-Visivel, fluorescéncia no estado estaciona-
rio, fluorescéncia resolvida no tempo e dicroismo circular)
complementadas com métodos tedricos via acoplamento
molecular e célculos semiempiricos. Cada técnica forne-
ce informacdes especificas que caracterizam a interacdo
AS/ligando e, em conjunto, contribuem significativamente
para as pesquisas desenvolvidas nas areas da Quimica Me-
dicinal e da Farmacologia.
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Interagbes Zn-N controlam a catalise

Devido a elevada importancia da catalise por metais de transi¢ao na sintese organica, os métodos usados para con-
trolar estes processos estdo a tornar-se cada vez mais prementes. Nas situacdes em que o substrato ou produto inibem
a atividade do catalisador, o controlo catalitico é particularmente importante. Esse é o caso dos compostos contendo
atomos de N, uma classe importante de compostos importantes, nomeadamente na agroquimica, na farmacologia e na
ciéncia dos materiais. Os substratos contendo piridina, por exemplo, possuem um par de eletrdes ndo ligante capaz
de interatuar com o centro metalico e desativar o catalisador. Uma abordagem cléssica para contornar este problema
envolve a transformagdo destas moléculas em sais de piridinio ou N-6xidos de piridina antes de realizar o procedi-
mento catalitico.

Rafael Gramage-Doria, da Universidade de Rennes, Franca, e colegas desenvolveram um método alternativo que
passa por promover interagdes ndo covalentes entre derivados de piridina (halopiridinas) e complexos cataliticamente
inertes de Zn(II) contendo ligandos porfirina e salphen. Este método foi testado em reacoes de acoplamento cruzado
de Suzuki—Miyaura e Mizoroki—Heck. Verificou-se que as propriedades do catalisador de palddio permaneceram inal-
teradas e que a reatividade dos substratos de halopiridina nas rea¢ées de acoplamento cruzado estudadas correlaciona-
-se com a forca da interagdo entre os complexos de zinco(II) e a halopiridina. Esta observacdo demonstra que as inte-
racOes Zn---N entre as halopiridinas e os complexos de Zn previnem, assim, em certa medida, interacdes indesejaveis
entre o substrato e o catalisador de paladio. A abordagem apresentada é operacionalmente simples e particularmente
atrativa nos casos em que substratos e/ou produtos desativam (ou parcialmente envenenam) um catalisador de metal
de transicdo. Evita-se, assim, o uso de métodos que implicam a pré-protecdo de derivados de piridina ou aqueles que
envolvem a alteracdo das caracteristicas dos proprios catalisadores. Os autores sugerem a sua aplicabilidade a outros
tipos de reacGes catalisadas por metais de transicdo, nomeadamente a funcionalizagdo de ligagdes CayH-
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Fontes:
Zn—-N Interactions Control Catalysis, http://www.chemistryviews.org/details/ezine/10474918/ZnN_Interactions_
Control_Catalysis.html?elq_mid=16128&elq_cid=3941189 (Acedido em 02/04/2017)

M. Kadri, J. Hou, V. Dorcet, T. Roisnel, L. Bechki, A. Miloudi, C. Bruneau, R. Gramage-Doria. Palladium-catalysed
cross-coupling reactions controlled by noncovalent Zn-N interactions. Chem. Eur. J. 23 (2017) 5033-5043.

Paulo Mendes
(pjgm@uevora.pt)

154 QUIMICA vol. 41, n.° 146, jul-set 2017



