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1. RESUMO

“Qualquer um que pretenda ter, mais que uma compreensdo extremamente superficial
da vida, em todas suas diversas manifestagdes, necessita da Bioquimica” — Hans Krebs. O
estudo das interacOes entre farmacos e proteina é de grande interesse e valia, o equilibrio e
dindmica entre molécula e macromolécula determina as caracteristicas fisico-quimicas que o
sistema terd nas condi¢cdes em que se encontre. Logo € de suma importancia entender os
mecanismos que governam essas interacfes e suas respetivas consequéncias no sistema de
estudo. Portanto o objetivo do presente trabalho é investigar a interacdo de farmacos com a
albumina sérica, estimar suas constantes de associacdo e dindmica de interacdo, para que 0O
sistema aqui descrito sirva como um modelo in vitro para os parametros dessas interagoes.

O Capitulo 1, foi baseado nos Capitulos 3 e 4 do Principios de Bioquimica de
Lehningher, e descreve 0s aminoacidos, proteinas e suas estruturas, bem como aspectos que
justificam a formacdo das ligacOGes peptidicas, e conformacdes estruturais adotadas por
peptideos e proteinas, em estruturas primarias, secundarias e terciarias. As forcas que levam a
formacdo desses complexos e justificam sua estruturacdo. No Capitulo 2 foi apresentado a
ligacdo de moléculas as proteinas do plasma e suas implicacdes nas propriedades dos farmacos
no plasma, a fracdo ligada e suas consequéncias metabolismo do principio ativo, tempo de meia
vida, volume de distribuicdo e depuracdo. No Capitulo 3 foram descritas as técnicas utilizadas
para estimar as constantes de associacdo Ka, através dos hidrogéis de BSA-PEG, os parametros
termodindmicos das interacBes Ka, AG, AH e TAS, através da Calorimetria de Titulagdo
Isotérmica (ITC), e no final foram apresentados os farmacos selecionados para o estudo (acido
salicilico, diclofenac, clorpromazina, acetaminofeno, verapamil e labetalol) e os motivos de
serem escolhidos. No Capitulo 4, encontra-se a descricdo das condi¢bes experimentais
utilizadas nos ensaios com os respetivos métodos, caracterizacao do polietileno glicol ativado
e reagentes utilizados nos ensaios. No capitulo 5, estdo os resultados obtidos e toda sua analise,
de onde tirou-se as constantes de associagdo para todos os farmacos com o uso dos hidrogéis
de BSA-PEG em concordancia com a literatura, parametros termodinamicos no ITC para o
acido salicilico e diclofenac. Por fim, no Capitulo 6 ¢ sumarizado todo o trabalho feito nas

conclusd@es tiradas, as vantagens e desvantagens de cada técnica bem como a aplicacdo das



metodologias para otimizar um modelo in vitro que seja capaz de elucidar e prever as
propriedades in vivo dos principios ativos utilizados na medicina.
Palavras chave: Ligacdo de farmacos as proteinas do plasma, Equilibrio e Dindmica de

interacdes, Hidrogéis BSA-PEG, Calorimetria de Titulacdo Isotérmica.



2. ABSTRACT

“Anyone who wishes to have more than an extremely superficial understanding of life
in all its various manifestations need biochemistry” — Hans Krebs. The study of the interactions
between drugs and protein is of great interest and value, the equilibrium and dynamics between
molecule and macromolecule determines the physico-chemical properties that the system will
have under the conditions in which it is. It is, therefore, of utmost importance to understand the
mechanisms that rule these interactions and their consequences in the system. Therefore, the
objective of the present work is to investigate the interaction of drugs with serum albumin, to
estimate their association constants and dynamics of interaction, so that the system described
here serves as an in vitro model for the parameters of these interactions.

Chapter 1, was based on Chapters 3 and 4 of Lehningher's Principles of Biochemistry,
and describes the amino acids, proteins and their structures, as well as aspects that justify the
formation of peptide bonds, and structural conformations adopted by peptides and proteins, in
primary, secondary and tertiary structures. The forces that lead to the formation of these
complexes and justify their structuring. In Chapter 2 was presented the binding of molecules to
plasma proteins and their implications in the properties of the drugs in plasma, the bound
fraction and their consequences on the drug metabolism, half-life, volume of distribution and
clearance. In Chapter 3 were described the techniques used to estimate the K, association
constants, through the hydrogels of BSA-PEG, the thermodynamic parameters of the
interactions Ka, AG, AH and TAS, through Isothermic Titration Calorimetry (ITC), and in the
end were presented the drugs selected for the study (salicylic acid, diclofenac, chlorpromazine,
acetaminophen, verapamil and labetalol) and the reasons for being chosen. Chapter 4 contains
a description of the experimental conditions used in the tests with their respective methods,
characterization of the activated polyethylene glycol and reagents used in these tests. In chapter
5 are the results obtained and all their analysis, from where the association constants for all
drugs were obtained with the use of the hydrogels of BSA-PEG in accordance with the
literature, thermodynamic parameters in the ITC for salicylic acid and diclofenac. Finally, in
Chapter 6 is summarized all the work done in the conclusions drawn, the advantages and

disadvantages of each technique as well as the application of the methodologies to optimize an



in vitro model that is able to elucidate and predict the in vivo properties of the active ingredients
used in medicine.

Key words: Plasma protein binding, equilibrium and dyamics, BSA-PEG Hydrogels,
Isothermal Titration Calorimetry.



3. Abreviacoes

T — Temperatura.

R — Constante universal dos gases.

AH — Variacdo de entalpia.

AS — Variagdo de entropia.

AG — Variacdo da energia livre de Gibbs.
AC, — Variagdo da capacidade calorifica.
HSA — Albumina humana do soro.

BSA — Albumina bovina do soro.

AAG - a-1-glicoproteina &cida.

PEG — Polietilenoglicol.

PEGa- Polietilenoglicol ativado.

DMAP — 4-dimetilamino piridina.
DMSO — Dimetil sulféxido.

PBS — Tampao fosfato.

AC — Acetaminofeno.

LB — Labetalol.

VP — Verapamil.

CP — Clorpromazina.

SL — Acido salicilico.

DC - Diclofenac.

RMN — Ressonancia magnética nuclear.
ITC — Calorimetria de titulagdo isotérmica.
PPB - Ligacdo as proteinas do plasma.
fo — Fracdo ligada.

fu — Fragdo livre.

HPLC — Cromatografia liquida de alta performance.
UV-Vis — Ultravioleta visivel.

FDT — Teoria da droga livre.

Cl — Depuragéo.

Vdss — Volume de distribuic&o.

ti2 — Tempo de meia vid



Capitulo 1- PROTEINAS: COMPOSICAO, ESTRUTURAE
INTERACOES.

As proteinas desempenham uma funcdo fundamental na regulacdo dos processos
celulares, oferecendo uma ampla gama de funcdes. Para entender os mecanismos moleculares
dos processos bioldgicos, os bioquimicos concentram-se na analise das proteinas. Estas
macromoléculas sdo onipresentes em todas as células e suas partes, representando as
ferramentas moleculares que traduzem a informacao genética em acédo bioldgica. As proteinas
sdo formadas a partir de subunidades monomeéricas chamadas aminoacidos, que totalizam 20
tipos distintos. Esses aminoacidos sdo os blocos de construcdo que determinam a estrutura de

uma ampla variedade de proteinas, desde organismos simples até seres humanos. [1]

Esses aminoacidos comuns compartilham a caracteristica de serem a-aminoacidos, o que
significa que possuem um grupo carboxilo e um grupo amino ligados ao mesmo carbono a. A
distingdo entre eles reside nas cadeias laterais, que variam em estrutura, tamanho e carga
elétrica. A ligagdo peptidica, formada por meio de uma reacéo de condensacao entre 0s grupos
a-amino e oa-carboxila dos aminoacidos adjacentes, permite a ligagdo covalente entre as
moléculas de aminoéacidos, resultando na formacdo das proteinas. Isso estabelece uma
sequéncia linear de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica, conferindo uma estrutura
tridimensional Unica e funcional as proteinas. Estes aminoécidos, unidos por ligacdes
peptidicas, formam sequéncias Unicas que determinam a estrutura e a fungdo das proteinas. A
variedade de aminoacidos e suas combinacdes possibilitam a diversidade de proteinas e fungdes
bioldgicas. Portanto, o estudo das proteinas e sua composicdo aminoacidica é essencial para

decifrar os processos vitais que ocorrem nas células e organismos.[1]
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Figura 1 — Esquema da formacdo de uma ligagdo peptidica entre dois aminoacidos, onde o grupo a-amino, com
grupo R?, de um aminodcido atua como nucledfilo para substituir o grupo hidroxilo do outro aminoacido, com
grupo R, para a formagcéo da ligacdo peptidica que estd sombreada.

A estrutura de moléculas complexas pode ser abordada em diversos niveis de
complexidade, organizados em uma hierarquia conceitual. No contexto das proteinas, quatro
niveis de estrutura sdo comumente reconhecidos. A primeira delas, a estrutura primaria, é
descrita pela sequéncia covalente de aminoacidos em uma cadeia polipeptidica. O segundo
nivel, a estrutura secundaria, refere-se a arranjos estaveis de residuos de aminoacidos que
resultam em padrfes estruturais recorrentes. Ja a estrutura terciaria engloba o enovelamento
tridimensional completo do polipeptideo. Quando uma proteina € composta por mdultiplas
subunidades polipeptidicas, suas configuracdes sdo denominadas estrutura quaternaria. A
funcdo de um peptideo é intrinsecamente ligada a sua sequéncia Unica de aminoacidos. Cada
proteina possui uma sequéncia de aminoacidos especifica, que da origem a uma estrutura

tridimensional particular, determinando, por sua vez, uma fungao especifica. [1]

Ao comparar proteinas funcionalmente semelhantes em diferentes espécies, foi observado
que frequentemente apresentam sequéncias de aminoacidos semelhantes. Isso ressalta a
conexdo substancial entre a estrutura primaria da proteina e sua funcdo. O entendimento da
estrutura primaria nao apenas fornece insights sobre a estrutura tridimensional e funcéo das
proteinas, mas também pode revelar informacdes sobre sua localizagdo celular e evolugdo. E
importante notar que a sequéncia de aminoacidos ndo é absolutamente fixa para uma
determinada proteina. Existem exemplos de mutacBes na estrutura primaria, embora algumas
variagdes em certas regides ndo impactem a funcédo bioldgica. A maioria das proteinas apresenta
regides cruciais para suas funcdes, e a sequéncia dessas regides é preservada ao longo da

evolugéo. [1]

A relacdo entre a sequéncia de aminoécidos, a estrutura tridimensional e a funcdo das
proteinas € uma area complexa e fascinante da biologia molecular. Embora a relagéo exata entre

a sequéncia e a estrutura nem sempre seja clara, as semelhancas entre sequéncias de



aminoacidos permitem a identificacdo de familias de proteinas com caracteristicas estruturais
ou funcionais compartilhadas. Membros de uma familia proteica geralmente compartilham pelo
menos 25% de suas sequéncias, o que reflete algumas propriedades estruturais e funcionais
comuns. Embora as ligacfes entre os residuos de aminoacidos permitam uma rotagéo livre,
levando a uma variedade virtualmente infinita de conformacdes possiveis, cada proteina possuli
uma estrutura tridimensional Unica e uma funcdo quimica especifica. A cristalizacdo de
proteinas indicou que mesmo moléculas muito grandes possuem estruturas distintas e

separadas. [1]

O arranjo espacial dos &tomos em uma proteina, chamado de conformacao, é crucial para
a funcdo. Essas conformacgfes possiveis sdo variagGes estruturais que uma proteina pode
assumir sem romper suas ligagfes covalentes. Mudancas conformacionais podem ser
provocadas por rotacdo de ligacoes simples e alteracdes de pH. Em geral, as conformacGes mais
estaveis termodinamicamente sdo adotadas em condicGes especificas. Quando uma proteina
estd dobrada em uma de suas conformacgfes funcionais, ela € chamada de proteina na sua
conformacao nativa. A estabilidade da estrutura nativa ¢é definida pela tendéncia de manter essa
conformacdo especifica. A compreensdo desses conceitos é essencial para desvendar a

complexa relagdo entre a sequéncia de aminoacidos, a estrutura e a fungéo das proteinas. [1]

Proteinas nativas sd3o apenas marginalmente estaveis: o AG que separa 0s estados
dobrados e ndo dobrados em proteinas comuns, sob condigdes fisiologicas, estd na faixa de
somente 20 a 65 kJ.mol. Uma cadeia polipeptidica pode, teoricamente, assumir indmeras
conformacdes e, como resultado, o estado ndo dobrado de uma proteina é caracterizado por um
alto grau de entropia conformacional, essa alta entropia juntamente com as ligacdes de
hidrogénio dos diversos grupos da cadeia polipeptidica com o0 meio, tendem a manter o estado
ndo dobrado. As interagcBes quimicas que contrabalanceiam esses efeitos e estabilizam a
conformacdo nativa incluem ligagdes dissulfeto, ligacbes de hidrogénio, interacGes
hidrofobicas e idnicas. Para todas as proteinas de todos os organismos, as interacdes fracas séo
especialmente importantes para o enovelamento das cadeias polipeptidicas em suas estruturas

secundarias e terciarias, bem como para formacao das estruturas quaternarias. [1]

Ao analisarmos a contribuicdo das interacOes fracas para a estabilidade das proteinas, fica
evidente que as interacGes hidrofébicas geralmente desempenham um papel predominante. No

entorno aquoso, a dgua forma uma rede intrincada de ligacdes de hidrogénio, destacando-se
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pela singularidade do seu potencial de ligacdo. No entanto, a presenca de outras moléculas na
solucdo interfere nesse arranjo unico entre as moléculas de &gua. Quando uma molécula
hidrofobica é envolvida pela agua, a disposicao otimizada das ligagcdes de hidrogénio resulta
em uma camada altamente estruturada, conhecida como camada de solvatacdo. Essa camada se
forma ao redor da molécula hidrofébica. No entanto, a ordem crescente das moléculas de agua
nessa camada resulta em uma reducdo desfavoravel da entropia da agua. [1]

Em contraste, quando grupos hidrofobicos se agregam, a dimensdo da camada de
solvatacao diminui. Isso ocorre porque cada grupo hidrofébico ndo expbe completamente sua
superficie a solucdo. Essa mudanca resulta em um aumento favoravel da entropia. Essa é a
principal contribuicdo termodindmica que governa a associacdo de grupos hidrofobicos em
solucdo aquosa. Em um contexto polar, grupos normalmente conseguem formar ligacGes de
hidrogénio com a agua, tornando-se soltveis em meio aquoso. No entanto, o nimero de ligacdes
de hidrogénio por unidade de massa € significativamente maior para a agua do que para
qualquer outro liquido ou solugdo. Isso pode levar a limites de solubilidade mesmo para
substancias polares, devido a diminuicdo no total de ligacdes de hidrogénio por unidade de

massa. [1]

A energia de formacdo de uma ligacéo de hidrogénio intramolecular entre grupos polares
em uma macromolécula é em grande parte anulada pela eliminacdo dessas interagdes entre esses
grupos e a agua. No entanto, a liberacdo da agua estruturada, na forma de interacGes
intramoleculares, contribui para a forca entrépica que impulsiona o enovelamento. A variagédo
mais significativa de energia livre ocorre por meio das interacfes fracas dentro da proteina,
principalmente devido ao aumento da entropia na solugdo aquosa circundante. Isso supera a
perda de entropia conformacional, ja que o polipeptideo é confinado a sua conformacéo
dobrada. [1]

As interacGes hidrofdbicas sdo importantes na estabilizagdo da conformacdo: o interior
de uma proteina geralmente € um nucleo altamente empacotado de cadeias laterais de
aminoacidos hidrofobicos. Vale ressaltar que cada grupo polar ou carregado no interior da
proteina tenha um par adequado para fazer ligacdo de hidrogénio ou interacdo idnica, uma
ligagdo de hidrogénio parece contribuir pouco para a estabilidade da estrutura nativa, porém a
presenca de grupos que fazem ligacdo de hidrogénio sem par no nucleo hidrofobico pode ser

tdo desestabilizadora que conformacdes contendo esses grupos sao termodinamicamente
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instaveis. A variacdo favoravel da energia livre resultante da combinacdo de varios desses
grupos com parceiros na solugdo que o circunda pode ser maior que a energia livre entre os
estados dobrados e ndo dobrados. Além disso, ligacdes de hidrogénio entre 0s grupos em uma
proteina se formam cooperativamente em estruturas secundarias repetidas que otimizam essas
interacdes. Dessa maneira, ligacdes de hidrogénio normalmente tém um papel na conducdo do

processo de enovelamento de proteinas. [1]

A interacdo entre grupos carregados com cargas opostas, que formam um par iénico ou
uma ponte salina, pode exercer tanto estabilizar bem como desestabilizar a estrutura proteica.
Como no caso das ligacdes de hidrogénio, cadeias laterais de aminoacidos carregados interagem
com a agua e sais quando a proteina nao esta dobrada, e a perda dessas interacfes deve ser
considerada quando se avalia o efeito das interacGes idnicas na estabilidade geral de um
polipeptideo dobrado. Entretanto, a for¢a de uma interacdo ibnica aumenta a medida que se
desloca para um ambiente com constante dielétrica mais baixa, do meio aquoso polar para o
interior apolar da proteina. Pontes salinas, especialmente aquelas parciais ou totalmente internas
na proteina, podem proporcionar uma estabilizacdo significativa da estrutura proteica.
InteracOes ibnicas também limitam a flexibilidade estrutural e conferem uma singularidade a
uma determinada estrutura proteica que as interacdes hidrofébicas ndo especificas néo
conseguem proporcionar. [1]

No ambiente atbmico empacotado de uma proteina, mais um tipo de interacdo fraca pode
ter efeito significativo, interacdes de van der Walls sdo do tipo dipolo-dipolo envolvendo os
dipolos elétricos permanentes de grupos, tal como os carbonilos, dipolos transitérios derivados
das alteracfes das nuvens eletrénicas em torno de qualquer atomo, e dipolos induzidos pela
interacdo de um atomo com outro que possui um dipolo permanente ou transitorio. A medida
gue 0s a&tomos interagem uns com 0s outros, essas interacoes dipolo-dipolo fornecem uma forga
intermolecular atrativa que opera somente sob uma distancia intermolecular limite — 0,3 a 0,6
nm. Essas interacdes sdo fracas e individualmente contribuem pouco para a estabilidade da
proteina no geral, porém em uma proteina bem empacotada ou na interacdo de uma proteina

com outra proteina ou com uma molécula, o nimero de tais interaces pode ser substancial. [1]

Tendo em mente as forgas que envolvem a formacdo da estrutura proteica, é possivel
analisar as estruturas secundarias. O termo se refere a qualquer segmento da cadeia

polipeptidica e descreve o arranjo espacial de seus &tomos na cadeia principal, sem considerar
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a posicdo de suas cadeias laterais ou sua relagdo com outros segmentos. Uma estrutura
secundaria comum ocorre quando cada angulo diedro, ¢ e ¢, permanece igual, ou quase igual,
ao longo do segmento. Existem alguns tipos de estruturas secundarias que sao particularmente
estaveis e ocorrem extensamente em proteinas, as mais conhecidas sdo as hélices « e as
conformacgdes A. Quando um padrdo regular ndo é observado, a estrutura secundaria por vezes
é chamada de indefinida ou espiral aleatdria. Esta Ultima, entretanto, ndo descreve a estrutura
desses segmentos. O curso da maioria dos esqueletos polipeptidicos em uma proteina tipica ndo
é aleatorio, ele é altamente especifico e inalterado na estrutura e funcdo de uma proteina em

particular. [1]

Pauling e Corey, em 1948, chamaram de hélice-o. uma estrutura helicoidal cujo esqueleto
polipeptidico é firmemente enrolado em torno de um eixo imaginario disposto
longitudinalmente no centro da hélice, e 0s grupos R dos residuos de aminoacidos para fora do
esqueleto helicoidal. Os 4&tomos do esqueleto dos residuos de aminoacidos em uma hélice o
tipica ttm um grupo de particular de angulos diedros que definem a conformacéo da hélice «, e
cada volta de hélice é formada por 3,6 aminoacidos. Os segmentos de hélice o em proteinas
normalmente se desviam ligeiramente desses angulos diedros, podendo gerar curvaturas ou
torcbes no eixo da hélice. Essas estruturas formam-se mais facilmente do que outras

conformacgdes devido a otimizacdo das ligacdes de hidrogénio internas. [1]
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Extremidade aminoterminal
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Figura 2 — Modelo de hélice o. A Modelo de bastdo e esfera elucidando as ligagbes de hidrogénio internas da
cadeia [1]. B Estrutura secundaria do polipeptideo LH1, composto por 32 residuos de aminoacidos, grande parte
estruturados em hélices a. [2]

A estrutura é estabilizada por uma ligacdo de hidrogénio entre o0 &tomo de nitrogénio de
uma ligacdo peptidica e o 4tomo de oxigénio da carbonilo do quarto aminoécido no lado
aminoterminal da ligacdo peptidica, na hélice a, cada ligacdo peptidica participa de tais ligacGes
de hidrogénio com excec¢do daquelas que estao proximas as extremidades. Cada volta sucessiva
da hélice o é mantida por voltas adjacentes por trés ou quatro ligacbes de hidrogénio, a
proporcionar uma significativa estabilidade a estrutura global, nas extremidades do segmento «
helicoidal ha sempre trés ou quatro grupos carbonilo ou amino que ndo podem participar desse
padrdo helicoidal de ligacGes de hidrogénio. Esses estabelecem intera¢cbes com o meio, em que
suas ligacdes de hidrogénio podem ser feitas com a agua ou outras partes da proteina que podem

proteger a hélice e proporcionar 0s compostos necessarios para que a intera¢do ocorra. [1]

Nem todos polipeptideos podem formar uma hélice « estavel, cada residuo de aminoacido
tem uma propensdo intrinseca de formar uma hélice «, consequéncia das propriedades do seu
grupo R e como elas afetam na capacidade de seus atomos que fazem as ligacGes da cadeia
principal em se ajustar aos angulos diedros caracteristicos. A posicdo de um residuo de
aminoacido em relacéo a seus vizinhos também é importante, interacdes entre cadeias laterais

dos amino&cidos podem estabilizar ou desestabilizar a estrutura a-helicoidal. [1]

Ja em 1951, Pauling e Corey reconheceram um segundo tipo de estrutura recorrente, a

conformacédo f. Essa € uma conformagdo mais estendida das cadeias polipeptidicas, e sua
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estrutura é novamente definida pelos esqueletos dos atomos arranjados de acordo com grupo
caracteristico de angulos diedro. Na conformacdo £, a sequéncia de residuo de aminoacidos esta
estendida em forma de ziguezague, o arranjo de varios segmentos na conformacéo /5 € chamado
de folha 8. As ligacbes de hidrogénio sdo formadas entre segmentos adjacentes da cadeia
polipeptidica dentro da folha, os segmentos que formam a folha £ normalmente estdo proximos
na cadeia polipeptidica, mas também podem estar distantes uns dos outros na sequéncia linear
do polipeptideo, eles podem até estar em cadeias polipeptidicas diferentes. Os grupos R dos
aminoacidos adjacentes se projetam da estrutura £ em direcfes opostas, a criar um padrdo
alternado. Cadeias polipeptidicas adjacentes em uma folha S podem ser tanto paralelas quanto
antiparalelas, as estruturas sdo, de certa forma, semelhantes, apesar de o periodo de repeticao
ser menor na conformacdo paralela e o padrdo das ligacdes de hidrogénio ser diferente. As
ligacGes de hidrogénio entre os segmentos sdo alinhadas na folha £ antiparalela, enquanto elas

séo distorcidas ou ndo alinhadas na variante paralela. [1]

A Cadeias laterais.

(acima)

Visao lateral

(abaixo)

Figura 3 — A conformacéo f da sequéncia polipeptidica. B Estrutura do complexo formado entre BLIP-1I em
marrom e TEM-1 B-lacmatase em verde, as estruturas secundarias do BLIP-11 sdo predominantemente folhas f.

[3]

Qualquer forma de assimetria estrutural em uma molécula leva a diferencas de absor¢édo
de luz circularmente polarizada para a esquerda em relacéo a direita, a medida dessa diferenca
é chamada de espetroscopia de dicroismo circular. Uma estrutura ordenada, como uma proteina
dobrada, resulta em um espetro de absor¢éo que pode ter picos ou regides com valores tanto
positivos como negativos, para proteinas os espetros sao obtidos na regido do UV distante de
190 a 250 nm. A entidade que absorve a luz, ou cromdforo, € a ligagdo peptidica, um sinal é
obtido quando essa ligacéao se localiza em uma estrutura dobrada. A diferenca do coeficiente de
extingdo molar para luz circularmente polarizada para a esquerda e para a direita é colocada no
grafico em funcdo do comprimento de onda, as hélices a e folhas £ possuem espetros

caracteristicos, e com isso bioquimicos podem determinar se proteinas estdo dobradas, estimar
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a fracdo das duas estruturas secundarias e monitorar transi¢des entre os estados dobrados e néo
dobrados. [1]

O arranjo tridimensional total de todos os atomos de uma proteina é chamado de estrutura
terciaria. Enquanto o termo estrutura secundaria refere-se ao arranjo espacial dos residuos de
aminoacidos em sequéncia de uma cadeia polipeptidica, a estrutura terciaria inclui aspectos de
alcance mais longo da sequéncia de aminoécidos. Aminoacidos que estdo distantes na estrutura
primaria e em diferentes tipos de estruturas secundarias podem interagir na conformacéo da
proteina inteiramente dobrada, a localizacdo das curvaturas nas cadeias polipeptidicas e sua
direcdo e angulo sdo determinados pelo nimero e localizacdo de residuos especificos que
tendem a forma-las. Algumas proteinas contém duas ou mais cadeias polipeptidicas distintas,
ou subunidades, que podem ser idénticas ou ndo, o arranjo dessas subunidades proteicas em

complexos tridimensionais constitui a estrutura quaternaria. [1]

Considerando esses niveis mais altos de estrutura, é conveniente designar dois grandes
grupos nos quais muitas proteinas podem ser classificadas: proteinas fibrosas, com cadeias
polipeptidicas arranjadas em longos filamentos ou folhas, e proteinas globulares, com cadeias
polipeptidicas dobradas em forma esférica ou globular. Os dois grupos sdo estruturalmente
diferentes, as proteinas fibrosas no geral sdo formadas por um Unico tipo de estrutura
secundaria, e sua estrutura terciaria é relativamente simples, ja as proteinas globulares
normalmente tém diferentes tipos de estruturas secundarias. Os dois grupos também se
diferenciam funcionalmente, as estruturas que garantem o suporte, a forma e protecdo externa
aos vertebrados sdo feitas de proteinas fibrosas, como a a-queratina por exemplo, enquanto

enzimas e proteinas reguladoras em sua maioria s&o globulares, a exemplo da mioglobina. [1]

Figura 4 — A Estrutura quaternaria da mioglobina, uma proteina globular [4]. B A estrutura dos filamentos
proteicos de queratina, uma proteina fibrosa. [5]
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O conhecimento da estrutura tridimensional de uma proteina é importante para entender
seu funcionamento, no entanto a estrutura mostrada em duas dimensdes em uma pagina é
meramente ilusoria. As proteinas sdo macromoléculas dindmicas cujas funcdes dependem de
modo quase invariavel de interagdes com outras moléculas, e essas intera¢des sdo influenciadas
de maneiras fisiologicamente importantes por mudancgas sutis ou subitas na conformacéao
proteica. As interacfes moleculares sdo de suma importancia para a funcdo protéica, a qual
envolve interacbes com uma grande variedade de moléculas diferentes, a maioria dessas
interacdes sdo transitorias embora possam ser a base para de processos fisioldgicos complexos,

como transporte de moléculas, funcdo imune e contragdo muscular. [1]

As funcBes de muitas proteinas envolvem a ligacédo reversivel com outras moléculas, uma
molécula que interage de modo reversivel com uma proteina é chamada de ligando, que pode
ser qualquer tipo molécula, até mesmo outra proteina. A natureza transitoria das interacoes
proteina-ligando é fundamental para a vida, pois permite que um organismo responda de
maneira rapida e reversivel a mudancas ambientais e condi¢des metabdlicas. Um ligando liga-
se com uma regido da proteina chamada de sitio de ligacdo, a qual é complementar a ele em
tamanho, forma, carga e carater hidrofobico ou hidrofilico, além disso a interacdo pode ser
especifica, ou seja, as proteinas podem distinguir milhares de moléculas distintas em seu
ambiente e interagir seletivamente somente com uma ou algumas. Determinada proteina pode
possuir sitios de ligacdo diversos para ligandos diferentes, essas interacbes moleculares

especificas sdo cruciais na manutencdo do alto grau de ordem em um sistema vivo. [1]

E de suma importancia compreender a estrutura proteica como um todo, desde sua
sequéncia de aminodacidos ao seu arranjo tridimensional, séo esses fatores que irdo determinar
suas funcgdes e propriedades no meio seja ele qual for. Isso pode ajudar a elucidar a interagao
de proteinas com diversas substancias e solventes, e é justamente nesse topico que iremos focar
adiante no presente trabalho, na interacdo entre proteinas globulares e diferentes moléculas.
Para que possamos estudar suas propriedades no equilibrio e na dinamica molecular entre as
espécies envolvidas no sistema, e assim obter dados termodinamicos e cinéticos que ajudem a

entender e modular tais sistemas.
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Capitulo 2 — INTERACAO PROTEINA-LIGANDO: A IMPORTANCIA DO
ENTENDIMENTO DA LIGACAO DE FARMACOS AS PROTEINAS NO
PLASMA SANGUINEO.

A alta concentracdo de proteinas no plasma e a tendéncia de inimeras substancias a se
ligarem a elas, levaram os grupos de desenvolvimento de medicamentos a reconhecer a
importancia da ligacdo a proteina plasmatica (PPB do inglés plasma protein binding) na
modulacdo da concentracdo efetiva do principio ativo em locais de alvo farmacoldgicos. A
teoria da droga livre (FDT do inglés Free Drug Theory) estd sendo cada vez mais usada para
explicar as relacBes de farmacocinética e farmacodindmica, a FDT afirma que, na auséncia de
processos energeéticos (transportadores de absorcao e de efluxo, gradiente de pH), apos o estado
de equilibrio dindmico tenha sido alcancado, a concentracédo de farmaco livre no plasma (espaco
extracelular) é igual a concentracdo do farmaco livre nos tecidos (espacos intracelulares) e
apenas a fracdo livre da substancia em tecidos esta disponivel para a ligacdo no receptor alvo e,
portanto, a atividade farmacologica. Logo, a fracéo livre do farmaco no plasma deve refletir a

concentracdo do farmaco livre no sitio alvo nos tecidos. [6]

A concentracdo total do farmaco no plasma pode ser significativamente diferente da
concentracdo total do farmaco nos tecidos, mas para uma substancia com uma réapida taxa de
permeacao, a concentracdo livre intracelular do farmaco é igual a concentracéo livre no plasma.
E, portanto, uma preocupacdo comum que, quando a concentracdo de farmaco livre do
medicamento A aumenta devido a ligacdo de outro medicamento B, que possui uma interacdo
forte, com proteinas plasmaticas ou devido a alteracfes nos niveis de proteina enddgena em
certos estados de doenga. O aumento da concentracdo da substancia A livre potencialmente
pode causar toxicidade e precisar de ajuste. Além da eficacia/toxicidade mediada pelo alvo, no
caso de metabolismo relacionado com interagfes farmaco-farmaco, as informacgdes do PPB
também séo Uteis para estimar a concentracgéo livre/eficaz de drogas que mediam a inibicéo de
medicamentos, capazes de metabolizar enzimas e transportadores, que podem gerar uma reacao

adversa. [6]

As propriedades farmacoldgicas estdo frequentemente diretamente relacionadas com a
concentracdo de farmacos livres no plasma, esta nog¢éo repousa no conceito de que apenas a

substancia ndo ligada esta disponivel para a permeacdo passiva para o sitio de ligacdo para
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interagir com o alvo molecular. Consequentemente, a fracdo ligada ndo pode difundir
passivamente para o sitio de ligacdo e, portanto, é incapaz de interagir com o alvo, este conceito
é refletido pelo par de equacdes de equilibrio abaixo, onde D é farmaco livre, PP séo proteinas
plasmaticas, DPP é o farmaco ligado a proteina plasmatica, R € o alvo molecular no sitio de

ligagdo, e DR é o farmaco alvo-ligada. [7]

D + PP & DPP (Pl )K—[ |
H . —_—
asma), K, [][ ]
D + R & DR (Sitio de ligacdo); K’ _ DR}
110 de (tgacao ),
gas “ ~ ID][R]

Embora a constante de equilibrio para a formacao de DR possa ser ordens de magnitude
maior do que para a ligacdo as proteinas plasmaticas, para farmacos difundidos passivamente a
fracdo livre do composto no sitio de ligacdo ainda sera limitada pela concentracdo do farmaco
livre no plasma. No entanto, se a migracgdo do farmaco livre para o alvo molecular for mediada
por outros processos que ndo a difusdo passiva, como a presenca de um gradiente de pH sobre
membrana que pode afetar a solubilidade do medicamento ou a ocorréncia de efluxo celular
ativo. A formacdo de DR, e, portanto, a resposta biologica, pode nédo ser uma funcdo direta da
concentracdo de medicamento livre no plasma. Nestes casos, as equacdes de equilibrio ainda
permanecerdo, mas a taxa de formacao de DR pode ndo mais ser limitada pela difuséo da fracao

livre para o sitio de ligacdo, mas sim pela taxa de transporte ativo e/ou efluxo. [7]

A remocao de farmacos do corpo pode ser influenciada pelo PPB, mas a tendéncia
dependeré da rota de eliminacdo, por exemplo, a extensao da ligacdo as proteinas plasmaticas
pode melhorar a remocdo, disponibilizando o principio ativo ao figado através do fluxo
sanguineo, enquanto limita a distribuicéo para os tecidos do sistema. Por outro lado, a remocao
renal através da filtracdo glomerular pode ser retardada pela extensa ligagdo as proteinas
plasmaticas, eliminando essencialmente a fragéo atraves da filtragem [8]. O PPB de possiveis
farmacos, podem ser medidos in vitro usando plasma de varias espécies, incluindo humanos. A
comparacao da fracdo livre entre espécies e em uma gama de concentragdes de farmacos é (til
na obtencdo de resultados pré-clinicos de farmacocinética e farmacodindmica, bem como na

previsdo das propriedades de um possivel farmaco em humanos. [7]
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A ligacdo as proteinas plasmaticas tenha uma influéncia significativa na taxa de difuséo
da substancia entre o plasma e os tecidos, e, portanto, influencia na sua depuracéo (Cl do inglés

clearance):

Cl _ QHfu Clint
hep QH + fu Clint

Onde Qn é fluxo sanguineo para o figado, fu a fragdo livre no plasma, Clint a depuracéo
intrinseca e Clnep a depuracéo hepética.

E no volume de distribuicdo (Vdss) dos principios ativos:

fu
Vass = Vp + Vr ——

fur
Onde V4ss € 0 volume aparente de distribuicdo, Ve volume do plasma, Vr volume do

tecido e fy 1 fracdo livre no tecido.

A maioria dos medicamentos depurados por vias renais sdo hidrofilicos e demonstram
baixo PPB, no caso de farmacos submetidos a depuracdo hepdtica, o grau de PPB ndo
desempenha um papel importante na eliminacéo pelo figado de farmacos de alta depuracéo.
Para os farmacos de baixa depuracdo, no entanto, as mudancas no PPB afetardo a remocéo

hepética do medicamento. [6]

Como o PPB desempenha um papel parcial na determinacéo da depuragéo e do volume
de distribuigéo, dois pardmetros chave que determinam a meia-vida dos medicamentos, bem
como na farmacologia, € muito comum avaliar o PPP ja durante a otimizagdo do composto
como uma ferramenta primaria ou em etapas posteriores a serem incorporadas em modelos
farmacocinéticos/farmacodindmicos e explicar a separacdo entre as relagfes de
poténcia/eficacia e concentragcdo. Em geral, € desejavel evitar medicamentos altamente ligados
as proteinas plasmaticas, uma vez que pequenas alteracbes no PPB de um medicamento

altamente ligado podem levar a alteracGes significativas na sua fracao livre. [6]

O tempo de meia vida ti» € determinado tanto pela Cl quanto pelo Vgss, ambos sao
parcialmente dependentes do PPB. Portanto, o efeito do PPB no ti» € dificil de prever,

clorambucil um quimioterapico é mais de 99% ligado a albumina sérica, porém tem ti» de
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somente 1-2 horas, enquanto labetalol possui uma fracéo ligada de 50% em plasma e um ty» de
3 a 3,5 horas [9]. E sugerido que além de extensa, uma forte ligacdo & proteina (alto K,) pode
ser um pré-requisito para que o PPB prolongue o tempo de meia vida de substancias. Tentativas
de explicar através de modelos recentes o porqué drogas com alto PPB também tém uma
eliminacdo alta (mediada por metabolismo e transporte), tem sido destacado que a taxa de Cl
de drogas é uma combinacdo de ndo sé da taxa de eliminagdo via 6rgaos (Kout) mas também é
altamente dependente de kon € Koff, as constantes de taxas de associagdo e dissociagéo,
respetivamente, de ligacdo as proteinas. Na maioria dos casos, valores de kot ndo sdo baixos o

suficiente para limitar compostos altamente ligados as proteinas. [6]

Embora a avaliagdo do PPB seja rotineiramente realizada tanto nas fases de descoberta
como de desenvolvimento, ainda assim, ndo ha estratégia comum sobre como utilizar esses
dados para selecdo de compostos ou mitigacao de riscos. Inimeras aplicacBes em varias areas
terapéuticas demonstram como diferentes equipes de pesquisa adotaram estratégias para
modular a ligacdo/afinidade de compostos com HSA para maximizar a poténcia in vitro, e
tentaram melhorar a eficacia in vivo de séries existentes ou descobrir novas séries superiores.
Uma compreensao completa das propriedades fisioldgicas de uma substéncia, a localizacdo do
receptor alvo e como um composto alcanca o alvo é vital para avaliar o papel da fracdo livre no

plasma na acdo farmacolégica do composto. [6]

Relacbes de poténcia do farmaco versus fracdo livre sdo mais faceis de estabelecer
guando a permeabilidade celular e o transporte ativo ndo séo levados em consideracao, ou seja,
os alvos farmacoldgicos residem no espaco extracelular. Nos casos em que os receptores alvo
estdo localizados no espaco intracelular, correlagfes inequivocas entre a fracdo livre no plasma
e a eficécia in vivo sdo mais dificeis de serem estabelecidas, a principal razdo para isso é a
indisponibilidade de métodos confidveis para determinar a concentracao de droga livre dentro
da célula/tecido em comparacdo com concentragdo total/livre de droga no plasma, e estabelecer
se a fracdo livre em plasma € igual a fracéo livre no tecido, que € a principal suposi¢éo da teoria
da droga livre. Deve-se ter em mente que a concentracdo total do farmaco, medida no plasma
ou nos tecidos, pode ndo ser uma representacdo precisa da substancia farmacologicamente ativa

no local do receptor bioldgico. [6]

A otimizagdo do PPB provou ser muito util no desenvolvimento de inibidores depeptidil

peptidase DPP-1V, para o tratamento de diabetes melitus tipo 2. Compostos de referéncia
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farmacologicamente ativos de primeira geracéo, apesar de serem potentes, precisavam de uma
concentracdo plasmatica muito maior que a esperada (baseada nos ensaios in vitro) para atingir
eficiéncia. Para entender a dissociacdo entre poténcia e eficacia, foram realizados ensaios in
vitro utilizando plasma humano e indicaram um alto PPB no caso do composto A. Alteracdes
feitas no composto de referéncia levaram a produgéo de um novo composto, um inibidor DPP-
IV oralmente ativo e potente, com um PPB reduzido e com eficécia, poténcia in vitro,

concentracdo no plasma, e fracao livre bem correlacionadas. [6]

Tém indmeras publicacdes destacando a otimizacdo do PPB no desenvolvimento de
drogas. No entanto, generalizar essa ideia ndo funciona durante os estagios iniciais de
otimizag&o no planejamento de farmacos, ou seja, ndo existe um valor ou medida de PPB padréo
gue va garantir o sucesso de uma droga ou uma classe de drogas. Otimizacao do PPB de um
farmaco deve ser feito somente quando houver um bom entendimento de farmacocinética e
farmacodindmica estiver estabelecido, é critico saber o0 mecanismo de ac¢do da droga antes de
avaliar o efeito da ligagdo as proteinas na sua eficicia. PPB pode ser como uma faca de dois
gumes, decréscimo da fracdo ligada gera um aumento apreciavel de droga livre no local do
receptor alvo, mas um aumento na fracao livre também pode resultar em uma eliminacdo mais
rapida do farmaco e, portanto, exige maiores doses para manutengdo da acdo farmacoldgica.
Um PPB alto pode proteger a droga de eliminag&o, e com isso manter niveis elevados em tecidos
necessarios para sua a¢ao farmacoldgica. [6]

O plasma contém varias proteinas que funcionam como transportadoras de moléculas
enddgenas e exdgenas em todo o sistema circulatorio, sendo que as proteinas plasmaticas mais
frequentemente associadas a ligacdo de drogas com baixo peso molecular no plasma sdo a
albumina sérica e a a-1-glicoproteina acida (AAG do inglés a-1-acid glycoprotein) e, em menor
grau, as globulinas e lipoproteinas [10]. A importancia relativa dessas proteinas para a ligacdo
de drogas é determinada pela presenca de locais de ligacdo especificos de alta afinidade

contidos nas proteinas e pela abundancia das mesmas.

Em concentragdes de 500 a 700 uM, a albumina sérica humana (HSA do inglés Human
Serum Albumin) é a proteina mais abundante no plasma humano e ajuda a manter a pressao
osmotica e 0 pH na corrente sanguinea. A HSA atua como uma carreadora de drogas, peptideos,
acidos gordos, bilirrubina e outros compostos enddgenos. HSA é composta por 585 residuos de

aminoacidos e ¢ em sua maior parte composta por hélices o, contendo trés dominios homologos,
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sendo eles I, Il e Ill. Cada dominio é separado em dois subdominios separados A e B,
conectados por voltas aleatorias. Devido a sua alta afinidade para os acidos gordos de cadeia
longa, a albumina desempenha um papel chave no transporte e na modulacédo indireta do seu
metabolismo, enquanto para muitas hormonas e vitaminas provavelmente funciona como uma
proteina de ligacdo secundaria, ja que transportadores mais especificos tém sido identificados.
Em alguns casos, a ligagdo de moléculas pequenas é responsavel pelo papel protetor da
albumina ou a ligacdo de toxinas exdgenas, ou produtos de peroxidacao lipidica. Quanto as

drogas, a HSA representa a maior parte da ligacdo no plasma junto com a AAG. [11]

Como regra geral, as moléculas acidas ligam-se principalmente a albumina, enquanto
que as moléculas basicas, como a maioria dos agentes beta-bloqueadores, tém maior afinidade
para a a-1l-glicoproteina acida. A ligacdo de drogas as proteinas plasmaticas controla as
concentragdes livres e ativas bem como fornece um reservatério para uma acao mais longa,
portanto, a interacdo de uma droga com, e a concorréncia por locais de ligacdo nas proteinas
plasmaéticas pode afetar fortemente a distribuicdo, a eliminagdo, bem como suas propriedades
farmacodindmicas e toxicas. A competicdo entre dois farmacos para a ligacdo a proteina
plasmatica pode afetar fortemente a disposicdo medicamentosa de ambas as substancias, com
possiveis graves consequéncias fisiologicas [11]. Estes fendbmenos sdo importantes no caso de
medicamentos fortemente ligados, como por exemplo a administragdo concomitante de
warfarina com fenilbutazona resulta em um risco aumentado de hemorragia em pacientes,
devido a maior concentracdo de anticoagulante livre, causada pela diminuicédo de sua ligacdo a

albumina devido a ligacdo da fenilbutazona com a proteina. [12]

Difracdes de raio X mostram que a albumina em cristais, ao menos livre de &cidos
graxos, possui um formato triangular ou de coracdo. Isso favorece a imagem arredondada em
detrimento da elongada obtida por estudos fisico-quimicos, estudos mostram que em solucao a
albumina tem um formato elipsoidal semelhante a um submarino [13]. As duas nogdes distintas
podem surgir da flexibilidade da molécula de albumina, que lhe permite assumir diferentes
configuracdes quando empacotada em um cristal ou livre em solugéo. A tempos a albumina tem
sido reconhecida como uma molécula altamente helicoidal, e difracdes de raio X mostram que
67% da HSA envolvidos em um total de 28 regiGes hélice «, 0 restante da cadeia € cadeia
peptidica estendida com 10% de voltas f [14]. Estudos de disperséo rotatoria oOtica e dicroismo
circular previram uma composicao de hélice a de 54 a 68%, espectroscopia Raman encontrou

60% baseado na anélise de linhas de amida I11. [15]
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Figura 5 — Estrutura quaternaria da albumina, o dominio | destacado em azul, 11 em roxo e 11l em azul claro, cada
um com seus respetivos subdominios A e B. [19]

A flexibilidade da albumina, juntamente com uma carga distribuida de forma néo
homogénea ao longo da molécula, torna possivel a ligagcdo para muitas classes de compostos
caracterizados por estruturas diferentes. Substancias anidnicas hidrofébicas sdo as mais
fortemente ligadas a albumina. A ligacdo a albumina é muitas vezes altamente especifica, pelo
menos para baixa concentragdo do ligando, varios locais de ligacdo estdo frequentemente
presentes possuindo afinidades de ligacdo diferentes. Dois desses locais de ligagdo, sitios | e 11
de acordo com a definicdo de Sudlow, sdo melhor caracterizados e estdo envolvidos na ligagdo
de um ndmero incrivelmente alto de classes de compostos. Sitio I, ou sitio de ligacdo da
warfarina-azapropazona, é o sitio de ligacdo de maior afinidade para, entre outros,
anticoagulantes e medicamentos anti-inflamatdrios nao esteroides. Por outro lado, o sitio II,
sitio da ligacao triptofano-benzodiazepina, também €& um sitio especifico importante para a
classe de derivados de acido propidnico. A estrutura tridimensional da albumina sérica humana
obtida pela andlise de raios-X de diferentes complexos de ligando-proteina apoia esta hipotese,
mostrando a existéncia de duas cavidades de ligagdo principais no dominio 1A e IlIA do
polipeptideo. [11]

Estes dois locais de ligagdo pré-formados e estaveis de alta afinidade sitiam a ligacéo
da maioria das drogas. A ligacdo apenas a este local é observada para concentracGes

terapéuticas, embora para concentragdes mais elevadas do farmaco este se possa ligar também
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a outros locais de ligagdo, com menor afinidade e seletividade. No entanto, uma representacédo
mais dindmica da proteina, uma proteina flexivel que muda de forma dependendo de seu
ambiente, € um modelo melhor para explicar completamente as propriedades de ligacdo da
albumina, incluindo a ligacdo estereospecifica dos ligandos quirais. Além disso, as
propriedades de ligacdo da HSA podem ser significativamente afetadas pela variabilidade intra
e interindividuais devido a diferentes fatores fisiologicos ou patoldgicos, esses aspectos podem
influenciar as propriedades de ligacdo da HSA em virtude de mudancas na sua estrutura,
concentracdo, e através de ligacOes reversiveis ou covalentes com substancias enddgenas e
xenobidticos, como no caso da administracdo concomitante de medicamentos que interagem
entre si. [11]

Por ser a proteina mais abundante no plasma e possuir todas essas propriedades de
ligacdo a diversas substancias enddgenas e exdgenas, a HSA é tida como uma proteina modelo
para estudar as interacOes ligando-proteina in vitro. Ndo obstante, a albumina sérica bovina
(BSA do inglés Bovine Serum Albumin) também tem sido estudada largamente nos ultimos

anos, principalmente pela sua alta similaridade com a albumina sérica humana. [16]

BSA e HSA sdo parecidas em termos de interagfes proteina-ligando, muitos estudos
nessa area obtiveram sucesso ao empregar a BSA como uma substituta da HSA devido a
similaridade em tamanho e ambiente dos sitios de ligacdo. A albumina sérica bovina é utilizada
em testes de ligacdo e farmacocinética de drogas no lugar da humana, pois é muito mais barata
e facil de se obter em comparagdo com a HSA. BSA possui 583 residuos de aminoacidos e uma
sequéncia 75,6% equivalente a HSA. Como a HSA, contém trés dominios e 17 pontes de sulfeto
conservadas que contribuem para alta estabilidade da proteina. Propriedades estruturais e
dindmicas parecidas, acessibilidade do solvente em locais de ligagdo comparaveis e
movimentos dos dominios tanto na BSA quanto HSA indicam afinidades similares nas
interacOes proteina-ligando, e essas propriedades ajudam a explicar o porqué a BSA pode ser
utilizada como uma substituta da HSA em experimentos in vitro [17]. No entanto, o nUmero
diferente de residuos aromaticos na HSA (W214 no subdominio 11A) e BSA (W135 e W214
localizados nos subdominios IB e 11A) podem afetar a interacdo de ligandos aromaticos no sitio

Sudlow | e algumas propriedades espectroscopicas. [18]

O objetivo desse trabalho serd utilizar a albumina sérica bovina como uma proteina

modelo para ensaios in vitro, visando estudar a termodindmica e cinética das interacGes entre a
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proteina e alguns farmacos modelo. As técnicas utilizadas serdo discutidas no proximo capitulo,

bem como a informagédo que esperamos obter de cada uma.
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Capitulo 3 — UMA BREVE DESCRICAO DAS TECNICAS UTILIZADAS,

3.1 - Ensaios de ligacéo utilizando Hidrogéis de PEG-BSA

Como j4 foi dito, a ligagdo de moléculas & albumina sérica é de grande interesse. Nesse
sentido, hidrogéis feitos com proteinas sdo de suma relevancia devido ao seu alto conteudo de
agua que facilita a difusdo de xenobidticos e o rapido estabelecimento do equilibrio entre o
meio aquoso e a proteina. Além disso, em comparacdo com a proteina em solugédo, 0 uso de
hidrogéis facilita a quantificacdo da ligacdo de moléculas devido ao acesso direto ao meio
aquoso e a possibilidade de regeneracdo e reuso em diferentes ensaios de liga¢éo [20]. Contudo,
para avaliar a ligacdo de moléculas a proteina no hidrogel, é necessaria uma alta porosidade.
Isso deve-se a difusdo limitada do ligando através do hidrogel que diminuiria significativamente
sua associagdo com a proteina, e por causa da reducdo na flexibilidade conformacional da
proteina em um hidrogel altamente reticulado leva a uma diminuicdo da afinidade proteina-
ligando. [21]

Tentativas de aumentar a porosidade e diminuir restricdes conformacionais impostas as
proteinas do hidrogel, incluem o uso de agentes ativados maiores, e a diminui¢do do nimero de
grupos reativos na proteina. O uso de hidrogéis para quantificar afinidade de interagdo proteina-
ligando pode de facto corresponder a uma melhor estratégia em relagdo as condi¢des achadas
in vivo. Isso é particularmente relevante para proteinas que estdo presentes em grandes
guantidades no plasma e tecidos. Enquanto a ligacdo a albumina in vivo tem de competir com
varios outros ligandos presentes, diminuindo a quantidade de ligando associado a albumina.
Quando € o uso de sistemas in vitro para caracterizar a interacdo, concentragdes de proteina
bem menores precisam ser utilizadas para estimar com precisao a afinidade da interacdo. [22]

Fortier et.al sintetizaram hidrogéis formados por polietilenoglicol (PEG) e albumina
sérica bovina. Os hidrogéis sdo translicidos e vitreos, e quando hidratados, apresentam
propriedades mecanicas semelhantes aos géis de poliacrilamida [23]. A mistura de polietileno
glicol ativado (PEGa) com BSA em uma proporg¢do otimizada, em que a liberacdo de proteina
apos a lavagem seja a minima possivel, gera um hidrogel com um bom swelling em pH 7,4 e
tampéo fosfato 0,1M). Medidas que podem reforcar o possivel uso do hidrogel em ensaios de
ligacdo entre drogas e BSA. [20]

Seguindo a metodologia feita por Fortier, Coelho et.al utilizou os hidrogéis para avaliar

a ligacédo de sondas fluorescentes (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il; NBD-Cncomn =4,6 e 8)
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a albumina sérica bovina, bem como analisar as possiveis alteragdes estruturais na proteina
devido a incorporagdo ao hidrogel. O hidrogel mostrou uma boa capacidade de incorporar 4gua,
com um fator de 10 no swelling, correspondendo a 91% de agua no hidrogel. Uma pequena
quantia, mas crescente, de BSA foi observada no meio aquoso, com aproximadamente 2% da
proteina total do hidrogel sendo liberada apos vinte dias. Para tempos de incubacdo maiores
que esse, a integridade do hidrogel é comprometida e a suspensao torna-se tdrbida. [20]
Dicroismo circular indicou que as estruturas secundarias da BSA foram preservadas
apos a polimerizacdo, sugerindo fortemente que suas propriedades de ligacdo sdo também
mantidas. Isso reflete nos dados de interacdo dos NBD-Cn com a proteina, uma vez que sua
concentra¢do diminuia no meio aquoso com o tempo, isso mostrou que o NBD-Cg ligou ao
hidrogel com alta eficiéncia, em concordancia com a afinidade de ligacdo a BSA em solucao.
A diminuicdo da concentracao, no meio aquoso, em relacdo ao tempo dos NBD-Cn e os valores
obtidos para as fragdes no equilibrio foram utilizados para calcular a constante de associacao
com o hidrogel, e os resultados obtidos foram bem semelhantes aos obtidos para BSA livre em
solucdo. 1sso mostra que as propriedades de ligacdo da BSA sdo mantidas, e por isso iremos
utilizar os hidrogéis para estimar a ligacao de drogas a albumina bovina com o objetivo de obter

constantes de associacdo. [20]

3.2 - Calorimetria de Titulacdo Isotérmica

Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC do inglés Isothermal Titration Calorimetry) é
a Unica técnica que consegue medir diretamente a energia de ligacdo de processos bioldgicos,
incluindo interacdo proteina-ligando, proteina-proteina, proteina-carboidrato, proteina-lipido e
antigeno-anticorpo. ITC tem a capacidade de determinar precisamente a energia livre de Gibbs,
entalpia, entropia e diferencas na capacidade calorifica associadas a ligacdo. O equipamento
utilizado foi um calorimetro de fluxo de calor operando de acordo com o principio de
compensagdo de poténcia dindmica, ou seja, mede a quantidade de poténcia (ucal/sec)
necessaria para manter uma diferenca de temperatura constante (quase zero) entre a amostra e
a célula de referéncia. [24]

Cada injecdo da seringa contendo uma solucéo, geralmente de ligando, ativa a reagéo
de ligacdo e, dependendo da afinidade de ligacéo e as concentragdes dos reagentes na célula,
uma certa quantidade de complexo macromolécula-ligando é formado, a formacao do complexo
é acompanhada pela liberacéo (fendmeno exotérmico) ou consumo (fendmeno endotérmico) de

calor que causara uma diferenca de temperatura entre as duas células. Entdo o sistema de
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resposta abaixa ou aumenta a poténcia térmica aplicada para compensar a alteracdo de
temperatura, ap6s cada injecdo o sistema atinge o equilibrio e o balango de temperaturas é
restaurado. Logo, o sinal registrado mostra um tipico padréo de deflexdo na forma de um pico
e o integral da area abaixo do pico da a quantidade de calor associada a cada injecéo. [24]

Ligandos com uma afinidade de ligagdo moderada em relagdo a macromolécula alvo
constituem a maioria dos casos em sistemas bioldgicos, e com a albumina ndo é diferente,
contudo, ligandos com baixa ou alta afinidade também séo encontrados. Quando a constante de
associacdo entre a macromolécula e o ligando é moderada, 10* < Ka < 108 M, ¢ possivel
determinar a constante e a entalpia de ligacdo simultaneamente numa Unica experiéncia e é
também a faixa Util para uma medida precisa da afinidade de ligacéo por ITC padrdo, sem a
necessidade de estratégias experimentais mais elaboradas. [24]

ITC tem sido utilizado na caracterizacao e otimizacdo de séries de compostos como
possiveis drogas ja que fornece informacgdes completas sobre a associa¢do de um ligando ao
seu alvo em termos de componentes termodindmicos AG, AH, AS e AC,. As Ultimas estratégias
para identificacdo e caraterizacdo dependem quase totalmente da energia livre de Gibbs da
ligacdo. O AG é um resultado de um balanco delicado entre as contribuicGes entalpicas e
entropicas, e diferentes combinacdes de AS e AH podem dar resultado ao mesmo valor de AG
e, portanto, causam a mesma afinidade de ligacdo. Uma alta afinidade pode ser alcangada de
duas maneiras: a primeira é obtendo uma variacdo de entalpia mais favoravel (negativa),
melhorando a interacdo proteina-ligando com o solvente, ou a segunda, gerar uma variacao
entropica mais favoravel (positiva), que pode ser feita tornando o ligando mais hidrofobico para

maximizar a entropia de solvatagéo. [24]

3.4 - Farmacos cuja interacdo com a BSA foi caracterizada neste trabalho

Os compostos utilizados, para o estudo de ligacdo com a albumina sérica bovina, foram
diclofenac de sddio (DC), &cido salicilico (SL), clorpromazina (CP), verapamil (\VP), Labetalol
(LB) e acetaminofeno (AC). Diclofenac de sodio foi introduzido no Japdo em 1974 numa
formulacio em comprimido de revestimento entérico de liberacéo lenta. E um anti-inflamat6rio
ndo esteroide (NSAID do inglés Non Steroidal Anti-Inflamatory) que possui propriedades
analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas, e tem mostrado eficacia no tratamento de uma
variedade de dores agudas e crénicas bem como condicdes inflamatorias [25]. Acido salicilico
também é um NSAID e o principal metabdlito da aspirina (acido acetilsalicilico) responsavel

pela acdo anti-inflamatdria e pode causar reducdo no risco de cancer colo retal. [26]



29

Clorpromazina foi sintetizada pela primeira vez em dezembro de 1951, e em 1952
surgiu no contexto psiquiatrico em Paris. Era mais eficiente do que qualquer uma das drogas
anteriores, incluindo a combinacdo de morfina e escopolamina, para controlar emocao e
agitacdo, e podia também aliviar sintomas psicoticos, como delirios e alucinacgdes. [27]

Verapamil € um derivado da fenilalquilamina que antagoniza o influxo de célcio pelos
canais vasculares de musculo liso e membranas de células cardiacas, & também bem
estabelecido no tratamento de angina, arritmias cardiacas e cardiomiopatias [28].

Labetalol € um agente bloqueador combinado de alpha- e beta-adrenoreceptor para uso
oral ou intravenoso no tratamento de hipertensao, é um néo seletivo antagonista competidor em
beta-adrenoreceptores e um competidor antagonista de alpha-adrenoreceptores pds-sinapticos.
[29]

Acetaminofeno ou paracetamol possui um efeito analgésico que é mediado atraves da
ativagdo de vias serotoninérgicas descendentes, é ainda o analgésico/antipirético mais popular
no uso em criangas. Apesar da sua popularidade como farmaco, o mecanismo pelo qual o AC
realiza seus efeitos em febres e dores ainda ¢é debatido. [30]

Os farmacos foram selecionados justamente por terem diferentes caracteristicas
moleculares, como massa molecular, acidez, polaridade, possuirem valores de PPB em plasma
e afinidades de interacdo com a BSA diferentes entre si. O que permitiu avaliar a extensao e
aplicabilidade das técnicas utilizadas para moléculas com propriedades distintas para 0s ensaios

in vitro.



Capitulo 4 — MATERIAIS E METODOS.

4.1 Ativacao do PEG e ensaio BSA-PEG.

A ativacdo do PEG foi feita de acordo com a metodologia criada por Marrie-Pierre e
Michel lbea [31]. Preparou-se uma solucdo de 90 mM de polietilenoglicol 6000 (PEG) em
diclorometano (CH2Cl>) e esta foi deixada de um dia para o outro em peneiras moleculares, de
forma a remover a 4gua na solucdo. Foram ainda preparadas mais duas solucdes, uma de
ativador, onde se pesou 390 mg de p-nitrofenil cloroformato e se dissolveu em 1 mL de CH.Cl;
e outra de 4-dimetilamino piridina (DMAP) onde se pesou 245 mg e se dissolveu em 1 mL de
CH.Cl,, o diclorometano usado para preparar estas solugdes foi previamente seco por incubacao
durante 24 h com peneiras moleculares 3A. Em seguida, a 10 mL da solucéo de PEG adicionou-
se entdo a solucdo de ativador (2 equivalentes molares em relacdo ao PEG), manteve-se sobre
agitacdo durante 1 minuto, adicionou-se a solucdo de DMAP (2 equivalentes molares em
relacdo ao PEG) e deixou-se a reacdo ocorrer durante 15 minutos. Ao fim deste tempo a solucao
reacional foi sujeita a precipitacao por adi¢cdo de éter etilico a 4 °C, resultando numa suspenséao
que foi mantida a -20 °C durante 30 minutos. A suspensao foi filtrada e lavada extensivamente
com Eter Etilico a 4° C. Em seguida, ressuspendeu-se o precipitado em 40 mL de agua e
realizaram-se 3 extra¢@es liquido-liquido utilizando CH2Cl», as 3 fracdes de Diclorometano
foram adicionadas ao mesmo frasco e filtradas sobre Na>SO4 para remocéo de agua residual. O
produto final foi precipitado sobre agitacdo por adicdo de Eter Etilico a 4 °C, por fim filtrou-se
e lavou-se o precipitado com éter etilico e secou-se sobre vacuo. Foi obtido um p6 branco

amarelado que corresponde ao PEG ativado (PEGa).
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Figura 6 — Esquema reacional para ativacéo do polietilenoglicol. [31]
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O espectro RMN do PEG possui sinais tipicos de protdes metilenos a 3.65 ppm,
correspondendo a 135 unidades, 542 protdes, por molécula de PEG com um peso molecular
médio de 6000 Da. Apds a reacdo de ativacdo, o espectro do PEGa surge com dois dubletos
com desvios de 7.55 e 8.35 ppm, correspondendo aos 4 protdes dos grupos terminais em cada
molécula de PEGa. H& ainda a presenca de dois dubletos com desvios de 6.95 e 8.15 ppm
correspondentes ao p-nitrofenol ainda presente na amostra de PEGa. O grau de ativacao foi
calculado através da razdo entre as areas obtidas em 7.55 + 8.35 ppm e 3.65 ppm, cada uma
dividida pelo numero respetivo de protdes:
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Figura 7 — Espetro 1D 1H RMN do PEG ativado utilizado no presente trabalho, os picos A (7.55 e 8.35 ppm)
correspondem aos protdes do grupo substituido no polimero e sdo utilizados no célculo de ativagdo, enquanto que
o sinal marcado com a letra B (3.65 ppm) € dos prot&es alifaticos da cadeia.
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A(3.65 ppm)
542

Grau de ativacao =

O PEGa utilizado para os ensaios possui um grau de ativacao igual a 0,45.

O hidrogel foi preparado seguindo a metodologia descrita por Fortier [23], uma solucao
de BSA em tampao fosfato (PBS do inglés Phosphate Buffer Saline) com pH 8,5 foi misturada
com uma solucdo de PEGa em agua, para uma concentracdo final de BSA e PEGa de 50 e 90
mg/mL respetivamente. Essas concentracBes foram escolhidas com o objetivo de atingir a
proporcdo molar de OH/NH: de grupos ativados no PEG versus grupos amino livres da BSA.
Aliquotas de 100 pL foram pipetadas e colocadas em plataformas de plastico em forma de gota,
gerando um disco ap6s a reacdo completa de polimerizacéo e secagem. Apos o periodo de 24
horas, os hidrogéis foram lavados com agua até ficarem incolores e depois equilibrados em PBS
pH 7,4.

Os ensaios de ligacdo dos compostos a albumina presente nos hidrogéis foram
conduzidos a uma temperatura de 37 °C e agitacdo de 140 rpm (rotagGes por minuto) em banho
maria.  Foram preparadas duas solu¢des de 10 mL com a mesma concentracdo de ligando e
2% dimetilsulfoxido (DMSO) e equilibradas a 37 °C. Foram adicionados os hidrogéis a uma
das solucBes, para caracterizar a ligacdo a BSA, e a outra solugdo serviu de controlo. O
momento da adi¢do dos hidrogéis foi contabilizado como tempo inicial to e foi imediatamente
recolhida uma aliquota de 200 puL (to), antes da adicdo dos géis. As solucgdes foram deixadas
em agitacdo e foram coletadas mais 4 aliquotas em tempos diferentes, 5 (ts), 20 (t20), 40 (ta0) €
110 (t110) minutos, com o objetivo de quantificar a diminuicdo do analito na fase aquosa devido
a interacdo com a BSA no hidrogel.

Acetaminofeno, verapamil e labetalol foram analisados em conjunto. A solug&o com os
ligandos a uma concentragdo de 40 uM foram adicionados 6 discos de hidrogéis, cada disco
contém 4,5 mg de BSA, correspondendo a uma concentracdo total de 40 uM de BSA. Esses
ligandos foram analisados em conjunto devido a fraca interacdo que possuem com a proteina
(Kq na ordem de 10 M). Diclofenac, acido salicilico e clorpromazina foram também analisados
em simultaneo, a solucdo com os ligandos em 20 pM foram adicionados 4 discos de hidrogéis,
a dar uma concentracéo total 27 uM de BSA. Esses ligandos foram analisados em simultaneo

pela média/forte interacio que possuem com a proteina (DC Kq na ordem de 10 e SL, CP Kgq
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na ordem de 107°). Tanto a soluc&o de controlo quanto a solucéo de ligacéo foram colocadas em
erlenmeyers de 25 mL, 37 °C e 140 rpm em banho maria, as fragGes de ligando  livre  foram
quantificadas por cromatografia liquida de alta performance (HPLC do inglés High
Performance Liquid Cromatography) com uma coluna de fase reversa Zorbax ODS C18,
250x4,6 mm, 5 um, acoplada a um detetor por fluorescéncia e absorgéo Agilent 1200 series G.

Os eluentes utilizados no HPLC foram metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), agua
(H20) e tampéo formato de aménio 50 mM (HCO2NHa) pH 6,5. Programas distintos foram
feitos para os dois ensaios, um para a separacdo do AC; LB; VP, descrito na tabela 1, e outro

para separacao do SL; DC; CP, descrito na tabela 2.

Tabela 1 — Programa gradiente separagdo acetaminofeno, labetalol e verapamil, temperatura da coluna 30 °C.

Tempo (min) % MeOH % H.0 % HCO;NH,4
0 20 0 80
7 80 0 20
20 95 0 5
22 20 0 80
25 20 0 80

Tabela 2 — Programa gradiente separa¢do cido salicilico, diclofenac e clorpromazina, temperatura da coluna 50
°C.

Tempo (min) % MeOH % H,0 % HCO;NH,4
0 20 0 80
7 80 0 20
9 95 0 5
25 95 0 5
27 20 0 80
29 20 0 80

4.2 Solucdes para o ensaio no ITC.

As solucgdes para as titulagdes no ITC foram preparadas em um volume de 2,5 mL em

PBS pH 7,4 2% DMSO, ambas as solugdes, da célula e seringa, feitas com as mesmas pipetas
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e volumes finais para minimizar uma eventual diferenca na propor¢do de DMSO em ambas as
solugdes. As titulagdes ocorreram a temperatura de 37 °C, 199 rpm de agitagéo, 29 injecdes de
10 uL e intervalo de 350 segundos entre cada inje¢do, ambas as solucdes desarejadas por 5
minutos antes de iniciar o experimento. No ensaio do diclofenac a solucdo de BSA era
preparada para 20 uM e ligando 400 uM numa proporgdo de 1:20 proteina-ligando, enquanto
acido salicilico numa proporgao 1:12,5 com 40 uM de BSA e 500 uM de ligando. As proporgoes
utilizadas foram pensadas levando em conta os sitios de ligacdo de cada molécula com a
proteina, dois parao DC e um para o SL. Os ensaios foram realizados em um Malvern Microcal
VP-ITC. A BSA utilizada nos ensaios foi previamente dialisada e quantificada por absorc¢ao no
UV-Vis, com uma membrana Thermo Scientific de 10.000 MWCO, em PBS pH 7,4 a 4 °C sob
agitacdo e duas corridas eram feitas de 750 mL cada, para fins de purificacdo, a solu¢do tampé&o
da segunda corrida era entéo filtrada (filtros com poros de 0,45 pum) e guardada para utilizagado
nos ensaios.

As solugdes foram quantificadas previamente por absorcdo no UV-Vis em um
Spectronic Unicam UV 500. O coeficiente de absortividade molar da BSA de 43.824 Mcm™
a 279 nm [32], &cido salicilico 3.475 Mtcm™ a 298 nm [33], diclofenac 11.263 + 388 Mcm
determinado em triplicata a partir de 3 solucdes padréo distintas.

4.3 Materiais

Acetaminofeno, labetalol, verapamil hidroclorado, diclofenac de sddio,
clorpromazina hidroclorada, &cido salicilico, éter etilico e dimetilsulféxido deuterado foram
adquiridos da Sigma Aldrich, todos grade analitica. DO 99,90% foi adquirido da Eurisotop.
Albumina sérica bovina > 98% adquirida da Fisher Scientific. Polietilenoglicol 6000 foi
adquirido da Merck, 4-nitrofenil cloroformato 97% foi adquirido da Acros Organics, 4-
dimetilamino piridina 99% foi adquirida da Thermo Scientific. Diclorometano foi adquirido
da Riedel-de Haén, metanol e acetonitrilo foram adquiridos da Honeywell ambos > 99,9%.
O tampéo fosfato (PBS) utilizado em todos os ensaios era composto de NaCl 137 mM, KClI
2,7 mM, Na2HPO4 8 mM e KH2PO4 2 mM com pH ajustado em 7,4,
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Capitulo 5— RESULTADOS E DISCUSSAO

Hidrogeéis BSA-PEG

A primeira estratégia para estudar a interacdo dos compostos com a albumina sérica
bovina foram os hidrogéis feitos com PEG ativado e BSA. Os resultados obtidos com os
hidrogéis sdo encorajadores, com esse recurso foi possivel quantificar, utilizando HPLC, a
diminuicdo da concentracdo do ligando em solucéo nos erlenmeyers contendo BSA-PEG em
relacdo aos erlenmeyers contendo as solucdes de controlo, bem como estimar as constantes de
associacdo dos compostos com a proteina. A separacdo e quantificacdo dos compostos foi
realizada com sucesso em cada um dos experimentos, para as diferentes substancias. Na figura
7 estdo representados cromatogramas tipicos obtidos para cada um dos conjuntos de ligandos.
Os diferentes ligandos foram identificados com base no espectro de absorc¢éo, apresentado no
insert de cada figura, e na injecdo de cada ligando individualmente. Com excecdo do SL, o
método utilizado conduz a uma boa separacéo e interacao eficiente dos ligandos com a coluna
de HPLC, obtendo-se um tempo de retencdo superior a 5 minutos e picos bem separados dos
restantes componentes na solucdo. No caso do SL o tempo de retencédo foi préximo do volume
morto da coluna e observa-se um pico complexo quando detectado por absorcao no UV (Figura
7B) devido a interferéncia com outros componentes da solucdo com eluicdo a tempos
semelhantes. Este método de dete¢do ndo é assim adequado para a quantificacdo do SL. A
quantificacdo do SL foi assim efectuada através da sua fluorescéncia a 406 nm quando excitado
a 310 nm.
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Figura 7 — A Cromatograma referente ao método para separacdo e quantificagdo do acetaminofeno, labetalol e
verapamil, composicdo do eluente indicada na tabela 1, antes (t0) e ap6s incubagdo com 6 discos de BSA-PEG
hidrogel durante 110 minutos a 37 °C (t110). B Cromatograma referente ao método para separacao e quantificacdo
do acido salicilico, diclofenac e clorpromazina, composicdo do eluente indicada na tabela 2, antes (t0) e apés
incubacdo com 4 discos de BSA-PEG hidrogel durante 110 minutos a 37 °C (t110). A linha azul corresponde as
amostras coletadas em to e laranja em ti30. Em A o pico entre 5 e 10 minutos corresponde ao acetaminofeno, entre
10 e 15 minutos ao labetalol e entre 20 e 25 minutos ao verapamil. Em B o primeiro pico, proximo dos 4 minutos,
corresponde ao &cido salicilico, o segundo, proximo a 10 minutos, ao diclofenac e o Gltimo, prdximo do minuto
30, a clorpromazina. Os espectros de absorcéo correspondente a cada pico estdo apresentados nos inserts.

Observa-se uma diminuicdo significativa na area correspondente aos varios ligandos
apos incubacdo com os hidrogéis de BSA-PEG (1110 vs t0). Esta diminui¢do é mais pronunciada
para o diclofenac, indicando uma interacdo mais efetiva com os hidrogéis, a variacdo da area
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correspondente aos varios picos com o tempo de incubacdo com os hidrogéis esta apresentada
na Figura 8. Nota-se que as areas correspondentes as solugdes controlo se mantém
essencialmente inalteradas ao longo do tempo de incubacdo, indicando que a solucdo dos
ligandos é estavel e que 0 método de detecdo € adequado. No caso das amostras incubadas com
0s géis de BSA-PEG é possivel enxergar uma diminuicdo significativa logo ao fim de 5 minutos
de incubacdo, mantendo-se estavel ou diminuindo pouco mais ao longo do tempo de incubagéo.
No grafico B estdo apresentados os resultados para o conjunto de ligandos onde se esperava
uma ligacdo mais eficiente a BSA. Os resultados obtidos estdo de acordo com a espectativa,
com uma maior diminuicdo da fracdo de ligando livre em solugéo (notar a diferente escala do
eixo dos y nos gréficos A e B). Para este conjunto de resultados observa-se uma variacdo mais
lenta na fracdo de ligando livre, estabilizando apenas para tempos de incubacgéo superiores a 20

minutos (SL e CP) ou mesmo 40 minutos (DC).
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Figura 8 — Variacdo da area dos picos correspondentes aos varios ligandos numa experiéncia tipica com os
ligandos AC, LB e VP (grafico A), ou SL, DC e CP (gréafico B). As areas correspondentes as solugdes controlo
(sem hidrogel) estdo apresentadas com os simbolos *, e as areas correspondentes as solugdes incubadas com os
hidrogéis estdo apresentadas com os simbolos ¢, ambos segundo o cédigo de cores apresentado na figura. Notar a
diferente escala no eixo dos y dos graficos A e B.

A partir da area obtida foi calculada a concentracdo de ligando livre na fase aquosa,
tomando como referéncia a area obtida para a amostra antes da incubagdo com o hidrogel (to).
A concentragéo total de ligando em solugéo a cada tempo foi calculada tendo em atencéo a
quantidade removida para analise no HPLC nos tempos anteriores e a variagdo no volume total
da solugdo. Por fim, a concentracdo de ligando associado aos hidrogéis foi calculada por
subtracdo da concentracdo de ligando livre a sua concentracao total. A variacdo da fragdo de
ligando associado aos hidrogéis de BSA-PEG ([PL]/[L]t) em funcdo do tempo de incubagéo

esta apresentada na figura 9.
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Figura 9 — f, no ensaio de ligacdo para diclofenac (pontos azuis) e verapamil (pontos vermelhos) em fungéo do

tempo. Os pontos sdo referentes aos dados experimentais enquanto que a linha é proveniente do ajuste. O mesmo
tratamento foi feito para todos os farmacos estudados.

Os resultados experimentais estdo representados por simbolos e as linhas correspondem

ao melhor ajuste de uma funcao exponencial para cada um dos ligandos, equacédo (1).

fu(t) = fu(oo) + (fu(o) - fu(oo))e_kt (1)

Onde fu (t) corresponde a fracdo de ligando livre em solucdo ao tempo t, f, (0) antes da
adicdo dos hidrogéis, fu (o) apos atingido o equilibrio, e k a constante de velocidade em que o
equilibrio é atingido, a fracdo ligada ao gel fy(e0) foi entdo calculada como 1- f, ().

O equilibrio proteina-ligando pode ser descrito em fun¢édo das concentrac@es de ligando
total ([L]+), ligando livre ([L]w), proteina total ([P]1), equacdes 2 e 3.

P+L o PL (2)
[P
e = P Tl 3)

Em sistemas que a concentragdo de albumina é significativamente maior que a dos
compostos o regime de saturacdo entre proteina ligando ndo é atingido. Logo o sistema pode

ser descrito pela equagéo (4):
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K, = [PL] _ fv () (4)

[Plr[L]  [Plr-fu(o0)

Por outro lado, quando a concentracdo de proteina é ligeiramente maior, e 0S COmpostos
ligam-se ao mesmo sitio de ligacdo na proteina, como € o caso envolvendo os ensaios feitos

neste trabalho, a seguinte relagdo precisa ser utilizada para obter a constante de ligacéo:
LY, + P, & PL (5)

[PL] fi(e)
a=T. = i 6
[LLW][PW] [Pw]- fu (o) (6)

A fracdo de ligando livre em solucdo aquosa (obtida a partir da experiéncia de ligacéo)

depende da constante de associacao e da concentracdo de proteina livre, equacéo 7:

fi(®) = 7

1+ KL [Py]

As concentracbes de ligando livre e ligado séo calculadas conforme indicado

anteriormente, e a concentragdo de proteina é obtida da seguinte equacéo:

[Plr = [Phw + ) [PLi] = [Pl (1+ ) KilLiy]) (8)

No caso da presenca de apenas uma espécie de ligando, as equacdes (6) e (8) podem ser
resolvidas analiticamente conduzindo & uma equacgdo quadratica em que a solugdo com

significado fisico € a x- [34], equagéo (9).

(PL] = (Kq + [Llr + [P]r) £ \/(Kd;' [L]r + [P]7)? — 4[L]7[P]r 9)
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Onde Kg representa a constante de dissociacdo do complexo proteina-ligando (Kq =
1/Ka).

Quando ha presenca de diversos ligandos em solucéo, nao existe solugédo analitica para
0 conjunto de equacdes (6) e (8), e o valor das constantes de ligacdo tém de ser obtido através
do ajuste global para os resultados de todos os ligandos e calculado por métodos numéricos.

Nas equacdes acima foi feita a aproximacao de que a proteina possui apenas um local
de ligacdo. A BSA possui varios locais de ligacdo onde as moléculas se ligam com afinidade
semelhante. Neste caso, se a concentracao de ligandos for inferior a de proteina apenas uma
molécula de ligando esta ligada a cada molécula de proteina, mas este pode encontrar-se em
diversos locais de ligacdo. As equacdes (6) e (8) continuam vélidas, mas a constante de
afinidade corresponde, neste contexto, a constante global para a ligagdo da primeira molécula
de ligando, Ki'. Esta constante global de associacdo relaciona-se com as constantes
microscopicas de ligacdo do ligando i a cada um dos sitios de ligag&o na proteina, Ka'(j), através
da equacéo (10).

Ki = KL() (10)

Os resultados experimentais coletados para a fracdo de ligando livre apds estabelecido
o0 equilibrio com os hidrogeéis de BSA-PEG foram analisados através do ajuste global para cada
conjunto de ligandos testados em simultaneo (AC+LB+VP, e SL+DC+CP) utilizando a funcgéo
Solver do Excel para encontrar as constantes globais de associa¢do de cada ligando, através da
solucdo numeérica das equacdes (6) e (8), e minimizacdo dos desvios entre a fracdo de ligando
livre calculada pela equacdo (7) e os valores experimentais obtidos. Devido a amostragem ao
longo da incubag@o com o hidrogel, o volume total da solucéo diminuiu ligeiramente, de 10 mL
a to para 9,2 mL ap6s amostragem aos 40 minutos. Portanto, a concentracdo de proteina em
solug¢do aumentou ligeiramente, de 40,6 para 43,2 uM no caso de 6 discos de hidrogel e de 27
para 28,8 uM para 4 discos de hidrogel. Na analise dos resultados foram considerados ambos
os valores limites para a concentracéo de BSA, correspondendo a maior incerteza associada aos
parametros obtidos para uma dada experiéncia. Foram realizadas duas experiéncias
independentes (novos discos de hidrogel, incubacdes e anélises por HPLC). O valor médio foi
calculado para o logaritmo da constante de associacdo pois esta € a variavel aleatoria que

apresenta uma distribuicdo Normal [35], e estd apresentado na Tabela 3 juntamente com o
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desvio padrdo correspondente. O valor caracteristico da constante de associacao foi calculado
a partir do valor médio de log(K1). Na tabela estdo também apresentados os valores encontrados
na literatura para a constante de associagdo, preferencialmente quando obtido por didlise em
equilibrio que € a metodologia standard para a obtencao desses parametros.

As constantes estimadas para 0s seis compostos, utilizando os hidrogéis BSA-PEG, séo
préximas das ja estabelecidas na literatura para interagdo entre os f&rmacos com a albumina em
técnicas distintas. Ainda que algumas condi¢des experimentais sejam diferentes como pH e
temperatura. Por isso o sistema possui potencial para ser utilizado como um modelo in vitro
para estimar a fracdo ligada de compostos a proteina em um programa de desenvolvimento de
farmacos por exemplo.

Tabela 3 — Constantes de globais de associacdo (Ki/M™) ao hidrogel de BSA-PEG obtidas para o melhor ajuste
a equacdo (1). Os valores da constante de associa¢do obtidos por dialise ao equilibrio estdo também indicados,
juntamente com a referéncia de onde foram obtidos, as condi¢des experimentais do ensaio e 0 método utilizado.

A fracdo ligada f, foi calculada a partir de K; assumindo a concentragdo de albumina no plasma de 600 uM, ou
seja, excesso de proteina em solugdo equacao (4).

Composto fo K1 (M1)? log (K/M?) T(°C) pH log(Ks/M?') T(°C) pH
DC 0,99 4,02 x 10° 5,6 £0,08 5,75° 37,0 7,4
SL 0,96 4,76 x 10* 4,68 £0,13 4,68° 37,0 7,4
cp 0,96 3,94 x 10* 4,60 £ 0,08 37 7,4 4,25°¢ 25,0 7,4
AC 0,76 5,43 x 103 3,73 +0,05 3,41¢ 37,0 7,0
LB 0,83 8,15 x 103 3,91+0,14 2,72¢ 36,5 7,4
VP 0,84 8,82 x 103 3,95+0,03 3,04f 25,0 7,4

@ Parametros obtidos neste trabalho.

b Obtido por dialise em equilibrio [36]

¢ Obtido por dialise em equilibrio [37].

d Obtido por microdialise [38].

¢ Obtido por eletroforese capilar [39].

f Obtido por eletroforese capilar assistida por pressao [40].

Acetaminofeno e labetalol possuem um PPB baixo, 15 a 21% e 50% respetivamente,
portanto suas constantes de associagdo serem também baixas, na ordem de 10® M7, ndo é
surpresa pois indica uma fraca interagdo com a albumina algo que é esperado para farmacos
gue ndo possuem um PPB alto. O Diclofenac é o caso contrario, com um PPB de 99,9% sua
constante de associa¢io com a proteina é média/alta na ordem de 10° M. Para a clorpromazina
e acido salicilico, seus PPB sdo 98,7% e 94,8% respetivamente, com constantes de associacdo
médias na ordem de 10* M. E no caso do verapamil, seu PPB ¢ de 90%, porém sua constante

de associago é fraca também na ordem de 10° ML, [41]



42

As constantes calculadas s&o globais, ou seja, ndo sdo as constantes de interacdo
macroscopicas nem microscopicas. Uma aproximacdo vélida, visto que o objetivo com esse
método é estimar a constante de associacao global entre farmacos e albumina sérica como um
modelo in vitro para estimar a fracdo ligada no plasma. Algo plausivel, pois, a concentracdo de
farmaco no plasma ¢é inferior a concentracdo de HSA e por isso dificilmente a proteina ira
encontrar-se num regime de saturacdo, ou seja, a constante de associacdo global é o suficiente
para modelar o sistema de uma maneira aproximada. Além disso, o sistema de hidrogéis permite
a analise de diferentes compostos no mesmo ensaio, uma boa difusdo de moléculas pequenas
para dentro do hidrogel devido ao significativo volume aquoso dentro do mesmo e um rapido
estabelecimento do equilibrio quimico, quando comparado com outras técnicas como dialise
em equilibrio que demora cerca de 3,5 horas por exemplo, ha de se ressaltar também a auséncia
de membrana para separar as fracdes livre e ligada na qual pode ocorrer a adsor¢do das
moléculas & membrana. E mais barato que técnicas como ultrafiltracio e ultracentrifugagéo, e
ndo é necessario nenhum equipamento caro para além do usual em um laboratério de
bioquimica. [41]

Fazer uma correlacdo direta entre as constantes de associacdo, obtidas por métodos in
vitro, dos ligandos com a albumina bovina sérica e suas fracdes ligadas no plasma sanguineo é
um pouco arriscado. Isso pode funcionar bem para compostos que interajam de maneira
média/forte com a proteina, entretanto moléculas que possuam uma interagdo fraca com a BSA
podem ter uma fracdo ligada no plasma consideravel como é o caso do verapamil, a indicar que

no plasma ele provavelmente se liga a outras proteinas como AAG por exemplo.

Tabela 4 — Influéncia dos descritores moleculares na interagdo proteina-ligando, dados obtidos no programa
Calculators & Predictors da Chemaxon.

Composto K. (M1) CpKa CargaapH7,4 Clogbh ClogP
DC 4,02 x 10° 4,2 -1 1,1 4,0
SL 4,76 x 10* 3,0 -1 -1,5 1,9
cp 3,94 x 10* 9,2 +1 2,7 4,6
AC 5,43 x 10° 14,8 0 1,7 1,8
LB 8,15 x 10? 8,0;9,8 +1 1,3 1,2
VP 8,82 x 103 10,4 +1 2,3 4,6

Quando olhamos para algumas propriedades moleculares de cada farmaco e sua

afinidade de interacdo com a albumina, é possivel tracar alguns paralelos. A BSA possui maior
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afinidade de interacdo com moléculas carregadas negativamente, como é o caso do diclofenac
e &cido salicilico cujos grupos acidos se encontram ionizados a pH 7,4. Ja a clorpromazina,
labetalol e verapamil sdo carregados positivamente a pH 7,4, devido aos grupos aminas,
enguanto que o acetaminofeno € uma molécula neutra nas condi¢des experimentais. Ao analisar
0s ClogD’s e ClogP’s de cada ligando, ¢ evidente que um ClogD e ClogP mais elevado, logo
maior carater hidrofobico da forma neutra, conduz de um modo geral a uma maior afinidade
entre a molécula e a proteina como é o caso tanto do diclofenac. N&o se observa, no entanto,
uma dependéncia simples entre K1 e o ClogD do ligando, onde por exemplo a CP é o ligando
que apresenta um maior valor de ClogD mas é o terceiro ligando com maior afinidade para a
BSA. Esta auséncia de correlacdo deve-se a contribuicéo de outros fatores, por exemplo a carga
global do ligando discutida acima. Quanto a clorpromazina, essa propriedade contribui para um
efeito hidrofébico mais efetivo na interacdo proteina-ligando aumentando assim a afinidade
entre as espécies. Por fim é evidente uma dependéncia das cargas presentes em grupos acidos e
basicos nas moléculas nas condi¢Bes experimentais bem como sua hidrofobicidade, a presenca
de cargas negativas e maior carater hidrofobico é o que ajudam a explicar a maior afinidade das

moléculas na interacdo com a albumina, como foi referenciado no Capitulo 2.
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Figura 10 — Valores de pKa calculados, para cada uma das moléculas, utilizando o programa Calculators &
Predictors, 0s grupos &cidos estdo destacados em vermelho enquanto os basicos em azul com os respetivos valores
de pKa.

Vale ressaltar que a molécula de albumina passa por diversas mudancas
conformacionais conhecidas, geralmente sob condi¢cdes ndo fisioldgicas. Essas incluem
isomerizacBes com mudangas moderadas de pH, mudancas mais extensivas em pH extremos
ou com quebra de ligacdes dissulfeto. Quatro isdmeros da forma normal N sdo reconhecidos,
sendo eles: F (do inglés Fast) a pH 4, E (do inglés Extended) abaixo do pH 3, B, ou basica, a
pH préximo de 8 e A (do inflés Aged) a pH proximo de 10. As mudangas estruturais foram
previstas através de evidéncias fisico-quimicas e apenas provisoriamente identificadas em
relacdo a configuracao terciaria da aloumina. As isomerizagdes séo de interesse mais pelo que
podem dizer sobre a dindmica da estrutura proteica do que pelo significado fisiologico, todas

sdo reversiveis e esquematizadas abaixo. [15]

EeoFoNoBoA
pH de transi¢ao: 2,7 43 8 10
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Na formacéo do hidrogel a BSA é ajustada em pH 8,5 em PBS, faixa em que ocorre a
transicdo N->B a qual ocorre entre pH 8 e 9. A isomerizacdo, chamada de transicao basica, tem
sua base no pK incomum de grupos ionizaveis imidazois. Desde 1963 as propriedades do
isbmero B tém interessado muitos quimicos que estudam albumina, a impressdo é de uma
flutuacéo estrutural, um relaxamento da molécula com perda de rigidez, a afetar particularmente
a regido amino-terminal. Em relacdo a interacdo da proteina com ligandos, os efeitos da
transicdo basica ocorrem no dominio Il, com contribuicdo do dominio I, e poucas mudancas no
dominio I1l. Levando a uma maior afinidade de farmacos que interagem no Sitio I, enquanto
no Sitio 1l ndo se nota diferenca. O fato da reacdo de polimerizacdo da BSA com PEGa
acontecer em pH onde a transi¢do béasica ocorre pode influenciar na alteracdo da ligacdo dos
compostos a proteina, uma vez que a proteina seria imobilizada na conformacdo B, porém a
isomerizacao é reversivel e quando equilibrada em PBS pH 7,4 deve ser capaz de voltar a forma
N. [15]

As constantes medidas com os hidrogéis mostraram uma boa concordancia com a
literatura, o que indica que o isbmero N é a conformagdo mais provavel nas condigdes
experimentais em que o ensaio foi realizado. Isso somado a elevada absorcdo de adgua dos
hidrogéis leva a crer que a liberdade conformacional da proteina no hidrogel é bem consideravel
e abre portas para diferentes experimentos em condi¢des ndo fisioldgicas dos hidrogéis, bem
como ajuda a entender as propriedades estruturais da proteina no hidrogel.



46

Titulacdo Isotérmica Calorimétrica

Nas titulagdes feitas no ITC somente foram realizadas com éxito para dois compostos,
acido salicilico e diclofenac. Das constantes obtidas nos hidrogéis e presentes na literatura, era
de esperar que DC, SL e CP dessem bons termogramas e curvas nos ensaios de ITC, uma vez
que a constante de associagio do DC é na ordem do uM™, enquanto que a do SL e CP 10*M™.
Assim é possivel trabalhar com boas proporc6es proteina-ligando e concentracfes levando em
conta o limite de solubilidade dos compostos, ja& que o calor medido das interacdes é
proporcional as quantidades de proteina na célula reacional e ligando adicionado a cada ponto
da titulacdo. Diclofenac e acido salicilico tiveram suas titulacBes realizadas com éxito,
extraindo valiosas informacOes termodindmicas sobre as interacdes dos ligandos com a
proteina.

Com a clorpromazina as curvas de titulacdo acabaram por gerar calores endotérmicos e
calores de diluicdo que indicavam algo anormal ocorrendo com o composto conforme as
injecOGes iam ocorrendo. Verapamil e labetalol possuem constantes de associacéo baixas como
vimos nos hidrogeis, logo para se obter uma boa curva no ITC é necessario subir
consideravelmente a concentracdo da proteina e dos ligandos em solucéo, a fim de obter calores
de interacdo acima do limite de sensibilidade do equipamento. Mas o limite de solubilidade dos
ligandos ndo permite aumentar as concentragdes de ligando na seringa acima de 350 pM,
condicionando a utilizacdo desta metodologia para obter as informacGes termodinamicas da
interacdo com a BSA. Ja para o acetaminofeno mesmo subindo sua concentracdo a 1 mM, ainda
assim ndo foi capaz de gerar bons calores a cada injecdo, acabou por ndo gerar uma curva boa
o suficiente para tirar dali informacdes validas.

A ligacdo de compostos é frequentemente seguida por variacfes nas propriedades da
proteina que s&o proporcionais ao avango do processo de ligacdo, ou propriedades que refletem
a propria ligacdo em si como o calor envolvido na interacdo ou mudangas na ionizagdo do
ligando ou da proteina. Para utilizar a equacéo de segundo grau (9), para anélise quantitativa de
dados experimentais, € necessario primeiro identificar qual das duas possiveis solucdes
matematicas tém significado fisico. No caso da associacdo entre duas substancias, pode ser
deduzida facilmente que a solugdo com significado fisico é sempre a subtragdo no resultado da
raiz, pois a soma é maior que [P]r e/ou [L]r. Quando a saturagdo da proteina € acompanhada
experimentalmente, a concentracdo do ligando € a variavel independente, e a afinidade da

ligacdo (Ka ou Kg) pode ser calculada pelo melhor ajuste da solucdo correta da equagéo
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quadrética para os resultados experimentais. A solugdo da equacdo é valida em todas as
condices, baixa ou alta afinidade de ligagdo, concentracdes similares ou diferentes de proteina
e ligando. [34]

Se a saturacao da proteina for alcancada e acompanhada quantitativamente, a constante
de ligacdo macroscopica pode ser obtida e da sua dependéncia na saturacdo da proteina podem
ser retiradas algumas conclusdes sobre o nimero de locais de ligacdo, suas similaridades e
independéncia. Como no caso do diclofenac por exemplo, o qual se liga em dois sitios de
ligacdo na albumina [42]. No caso de dois locais de ligacdo, iguais ou diferentes, ha dois

possiveis sitios de ligacdo distintos no sistema, entdo a ligacdo pode ser descrita:

Ly + P o PL — K] (11)

Ly + Pl & pLI — Kl (12)

Onde P' e PL' correspondem respetivamente aos sitios de ligagéo i livres e ocupados, e
Ka'é a respetiva constante de associagdo microscopica, com i representando os locais de ligacao
I e Il. A ligacdo do composto com cada local de ligacdo ndo pode ser caracterizada de maneira
independente, em vez disso uma equacéo geral considerando a ligagdo com todos os locais de
ligacdo tem de ser definida e resolvida. Se os sitios de ligacdo forem equivalentes e
independentes, a solucdo simples é considerar a concentracdo total de sitios de ligacdo na
equacdo 2, [PL] = [PL'] + [PL"], e usar a resolucdo da equacgdo quadratica indicada
anteriormente. Como a concentracdo de proteina é conhecida e possui dois locais de ligacao
distintos, a saturacdo da proteina com o diclofenac é melhor descrita pelas constantes

macroscopicas K1 e Ka: [34]

Ly +P o PL | K _ PLh (13)
v Y L [P
_[PL];

LW+PL1 (—)PLZ |K2 —m (14)

E importante notar que PL; representa um subconjunto do complexo proteina-ligando

com i ligandos por proteina, ndo contém informacéo em relacéo aos sitios de ligacdo em que 0s
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ligandos estdo. Por exemplo, PL1 representa a quantidade de moléculas de proteina com apenas
uma molécula de composto ligada, que pode estar no sitio 1 ou 2. A fragdo ligada relativa a
cada local de ligacdo depende das constantes de associagdo microscopicas Ka', 0 mesmo vale
para PL>. [34]

Nas experiéncias de ligacéo aos hidrogéis de BSA-PEG, a concentragéo de proteina foi
sempre superior a de ligando associado a proteina, ja que a BSA se ligou apenas a uma molécula
de ligando. Ou seja, apenas a constante de associacdo K foi caracterizada. No entanto, nas
experiéncias de ITC a concentracdo de ligando atingiu valores superiores a concentracdo de
BSA, permitindo também a caracterizacdo da associacao de uma segunda molécula de ligando
(K2). Para além de se atingir uma maior saturacdo de proteina com o ligando, o ITC permite
também distinguir entre a ligacdo do ligando aos diferentes locais de ligagcdo, conduzindo assim
as constantes de associa¢do macroscopicas. Esta distincdo é possivel quando os parametros
termodinamicos para a interacdo do ligando nos dois locais de ligagéo séo diferentes.

Os célculos feitos para obtencdo das constantes de associacdo e parametros
termodinamicos, foram feitos com base nas relagcdes descritas anteriormente. Para ambos 0s
compostos foi avaliada a qualidade do ajuste considerando varios modelos, apenas um local de
ligag&o ou considerando dois locais independentes. O melhor modelo foi selecionado com base
na qualidade do ajuste obtido. Ajuste feito no Excel com uso da funcdo Solver. Como o sistema
do ITC ¢ termicamente isolado e mantido em temperatura constante, o AG ¢ TAS foram

calculados com as seguintes relacdes:

AG = —RTInK,,

AG = AH — TAS

A energia livre de Gibbs é o principal potencial termodindmico em um processo
ocorrendo a temperatura e pressao constante, e surge naturalmente quando a segunda lei da
termodinamica ¢é aplicada a um sistema fechado em equilibrio térmico e mecéanico com seu
ambiente, ou seja, temperatura e pressao constantes, exatamente o caso nos ensaios feitos no
ITC. Para que um processo ocorra espontaneamente a diferenca na energia livre de Gibbs entre
o0s estados inicial e final ttém de ser negativa. Em particular, para processos de ligacdo a
mudanga na energia livre de Gibbs (AG) é a diferenca do potencial quimico entre o complexo

e as espécies livres onde u é o potencial quimico de uma dada substancia [43]:
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AG = u(PL) — u(Py) — u(Ly)

Como todo processo de ligacdo é espontaneo o AG é sempre negativo, a exemplo das
titulacbes da BSA com SL e DC, quanto mais negativo maior a afinidade. O AG pode ser
calculado a partir da Keq € por isso obtido usando qualquer metodologia experimental, a grande
vantagem do ITC ¢ obter o AH e com isso determinar o AS. Ha maior interesse no foco e
discussdo da termodinamica de ligacdo em termos de termos de contribuicdes entropica e
entalpica, que podem mostrar diferengas positivas ou negativas e exibem maior suscetibilidade
a mudancas em fatores intrinsecos e extrinsecos do que a energia livre de Gibbs, provendo outra
camada de informacéo do processo de ligacéo.

Em uma interacdo proteina-ligando o AH reflete a formacao ou rompimento de varias
interacdes ndo covalentes, ligacdes de hidrogénio, interagdes de van der Waals e interacdes
ibnicas, entre a albumina e o ligando, e entre estes e o solvente, com as ultimas a terem um
papel chave permitindo avaliar sobre a especificidade das interacGes estabelecidas. A entalpia
medida é a contribuicdo de todos os processos que acontecem simultaneamente nas interacoes,
incluindo as interacdes proteina-ligando, a quebra das interacbes com o solvente durante a
dessolvatacéo e alteragbes conformacionais. E comum agrupar a entalpia intrinseca e a de
dessolvatacdo, até mesmo a de alteracdes conformacionais, em uma entalpia efetiva de ligacéo,
aproximacdo essa realizada nos nossos modelos de anlise para todas as titulacdes feitas no
ITC. E importante ter a ideia de que todos os processos possiveis contribuem para os dados
experimentais obtidos, porém separar todas essas contribuicbes € demasiado complicado
experimentalmente, e pouco vantajoso uma vez que esses processos também ocorrem em
sistemas in vivo. [43]

A entropia é uma medida da distribuicdo de energia em diferentes graus de liberdade
em um dado sistema, é também considerada como uma medida de desordem de um sistema, a
mudanca de entropia em uma intera¢do proteina-ligando (TAS) ocorre em maior parte pela
liberacdo de moléculas de agua que ocorre quando 0 composto interage com a albumina. Assim
como no caso do AH, o TAS pode ser dividido em diversas contribuicbes de processos
adjacentes a ligacdo, incluindo dessolvatagdo, mudancas conformacionais e entropia roto-
translacional. E também comum agrupar todas essas vertentes em uma entropia efetiva de

ligacdo, aproximacéo usada em nossos modelos. [43]
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A entalpia e a entropia de ligacdo refletem interacdes intermoleculares e fenébmenos de
naturezas diferentes. A entalpia € associada a especificidade enquanto que a entropia reflete o
estabelecimento de interacBes ndo especificas. Portanto, o perfil termodindmico de uma
interacdo proteina-ligando revela a maneira de interacdo do ligando e a natureza do fendbmeno
principal comandando a interacdo: i) uma ligacdo entalpicamente favorecida (pouco ou
desfavorecida entropicamente) indica que o composto estabelece interagcdes mais fortes com a
proteina em comparacdo com as interacdes estabelecidas com o solvente, e que a entropia de
dessolvatacdo dificilmente compensa a entropia de perda conformacional, ii) ja uma ligacédo
entropicamente favorecida (pouco ou desfavorecida entalpicamente) indica interagdes fracas do
composto com a proteina que ndo sdo compensadas pelo rompimento de interacdes com o
solvente, e a entropia de dessolvatacdo compensa grandemente a entropia de perda
conformacional. [43]

Neste trabalho foi possivel obter a constante de associacdo (Ka), entalpia (AH), entropia
(TAS) e energia livre de Gibbs (AG) associadas ao processo de interacdo do diclofenac e do
acido salicilico com a BSA. Assumindo o modelo descrito, equacdes (5) a (14), a analise dos
dados foi efectuada no programa Excel utilizando a fungdo Solver. , diferentes ajustes foram
feitos para analise da interagdo dos compostos com a albumina, de maneira que o melhor ajuste
foi para dois locais de ligacdo independentes, o que fica evidenciado quando olhamos o % min
referente a cada ajuste, para cada composto, nas figuras 12 e 15.

A partir do termograma, figura 11, é possivel perceber a curva de titulagdo da BSA com
SL ao longo das 29 injecdes, a proporcdo usada de 1:12,5 proteina-ligando permite uma
saturacdo da proteina ao final da curva. O calor associado a interacao € o suficiente para estimar
bem os valores das variaveis termodinamicas do processo. O perfil da curva também mostra

que a interacdo ndo € forte pois ndo ha uma transicdo abrupta entre o inicio e o final da titulacéo.
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Figura 11 — Termograma da curva de titulacdo da albumina sérica bovina com &cido salicilico, com concentragdes
respetivas de 40 uM de proteina na célula e 495 uM de ligando na seringa. Ensaio feito a 37 °C em PBS pH 7,4
2% DMSO.

E evidente que o ajuste para um local de ligacdo ndo é um bom ajuste para o SL, figura
12. Enquanto que o ajuste para um local de ligagdo com a concentragéo de proteina [P] variando
ha uma bom fit do ajuste com o experimental, porém a incerteza associada a [P] € grande o que
ndo é plausivel uma vez que a proteina sempre foi quantificada ao longo das etapas de preparo
das solucdes de albumina. Por fim, o ajuste mais adequado foi para dois locais de ligacao
independentes, onde teve-se 0 menor valor de 2 min com as condic@es experimentais utilizadas

durante os ensaios.
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Figura 12 — Ajustes feitos para a titulagdo da BSA com acido salicilico com os respetivos valores de %2, um menor
valor de %2 corresponde a uma menor incerteza nos parametros obtidos. A para um local de ligagdo. B um local de
ligagdo com concentracdo de BSA variavel. C dois locais de ligagdo independentes.
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Os dados obtidos para os parametros da interacdo BSA-SL utilizando o ajuste para dois
locais de ligacdo independentes, figura 12A estdo apresentados na tabela 5:

Tabela 5 — Pardmetros termodinadmicos obtidos da titulagdo da BSA com SL (3 experiéncias independentes), com
ajuste feito no Excel utilizando a funcéo solver, para dois locais de ligacdo independentes. Log K, da segunda
coluna séo provenientes da literatura por didlise em equilibrio.

Log K.(M?) Log K.(M?) [36] AG (kJ.mol?) AH (kJ.mol?) TAS (kJ.mol?)

Sitio | 4,6+0,2 4,7 -26,9+1,3 -20,4+5,4 6,4+6,5
Sitio |l 3,1+1,7 4,1 -17,9+9,7 -1,5+2,3 16,3 +£8,7

Figura 13 — Balanco das contribui¢oes entalpica e entrdpica na energia livre de Gibbs para interagdo entre BSA e
SL. A E o balanco das contribui¢des para o sitio I, enquanto B para o sitio II.

O ITC conseguiu aferir a constante de associacdo do SL com a BSA, em valor
semelhante ao da literatura. O valor negativo da energia livre de Gibbs, processos exergonicos,
confirma a espontaneidade do processo nas condices experimentais. No caso da ligagdo ao
sitio I, observa-se que a contribuicdo da entalpia € majoritaria em relacdo a entropia o que indica
que a interacdo proteina-ligando é direcionada pelo estabelecimento de ligacGes de hidrogénio
el/ou interacBes idnicas e que provavelmente é uma interagdo com um local de ligacéo especifico
da BSA. Neste caso é possivel observar como as propriedades moleculares, citadas na Tabela
2, refletem-se nos valores de entalpia e entropia de interacdo, devido a carga negativa do acido
salicilico bem como grupos doadores e aceptores de ligagdo de hidrogénio (favorecendo
entalpia) e seu carater hidrofébico (favorecendo entropia).

Os valores obtidos para o primeiro sitio de ligacdo séo confiaveis, com um desvio padrdo
relativo de 4,7%, logo os parametros termodindmicos obtidos descrevem bem a interagdo para
a primeira constante de associa¢do. Para o segundo sitio, porém, o erro associado ao ajuste é
consideravel, com um desvio padréo relativo de 54,5% para a constante de afinidade, o que
reflete também no valor de médio de AH que € quase zero. Assim para além da interagdo do SL

com sitio Il ser fraca (baixo valor de Ka), ela é também pouco especifica (AH proximo de zero,
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dominada pela variagdo da entropia). A associacdo do SL a este sitio deve-se assim
maioritariamente ao efeito hidrofébico.

A titulacdo envolvendo diclofenac e albumina, também foi possivel obter Ka, AH, AG e
TAS dessa vez para as duas constantes de associacao. Diferente do acido salicilico, o diclofenac
apresenta de uma curva de titulagdo mais bem definida e com constantes de associacdo maiores

inerentes a interagdo proteina-ligando, figura 14, facilitando a sua caracterizacao por ITC.
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Figura 14 — Termograma da curva de titulagdo da albumina sérica bovina com diclofenac, com concentragdes
respetivas de 18 pM de proteina na célula e 399 uM de ligando na seringa. Ensaio feito a 37 °C em PBS pH 7,4
2% DMSO.

O termograma da titulacdo, mostra uma boa curva para a interagdo entre 0 DC e a BSA.
Como ja era estimado pela literatura as constantes de associacdo e o numero de locais de
ligagdo, a proporcdo proteina-ligando utilizada foi de 1:20 com o objetivo de obter os melhores

parametros experimentais nas condi¢des do ensaio e valeu a tentativa.
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ligagdo com concentragdo de BSA variavel. C dois locais de ligacdo independentes.
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Como no caso do &cido salicilico, os ajustes feitos para o diclofenac também seguiram
a mesma légica. Onde ndo se vé concordancia entre o ajuste e o experimental para um local de
ligacdo com as concentracdes de ligando e proteina fixas, e para um local de ligacdo com a
concentracdo de proteina ajustavel a incerteza associada dessa vez € ainda maior do que foi para
o &cido salicilico. Novamente o melhor ajuste nas condigdes experimentais foi para dois locais
de ligagéo independentes.
Tabela 6 — Pardmetros termodindmicos obtidos da titulacdo da BSA com DC (3 experiéncias independentes), com

ajuste feito no Excel utilizando a funcéo solver, para dois locais de ligacdo independentes. Log K. da segunda
coluna sdo provenientes da literatura por dialise em equilibrio.

Log K. (M) Log K. (M) [42] AG (kJ.mol?) AH (k).mol?) TAS (kJ.mol?)

Sitio | 56+0,4 5,7 -32,6+2,4 -42,9+£19,2 -10,3£18,0

Sitio Il 4,6+0,3 4,8 -269+1,8 -33,0+10,3 -6,1+10,2

As constantes de associacdo foram obtidas considerando os dois locais de ligacdo

equivalentes e independentes, com uma boa concordancia com a literatura.

Figura 16 — Balanco das contribuicGes entalpica e entropica na energia livre de Gibbs para interacao entre BSA e
DC. A E o balango das contribui¢des para o sitio I, enquanto B para o sitio II.

Para o primeiro sitio de ligacdo, o qual possui a maior constante de associagdo, ha uma
maior afinidade na interacdo com o diclofenac e é majoritariamente entalpica, pois a
contribui¢do de AH ¢ significativamente superior a TAS. 1sso faz crer que a primeira interagcao
é governada por interacdes especificas, ligacbes de hidrogénio e interagdes ibnicas, e
desfavorecida entropicamente. J& para o segundo sitio de ligacdo, com a menor constante de

associacao logo uma menor afinidade, a maior contribuicdo também é entalpica e desfavorecida
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entropicamente, porém menos intensamente. Essa variavel entropica mais presente no sitio Il
indica que a ligacdo da segunda molécula de DC a BSA é acompanhada de alteragdes estruturais
no sistema, como mudancas conformacionais da proteina, camadas de solvatagéo e interacdes
hidrofobicas, efeitos esses menos predominantes quando apenas uma molécula de diclofenac
liga-se a albumina.

No caso do diclofenac fica bem mais evidente o peso das contribui¢des das propriedades
moleculares do composto na interacdo com a proteina. O sitio | possui uma elevada contribuicao
entalpica, a qual governa a interacdo, e uma contribuicdo negativa entrépica significativa. O
que leva a crer que a carga negativa possui grande peso na entalpia e especificidade de interagéo,
enquanto que o carater hidrofébico ndo teve um maior efeito na entropia. Tudo isso contribui
para maiores constantes de associagdo e com isso 0s parametros termodindmicos para o segundo
local de ligacdo é possivel de se obter atraves do ITC, e para esse sitio, 0 qual também ¢é
governado majoritariamente entalpicamente, ha um menor desfavorecimento entrdpico, o que
indica que para o segundo sitio o efeito hidrofobico ja é mais pronunciado se comparado com
0 primeiro sitio de ligacdo. Os dois locais de ligacdo refletem a interacdes especificas do
diclofenac com a albumina, uma vez gue as entalpias de interacdo tém maior peso na energia
livre de Gibbs e consequentemente na afinidade de ligacéo, ¢ apesar de possuirem AG’s ndo tao
diferentes os AH'’s e TAS’s diferem significativamente, o que leva a acreditar que sdo dois sitios
de ligacdo distintos em que o diclofenac estabelecera interacbes especificas.

Tabela 7 — Comparacdo das constantes de associa¢do obtidas pelas duas técnicas implementadas.

Composto  Ki (M) BSA-PEG K. (M) ITC CpKa CargaapH74 ClogD ClogP

DC 4,02 x 10° 5,7 x 10° 4,2 -1 1,1 4,0
sL 4,76 x 10* 4,4 x10* 3,0 -1 -1,5 1,9
cp 3,94 x 10° - 9,2 +1 2,7 4,6
AC 5,43 x 103 - 14,8 0 1,7 1,8
LB 8,15 x 103 - 8,0;9,8 +1 1,3 1,2
VP 8,82 x 103 - 10,4 +1 2,3 4,6

As constantes obtidas para o diclofenac e acido salicilico pelas duas técnicas sdo
concordantes, tabela 7, a constante de associagdo Ka é resultado da soma das constantes obtidas
para cada sitio de ligacdo obtidas do ITC, provenientes do ajuste para dois locais de ligacdo. O

que é positivo e suporta a possivel utilizacdo das duas técnicas em simultaneo, se o ITC ndo
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conseguir aferir corretamente a constante de associacdo por exemplo. Como ja foi discutido
anteriormente, a influéncia das propriedades moleculares nas constantes obtidas é evidente.
Os dados obtidos e a concordancia com a literatura, faz com que os resultados obtidos
utilizando os hidrogeis e o modelo de andlise por n6s implementado sejam confiaveis, uma vez
que o ITC ja é uma técnica conhecida e utilizada para interag@es proteina-ligando e os hidrogéis
feitos ainda ndo é uma técnica modelo bem estabelecida para estudar essas interacdes. Os
hidrogéis permitem a afericdo da constante de associagéo e o ITC além disso provém o calor de
interacdo entre os farmacos e a albumina, porém possui limitagdes na obtencdo desses
parametros se o calor aferido for pequeno, uma limitacdo que os hidrogéis ndo possuem. Para
além disso os hidrogéis ainda conseguem aferir constantes de associagdo em simultaneo para
diferentes ligandos, se for possivel a separacdo e quantificacdo dos mesmos posteriormente o

equilibrio estabelecido.



Capitulo 6— CONCLUSOES

Utilizando os hidrogéis de BSA-PEG foi possivel determinar as constantes de
associacdo de todos os farmacos com a proteina em concordancia com a literatura,
especialmente para os resultados obtidos com dialise em equilibrio que é um método
estabelecido para obter esses dados. Os hidrogéis comportaram-se muito bem, estabelecendo o
equilibrio de maneira rapida e efetiva nas condi¢es experimentais, sendo possivel diferenciar
e analisar a fracdo livre da ligada sem uma barreira fisica entre elas. Com isso, foi realizado o
ajuste para os diferentes ligandos e suas constantes de associacdo obtidas. Além disso,
relacionar as constantes obtidas para cada ligando com suas propriedades moleculares também
foi de suma importancia, para entender como pKa e logD influenciam na afinidade da interacao.
Saber a carga e hidrofobicidade nas condi¢fes experimentais ajudaram a interpretar os dados
obtidos, com isso foi possivel perceber que uma carga negativa em grupos acidos aumenta a
afinidade da molécula com a albumina, um maior carater hidrofébico também apresenta o
mesmo efeito.

Vale ressaltar que, o grau de ativacdo do PEGa é de suma importancia para
reprodutibilidade dos ensaios, PEG’s com um grau de ativagdo maior levam a um maior
enrijecimento do hidrogel diminuindo a liberdade conformacional da proteina e a porosidade
do mesmo. Logo, é necessario um controle no grau de ativacdo e avaliar como 0 mesmo pode
interferir na ligacdo dos farmacos a BSA presente no hidrogel. Os hidrogéis sao promissores,
porém é necessario ainda otimizar o método para obter maior reprodutibilidade.

Com o ITC foi possivel obter os parametros termodindmicos para o &cido salicilico e
diclofenac, realizando o ajuste para dois locais de ligacdo independentes. A importancia da
entalpia e entropia na interacdo foi caracterizada atraves dos ensaios. A capacidade do ITC em
determinar simultaneamente a entalpia e constante de associacdo, permite calcular a energia
livre de Gibbs e a contribuicdo entropica na interacdo proteina-ligando, e interpretar a
especificidade através da entalpia e o efeito hidrofébico através da entropia. Informagfes muito
importantes quando comparamos esses dados com as propriedades moleculares, como pKa e
logD, de cada ligando. Relacionar entalpia e entropia com essas caracteristicas moleculares
ajuda a entender as forcas que governam as interagdes e aumentam ou diminuem a afinidade do

farmaco com a BSA.
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As interacbes para os dois ligandos sdo governadas entalpicamente, ou seja, a
contribuicdo da entalpia € maior na energia livre de Gibbs do que a entrdpica. Isso indica que
ambos possuem especificidade com a albumina. Para o diclofenac foi possivel caracterizar bem
0s parametros para os dois sitios de ligacdo, devido ao seu termograma ser mais bem definido,
entdo tanto a constante de associacdo quanto a entalpia foram bem aferidas. J& para o acido
salicilico ndo, o segundo sitio de ligagdo possui um erro associado na entalpia significativo,
devido a sua curva de titulacdo ndo ser bem definida quanto a do diclofenac, e isso compromete
a interpretacdo dos resultados para o segundo sitio de ligagdo. E uma das limitagdes do ITC,
bem como os limites de solubilidade para compostos com baixa afinidade para proteina e que
é necessario subir significativamente sua concentracdo para obter uma boa curva, caso do
labetalol. Ja para compostos como o acetaminofeno e verapamil, por exemplo, que possuem
uma baixa constante de associacdo ndo foi possivel obter uma curva de titulagio mesmo
aumentando a concentracdo de proteina e ligando. O ITC é muito til e fornece parametros
valiosos, porém para moléculas com baixa afinidade e que ndo geram uma boa curva de
titulacdo € necessario otimizar mais ainda o método. Utilizar estratégias para aumentar a
afinidade, como alteracdo da temperatura ou pH, podem ser utilizadas no futuro.

As técnicas sdo complementares entre si, 0s sistemas que o ITC ndo pdde caracterizar a
constante de associacdo os hidrogéis conseguiram fazé-lo. Com isso é possivel tracar estratégias
no ITC para obtencdo da entalpia de ligacdo, uma vez que a constante de associacao ja é obtida
através dos hidrogeis. Por fim o uso das duas técnicas para o estudo mostrou-se efetivo, com as
constantes de associacdo € possivel estimar a fracdo ligada em plasma sanguineo tendo em
funcéo a concentracdo media da albumina no sangue, bem como estudar a especificidade das
ligagBes (entalpia) e o efeito hidrofdbico (entropia) nas interacdes por ITC.
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