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RESUMO

PAULA, Hauster Maximiler Campos de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2021. Determinagao das velocidades e energias da interagcao proteina-
corantes (fenotiazinicos e fenilmetanos) pela técnica de ressénancia
plasménica de superficie. Orientador: Luis Henrique Mendes da Silva.
Coorientadoras: Ana Clarissa dos Santos Pires, Maria do Carmo Hespanhol e Yara
Luiza Coelho.

Nos ultimos anos, aumentou o uso de varias moléculas de corante organico para fins
clinicos e médicos, como Auramina O, os corantes fenotiazinicos Azure A (AZA) e
azul B (AZB) e os corantes fenilmetanos violeta de metila (B, 2B, 6B e 10B). Sabe-se
que suas funcgdes e toxicidade podem ser alteradas por interagées com proteinas. No
entanto, ndo ha informagdes cinéticas ou termodindmicas sobre as interagcbes da
albumina sérica bovina (BSA) com corantes fenotiazinicos e da lactoferrina bovina
(BLF) com fenilmetanos. Neste trabalho, a ressonéncia plasménica de superficie foi
utilizada para determinar as constantes cinéticas e termodinamicas da formacao de
BSA-fenotiazina e BLF-feniimetanos a pH 7,4. A BSA interagiu com os corantes
fenotiazinicos (AZA e AZB) para formar complexos termodinamicamente estaveis com
constantes de binding (Kb) de 2,1 x 10* e 2,39 x 10* M"!, respectivamente, a 298,15
K), em pH 7,4. No entanto, a forgca motriz para a formagao dos complexos de corantes
BSA-fenotiazina era dependente da temperatura. Para temperaturas < 16 °C, a
formagéo do complexo ativado (AH¥a12°c.aza = -310,57 kJ mol' and AH¥a,12 °c.azB = -
256.37 kJ mol') e termodinamicamente estavel (AH°12 .caza = -314.56 kJ mol'! e
AH°12° cazs = -265.73 kJ mol') e os complexos de corantes BSA foram conduzidos
pela entalpia, enquanto para temperaturas = 20°C, pela entropia, (TAS¥a28°caza =
207.49 kJ mol"" and TAS*a28°c.azs = 190.69 kJ mol'; TAS®q,28°c,aza = 277.50 kJ mol-’
and TAS®q,28°c.az = 257.26 kJ mol'), o que indicou processos de compensagéo iso-
cinética e de iso-equilibrio. O sinal negativo de AG° revela que, no equilibrio
termodindmico, a formacdo do complexo BLF-PhM é mais estavel do que as
moléculas livres de BLF e PhM em solugao. O aumento do numero de grupos metil na
estrutura PhM causa um aumento nas taxas de associagao e dissociagao e Kp. O
mesmo foi observado quando se comparam os corantes MVB e MV6B: a presenca de
carga no MV6B promoveu o aumento da taxa de associagcido e constante de ligagao.

Por outro lado, o aumento do grupo fenil (dois a trés anéis) causa uma diminuigdo nos



valores de Kb. Valores positivos de AH° e AS° indicaram que as interagdes
hidrofobicas sdo fundamentais para estabilizar o complexo BLF-PhM. Nossos
resultados ajudam a elucidar a dinamica molecular da interagdo entre proteinas e
corantes e as aplicagdes médicas e farmacéuticas dos corantes de fenotiazina e

fenilmetanos.

Palavras-chave: Interacdo intermolecular. Proteina. Corante. Ressonancia

plasmdnica de superficie.



ABSTRACT

PAULA, Hauster Maximiler Campos de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2021. Determination of energies and energies of dye-interactions
(phenothiazines and phenylmethanes) by surface plasmonic resonance
technique. Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva. Co-advisers: Ana Clarissa dos
Santos Pires, Maria do Carmo Hespanhol and Yara Luiza Coelho.

In recent years, the use of various organic dye molecules has increased for clinical and
medical purposes, such as Auramine O, the phenothiazine Azure A (AZA) and blue B
(AZB) dyes and the methyl violet phenylmethanes dyes (B, 2B, 6B and 10B). It is
known that their functions and toxicity may be altered by protein interactions. However,
there is no kinetic or thermodynamic information on the interactions of bovine serum
albumin (BSA) with phenothiazine dyes and bovine lactoferrin (BLF) with
phenylmethanes. In this work, surface plasmon resonance was used to determine the
energy and molecular efficiency of the formation of BSA-phenothiazine and BLF-
phenylmethanes at pH 7.4. BSA interacted with phenothiazine dyes (AZA and AZB) to
form thermodynamically stable complexes (Ko of 2,1 x 10* and 2,39 x 10* M,
respectively, at 298.15 K) at pH 7.4. At temperature 16 °C, activity formation
(AH*a12ecaza = -310.57 kJ mol' and AH*ii2caze = -256.37 kJ mol') and
thermodynamically stable (AH®12:c.aza = -314.56 kJ mol-! and AH®12:c.az8 = -265.73 kJ
mol-') of BSA dye complexes were examined by enthalpy, while at temperatures = 20
°C, by entropy, was the main parameter that guided the investigation (TAS¥a28°c.aza =
207.49 kJ mol"' and TAS*a28°cazs = 190.69 kJ mol'; TASq,28°c.aza = 277.50 kJ mol™!
and TAS°d,28°cazs = 257.26 kJ mol'), indicating iso-kinetic and iso-equilibrium
compensation processes. The negative AG° sign revealed that in thermodynamic
equilibrium, the formation of the BLF-PhM complex is more stable than the free
molecules of BLF and PhM in solution. Increasing the number of methyl groups in the
PhM structure causes an increase in association and dissociation rates and binding
constant (Kb). The same was observed when comparing the methyl violet B (MVB) and
methyl violet 6B (MV6B) dyes, in that the presence of specific loads in the MV6B
structure promoted the increase of association rate and binding constant. On the other
hand, the increase in the number of phenyl groups (two to three rings) causes a
decrease in Ky values. The positive values of AH® and AS° indicated that hydrophobic



interactions are fundamental to stabilize the BLF-PhM complex. Our results help
elucidating the molecular dynamics of protein-dye interactions and the medical and

pharmaceutical applications of phenothiazine and phenylmethane dyes.

Keywords: Intermolecular interaction. Protein. Dye. Surface plasmonic resonance.
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1 INTRODUGCAO

Os corantes possuem inumeras aplicagdes e vém se destacando pelo seu uso
nas areas médica e farmacoldgica. Estudos mostraram que os corantes fenotiazinicos
azure A (AZA) e azure B (AZB) atuam como agentes fototerapicos contra carcinomas,
preveem a extensao de doengas cardiacas, inibem a formacéao de fibrilas -amiloides,
além de auxiliarem na identificacdo de doencas neurodegenerativas (KHAN et al,,
2015; VENNERSTROM et al., 1995; WAINWRIGHT et al., 2006). Assim como AZA e
AZB, os corantes fenilmetanos (trifeniimetanos e difenilmetanos) (PhM) também sao
substancias farmacoldgicas e podem atuar como agentes dermatologicos (XU et al.,
2009), antifungicos (DOERGE et al., 1998) e antivirais (MALEY et al., 2013), além de
serem utilizados na industria téxtil e em aplicagdes tecnologicas (MITTAL et al., 2008).
Apesar disso, eles também s&o conhecidos como agentes toxicos e mutagénicos
(DENMAN et al., 1996; LUECK et al., 1992; POULIOS et al., 2000).

Os corantes, ao formar um complexo termodinamicamente estavel com a
proteina (proteina-corante), pode diminuir sua toxicidade. Além disso, estes
complexos podem ser utilizados como agente transportador do corante em
organismos vivos. Porém, para otimizar o complexo proteina-corante como um
composto medicamentoso € necessario determinar a energia e a velocidade de
formacao e dissociacao desse complexo (EFTINK et al., 1976).

Os corantes AZA e AZB possuem estrutura quimica semelhante, mas diferem
no numero de grupos -CHs ligados a estrutura do corante (AZA e AZB compreendem
2 e 3 grupos -CHs, respectivamente), figura 1. Os corantes PhM, auramina O e violeta
de metila (B, 2B, 6B e 10B) também possuem estruturas quimicas semelhantes,
diferindo apenas no numero de grupos fenil e -CHs ligados em sua estrutura e/ou na
presenca ou auséncia de carga, figura 2. A diferenca estrutural dos corantes
fenotiazinicos e PhM permite investigar e avaliar o efeito do grupo funcional sobre os
parametros cinéticos e termodinamicos da interacao desses corantes com proteinas.

As proteinas albumina do soro bovino (BSA) e a lactoferrina bovina (BLF)
apresentam fungdes estratégicas nos processos biolégicos das células. A BSA é
responsavel pela manutencdo do pH sanguineo, no transporte de substancias
endodgenas e exogenas, auxilia no controle da pressao osmoética, dentre outras

funcdes (MATHEW et al., 2013). Ja a BLF apresenta atividades biolégicas importantes
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como as antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias, além de ser a principal
proteina do leite que liga o ferro. Além de ser a principal responsavel pela regulagao
do nivel de ferro nos vertebrados (WALLY et al., 2007).

As interacbes de BSA com AZA ou AZB foram estudadas usando técnicas
espectroscopicas (ultravioleta-visivel, infravermelho com transformada de Fourier,
dicroismo circular e fluorescéncia resolvida no tempo) e calorimetria (DAS et al., 2016;
SHARMA et al., 2014; SHARMA et al., 2016). Os resultados indicaram que os corantes
AZA ou AZB foram fortemente ligados ao sitio hidrofébico de Sudlow | da BSA e este
processo foi entalpicamente conduzido (AH°Aza = —4.12 + 0.081 kcal mol' e AH’azs =
-2.38 + 0.041 kcal mol!, respectivamente) (DAS et al., 2016).

Dados obtidos por ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) mostraram
que a interagao BLF-CM (curcumina), em pH 7,4, ocorreu em varias etapas e envolve
alterac¢des conformacionais na BLF. Para T < 293,15 K, o processo de ligagdo do BLF-
CM é endotérmico, mas para T > 293,15 K esse processo € exotérmico. Os autores
mostraram que a interagdo BLF-CM é caracterizada por compensacdes entalpia-
entropia e isocinéticas (LELIS et al., 2020). Coelho e colaboradores, 2019
investigaram a interacdo de BLF com os corantes fenotiazinicos azul de metileno (AM)
e AZA. Os resultados mostraram que o AM (4 -CHs) apresenta valores menores das
constantes cinéticas de associagao (ka) e dissociacao (kd) em relacédo ao AZA (2 -
CHs), e o processo de formagao do complexo termodinamicamente estavel do BLF-
MB ou BLF-AZA foi entropicamente dirigido (LUIZA et al., 2019).

Esses estudos mostram que o numero de grupos funcionais ligados a
estrutura do corante afeta diretamente a cinética e a termodinémica da interagdo com
as proteinas. Até onde sabemos, nenhum estudo cinético sobre as interagdes entre
BSA e AZA ou AZB e BLF-PhM foi realizado até o momento. Portanto, é fundamental
descrever a dindmica molecular das interagdes da proteina-corantes, medindo os
parametros termodindmicos e cinéticos associados a essas interagcdes por RPS
(HUDSON et al., 2019; NUNES et al., 2019; PAULA et al., 2020).

Nesse contexto, a técnica de ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) é
estratégica para investigar as interagdes entre proteinas-ligante. RPS é uma técnica
livre de marcadores e de analise em tempo real, que permite obter os parametros
cinéticos (energia de ativagao (Eact), variagéo da energia livre de Gibbs de ativagao
(AG¥), variagédo da entalpia de ativagcdo (AH¥) e a variagdo da entropia de ativagdo
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(TAS¥) dos processos de associagdo e dissociagdo, constante de associagdo (ka) e
constante de dissociacdo (kd) e termodinédmicos constante de ligagédo (Kb), variagéo
da entalpia padrao (AH°®), variagdo da energia livre de Gibbs (AG®°) e variagdo da
entropia (TAS°) da formagao dos complexos proteina-ligante (PATCHING, 2014). Nos
ultimos anos, pesquisadores relataram o uso da tecnologia RPS para investigar a
interacdo de proteinas-drogas (JUHASZ et al., 2019; LIMA et al., 2017; MOWLA et al.,
2018; PATCHING, 2014), proteina-corante (COELHO et al., 2019; DE PAULA et al.,
2017), proteina-aditivo alimentar (FATHI et al., 2018), proteina-nanoparticula (ATALE
et al., 2019), proteina-substancia de baixo pelo molecular (PATIL et al., 2016),
proteina-polifenol (REZENDE et al., 2019, 2020).

Nesse trabalho, investigaram-se as interagdes entre BSA-AZA, BSA-AZB e
BLF-PhM usando a técnica RPS para a determinagdao dos parametros cinéticos e
termodinamicos para uma melhor compreensdo da dinamica molecular e das

mudangas energéticas associadas a essas interagdes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Corantes

Os corantes sao compostos quimicos que, aplicados em solugao, se fixam em
varios substratos como tecido, cabelo, couro e possuem uma ampla gama de
aplicagdes como nas industrias téxteis, papel, borracha, cosméticos, alimenticios,
clinica, medicinal etc. (ZANONI et al., 2016).

Os corantes sao capazes de absorver e emitir luz na faixa espectral de 400 a
700 nm. De acordo com Isenmann, sdo conhecidos mais de 50 grupos cromoéforos
(grupos funcionais que contribuem para absortividade molar do composto). Ha uma
classificagao dos corantes quando aos grupos cromoforos que a compdem, como 0S
grupos antraquinona, acridina, fenilmetanos, azo, quinonimina, dentre outros
(ISENMANN, 2013; KRAY, 2016).

Alguns corantes da classe quinonimina, como o azure A (AZA) e azure B
(AZB), ganharam destaque por suas aplicagdes no campo da medicina e em testes
clinicos na identificacdo de precursores de doencas e outras aplicabilidades, bem
como os corantes do grupo fenilmetanos por seu amplo uso em industrias e, também,
na medicina (MALEY et al., 2013; PAUL et al., 2013; PETZER et al., 2012; SHARMA
etal., 2014).

2.1.1 Classe quinonimina

Os corantes AZA e AZB pertencem a classe de corantes quinonimina. Sao
subprodutos da degradagao do azul de metileno que pertence ao subgrupo tiazina.
Os corantes fenotiazinicos AZA e AZB possuem estruturas semelhantes (figura 1), e

s&o soluveis em meio aquoso, acido acético, éter e benzeno (KRAY, 2016).

H ar | 'I‘ cr |
H” ; 7N el Mg
= Z
N N

Azure A Azure B

Figura 1. Estrutura dos corantes Azure A e Azure B.
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O AZB com formula molecular, nome IUPAC N',N'-dimethilphenothia-5-zina-
3,7-diamina cloreto (C1sH16CIN3S), massa molar de 305,83 g.mol!, é um corante
basico com varias aplicagdes. Apresenta caracteristicas antitumorais e anti-
inflamatorias. E utilizado na coloracdo do DNA, produtos sanguineos, além de possuir
aplicacdo biolégica no tratamento da malaria e no diagndstico de doencgas
neurodegenerativas (CULO et al., 1991; PETZER et al., 2012; VENNERSTROM et al.,
1995; WISCHIK et al., 1996).

O AZA, nome IUPAC Cloreto de N',N'-dimetilfenotia-5-zina-3,7-diamina
(C14H14CIN3S), € um agente terapéutico com amplas propriedades biologicas. Tem
seu uso no tratamento de doengas angiogénicas. Além de auxiliar na redugédo da
extensao das arritmias cardiacas e possuir propriedades antimalaricas. AZA também
apresenta aplicagdes tecnoldgicas como seu uso em sensores eletroquimicos com
nanotubos de carbono, dispositivos eletrocrémicos, células de energia solar, sensores
Oticos e células fotovoltaicas (HUANG et al., 2010; KHAN et al, 2015;
VENNERSTROM et al., 1995; WAINWRIGHT et al., 2006).

AZA e AZB possuem coeficiente de absortividade elevado e em solucbes
aquosas possuem uma banda de absorcido de 637 e 652 nm, respectivamente. S&o
moléculas fluorescentes, quando mondémeros, exibindo um espectro de emissao no
comprimento de onda 600 a 750 nm, e quando ha auto-agregagao provoca o extingao
da fluorescéncia (LEWIS et al., 1943; SEARCH et al., 1979).

2.1.2 Classe fenilmetanos

Os corantes trifenilmetanos e difenilmetanos sdo da classe dos fenilmetanos e
possuem varias aplicacbes em diversos segmentos como nas industrias téxtil e,
também, na medicina. Sdo consideravelmente téxicos e pouco soluveis em agua (1 a
4 g.L") e apresentam alta intensidade de cor (DENMAN et al., 1996; LUECK et al.,
1992; POULIOS et al., 2000).

Os corantes auramina O (AQO), violeta de metila B (MVB), violeta de metila 2B
(MV2B), violeta de metila 6B (MV6B) e violeta de metila 10 B (MV10B), sdo exemplos
da classe dos fenilmetanos e possuem suas estruturas quimica semelhantes. Sao

compostos por anéis aromaticos com duplas ligagées conjugadas, figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica dos corantes fenilmetanos.

O AO [(4,4 '- (imidocarbonil) bis (N,N-dimetilamina) monohidrocloreto], com
massa molar de 303,83 g.mol!, € um corante catidnico, difenilmetano. Exibe baixa
intensidade de fluorescéncia em agua, mas sua fluorescéncia aumenta em solventes
viscosos e meios microheterogénicos, como surfactantes e proteinas (FERREIRA et
al., 2013; HASEGAWA et al., 1994; MWALUPINDI et al., 1994; PEREIRA et al., 2006).

O MV6B possui massa molar de 393,95 g.mol' e formula molecular
C24H2sCIN3, com Amax = 586 nm. E um corante trifenilmetano basico com coloracéo
intensa. A ingestao, inalagdo ou o contato com a pele pode causar danos a pele, aos
olhos e ao organismo, sendo classificado como um corante toxico e cancerigeno. A
toxicidade do composto € relacionada aos produtos toxicos provenientes da sua
decomposicdo como mondxido e dioxido de carbono, 6xido de nitrogénio e acido
cloridrico. Por causa dessas propriedades, quando em curso d’agua pode dificultar o
crescimento de bactérias e a fotossintese de plantas aquaticas. Seu uso no campo da
medicina € na classificacdo primaria de bactérias, além de ser utilizado como
antialérgico e bactericida. Em pH a baixo de 1,6 tem coloracdo amarela e em pH acima
de 1,6 torna-se violeta azulada (HAMEED, 2008; MITTAL et al., 2008; SLOKAR et al.,
1998).
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Os corantes MVB e MV2B possuem vasta aplicagdo na area industrial, mas
apresentam caracteristicas singulares em aplicagbes clinicas, medicinais nos
processos biologicos e histopatoldgicos e, também, aplicagdes tecnolégicas como
sensores de radiacdo gama e células fotovoltaicas(GULLU et al., 2008; NAKAGAWA
et al., 2016; ZEYADA et al., 2012).

O MV10B (C25H30CIN3), com massa molar 407,95 g.mol', ¢ conhecido
comercialmente como violeta genciana, apresenta inumeras aplicagcbes no campo da
medicina como agente antifungico, antiviral e um agente dermatolégico. Também é
utilizado na industria textil e na impressdo de papel. Entretanto, é classificado,
também, como uma agente toxico e mutagénico. Pode ser utilizado como indicador
de pH no intervalo de 0 a 1,8, e seu ponto de viragao € de amarelo a azul arroxeado
(XU et al., 2009).

2.2 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas, compostas por aminoacidos, que
desempenham fungbdes fundamentais nos processos quimicos e biolégicos de
organismos vivos. As funcdes das proteinas estao diretamente ligadas as suas formas
estruturais e tridimensionais, que podem ser classificadas em trés grandes grupos:
proteinas de membrana, estrutural e globular (ALMEIDA, 2016; ZHANG et al., 2009).

As proteinas de membrana atuam como transportadores de substancias para
dentro ou fora das células. As proteinas estruturais sdo constituidas de cadeias
lineares de aminoacidos, formando filamentos, e atuam na sustentacdo no meio
bioldgico. Ja as proteinas globulares podem agir como anticorpos, apresentar agao
enzimatica, agao transportadora e regulamentadora (SILVA, 2005).

A forma estrutural da proteina é caracterizada pela sequéncia de aminoacidos
que a compoe e pelas interagdes entre esses aminoacidos (CAGNIN, 2010). A figura

3 mostra a estrutura quimica de um aminoacido.
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Figura 3. Estrutura do aminoacido alanina.

O aminoacido € composto por um carbono central ligado a um grupo amina
(NHz2), um grupo carboxilico (COOH), um atomo de hidrogénio (H) e um radical R
(cadeia lateral). O radical R é caracteristico de cada aminoacido e pode variar por sua
estrutura, tamanho e carga elétrica. Ha mais de 300 tipos de aminoacidos diferentes,
mas nem todos formam proteinas. Os aminoacidos podem ser classificados como
hidrofdbicos, hidrofilicos ou anfipaticos (ALMEIDA, 2016).

Durante a formacao das proteinas os aminoacidos se ligam através de
ligacbes covalentes, denominadas ligacbes peptidicas, que € o resultado da
condensagao do grupo carboxila de um aminoacido com o grupo amina de um

segundo aminoacido, liberando uma molécula de agua nessa reagao, figura 4.

Aminodcido 1 H Aminodcido 2 ';;9,;’,‘;5210

m " H
Dipéptido dgua

Figura 4. Reacdo da ligagdo peptidica (explicatorium.com/quimica/proteina.php,

acesso: nov-2019).

A disposicao desses aminoacidos € um dos fatores que caracterizara sua
estrutura tridimensional e sua funcionalidade. As proteinas apresentam quatro niveis

estruturais: estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.
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» Estrutura primaria: é o nivel estrutural mais simples. Os aminoacidos s&o
acoplados pela ligagdo peptidica, formando uma sequéncia de aminoacidos,
caracteristico de cada proteina, descrevendo sua estrutura linear. Nessa estrutura,
podem ocorrer mudangas na composigao, ha sequéncia e no numero de aminoacidos.

» Estrutura secundaria: sdo arranjos estruturais regulares, causados pelos
contatos locais entre os aminoacidos das cadeias polipeptidicas, onde estes se
conformam em estruturas alfa-hélice e folhas-beta. As alfa-hélices possuem
aminoacidos que interagem entre si formando uma estrutura espiral estabilizada
basicamente por ligagbes de hidrogénio. Ja as folhas-beta diferem estruturalmente
das alfa-hélices, porque suas associagcbes ocorrem nas laterais das cadeias
polipeptidicas que se estendem em formas de fita, e sdo, também, estabilizadas por
ligagbes de hidrogénio.

> Estrutura terciaria: é a conformacao tridimensional, resultante das interagdes
fisicas e quimicas que se formam das cadeias laterais dos aminoacidos. Relaciona-
se com as mudancas estruturais, torgdes e dobras da cadeia proteica e combinagao
de estruturas secundarias.

> Estrutura quaternaria: sdo os arranjos estruturais formados pela combinagao

de duas ou mais cadeias proteicas terciarias, formando complexos de multi-unidades.

A formacdao de uma proteina, da sua estrutura primaria a quaternaria, é

ilustrada como esquema e apresentada na figura 5.

Estrutura
Primaria

Estrutura Estrutura
terciaria Quaternaria

l
| Estrutura |
Folhas - B : Secundaria

- R e S e e e

Figura 5. Esquema de formagao de uma proteina da estrutura primaria a quaternaria

(zerpoii.opentronix.com e brasilescola.uol.com.br, acesso: set-2019).
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As interagdes que ocorrem nos aminoacidos estabilizam termodinamicamente
a estrutura da proteina até sua forma tridimensional nativa, permitindo assim a sua
funcao bioldgica, que deve ser mantida sem modificagdo para preservar sua fungao
biolégica. Algumas proteinas como as albuminas sérica e a lactoferrina merecem

destaque devido a suas caracteristicas singulares.

2.2.1 Albumina do Soro Bovino

A albumina do soro bovino (BSA) € uma proteina globular responsavel por
diversas fungdes como: o transporte e distribuicdo de varios corantes e drogas no
sangue e demais ligantes enddgenos e exdgenos; atua como carreador de acidos
graxos, os quais sao insoluveis no plasma sanguineo; auxilia no controle da pressao
osmotica e na manutengao do pH sanguineo; e € uma das proteinas mais abundantes
do plasma sanguineo, representando aproximadamente 60% da proteina total
(FLARAKOS et al., 2005).

A BSA possui massa molar de 66,4 kDa e aproximadamente 583
aminoacidos. O ponto isoelétrico € em pH proximo a 4,8. Formada por principalmente
estruturas a-hélice a BSA possui trés dominios homologos especificos (1, Il e Ill)
e cada dominio consiste em dois subdominios (A e B), apresentando em sua estrutura
dois residuos de triptofano, denominados Trp-134 e Trp-212, localizadas no
subdominio IB e IlA, induzindo a fluorescéncia a 295 nm (SHI et al., 2016). A figura 6

mostra a estrutura da BSA.

Figura 6. Estrutura da BSA.
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A BSA em temperaturas elevadas, entre 40° a 45° C, pode sofrer um
desdobramento parcial, expondo seu grupo hidrofébico e pode ocorrer interagdo com
demais compostos (MOREIRA et al., 2015; MORR et al., 1993). A BSA possui uma
semelhanca estrutural com a albumina do soro humano (HSA) de 76 %.

Quanto mais forte for a ligagdo da BSA com drogas ou corantes, menor sera
a concentragao da droga livre no plasma sanguineo e, em contrapartida, quanto mais
fraca for a interacdo entre a droga e a BSA mais curta sera a duragado da agao da
droga e, consequentemente, pode haver uma fraca distribuicdo da droga no sistema
circulatorio. No entanto, a forga da interacdo da BSA com a molécula podera afetar
seu metabolismo, distribuicdo e a toxidade do composto. Portanto, investigar os
parametros energéticos, as propriedades termodindmicas e as forgas
intermoleculares que regem a interacdo da BSA com corantes é estratégico para
conhecermos a dindmica molecular e os mecanismos de interacédo entre os parceiros
de interacdo (MOLINA-BOLIVAR et al., 2014; NAIK et al., 2013).

2.2.2 Lactoferrina Bovina

A lactoferrina bovina (BLF) € uma proteina que possui em sua estrutura 700
aminoacidos e com massa molar de aproximadamente 80 kDa. A BLF € uma proteina
basica e seu ponto isoelétrico é entre 8,0 e 8,5. Possui dois lobos simétricos (lobos N
e C), aminoacidos 1 — 332 para o lobo N e aminoacidos 344 — 700 para lobo C, ligados
a uma a-hélice, além de ter alta homologia entre as espécies. A BLF desempenha
uma funcgao reguladora de ferro a nivel celular. Entretanto, sua estrutura pode ser livre
do ion Fe3®* (alo-BLF) ou ligado ao ion Fe3* (holo-BLF), e essa ligagéo ao ferro pode
causar mudangas em sua estrutura tridimensional. A figura 7 mostra a estrutura
tridimensional da BLF (GARCiA-MONTOYA etal., 2012; WALLY et al., 2007).
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Figura 7. Estrutura tridimensional da lactoferrina bovina.

A BLF ¢é imunomoduladora, antimicrobiana, antioxidante, anticancer,
nutracéutica, dentre outras. A BLF auxilia na formagao do sistema imunolégico do
organismo e pode ser encontrada em fluidos corporais como lagrima e saliva, mas
sua maior concentracgéo é proveniente do leite (1 g.L-') e no colostro (7 g.L"). A maior
concentracdo € encontrada no colostro e é essencial para a formacao do sistema
imunoldgico de recém-nascidos. Pode ser encontrada também no plasma sanguineo
com concentragdo de 0,4 mg L', mas no caso de infecgdes essa concentragio pode
aumentar até 5000 vezes. Essas caracteristicas sdo de grande interesse tanto para
pesquisas quanto para as indUstrias (GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2009; IGLESIAS-
FIGUEROA et al., 2019).

A acgao antibacteriana da BLF é devido ao sequestro do ferro nos locais de
infeccdo, o que diminui a quantidade de nutriente para o micro-organismo e, também,
pela ligacdo da BLF com o micro-organismo infeccioso. Por ser carregada
positivamente permite a proteina se ligar na superficie celular do sistema imunolégico
e essas agdes evidenciam a BLF como modulador do sistema imunolégico. A BLF
pode ser isolada do leite da vaca, por exemplo, por métodos de purificagcao.
Atualmente a proteina esta sendo utilizada em suplementos alimentares para recém-
nascidos, animais, bebidas, leite fermentado, creme dental etc., para auxiliar no
sistema imunolégico (IGLESIAS-FIGUEROA et al., 2019).

Na literatura encontram-se diversos trabalhos relatando o efeito eficaz da BLF
no tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos, em animais e

humanos, e suas funcionalidades. Entretanto, € necessario o estudo das interacbes
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intermoleculares da BLF com diferentes ligantes para uma melhor compreensao dos
seus mecanismos de acado, bem como potencializar as suas fungdes e aplicabilidades
(EMBLETON et al., 2013; GARCIA-MONTOYA et al., 2012; WALLY et al., 2007).

As proteinas sdo sensiveis a alteragdes que possam ocorrer no meio
fisiologico. Essas alteragdes podem afetar a conformacgdo estrutural da proteina,
levando a desnaturacgdo. Alguns desses fatores s&do a mudanga no pH do meio, forga
idnica, temperatura, presenca de cossolutos e cossolventes, outros ligantes, dentre
outros fatores. Em contrapartida as proteinas estdo envolvidas em diferentes
interagbes que conferem a elas fungbes singulares nos processos biolégicos. A
diversidade funcional das proteinas combinada com a variedade de ligantes, que
formam diferentes complexos, revela a possibilidade de produzir respostas
multivariadas e multidirecionais como, por exemplo, a descoberta de novos farmacos
e a potencializacao de outras fungdes.

Para uma melhor compreensao das funcbes das proteinas € fundamental
elucidar os mecanismos responsaveis pelas interagbes proteina-ligante. Para
descrever esses mecanismos € necessario determinar os parametros cinéticos e

termodinamicos que governam a formagao do complexo.

2.3 Interagao da BSA e BLF com corantes

Diante das inumeras aplicacbes de corantes em ensaios clinicos e na
medicina, estudos tém sido realizados para elucidar os mecanismos de ligagao desses
corantes as proteinas BSA e BLF.

A investigagao da interagdo do AZB com as proteinas BSA e HSA foi estudada
por técnicas de espectroscopia UV/Vis, fluorescéncia resolvida no tempo e dicroismo
circular. Este estudo revelou que o comportamento espectral de absor¢cao do AZB na
presenca de diferentes concentragdes da BSA e HSA leva a formacao de agregados
dos corantes dentro das cavidades proteicas e que o corante se liga as proteinas em
mais de um local de ligagédo, com constantes de ligagdo de 5,7 x 10° M-' com HSA e
7,7 x 105 M' com BSA, por interacdo cooperativa. Ja os estudos computacionais
mostram que o AZB se liga ao sitio de ligagédo | da BSA e HSA (SHARMA et al., 2016).

Sharma e colaboradores estudaram a interacdo do AZA com BSA e HSA por

espectroscopia UV/Vis, fluorescéncia e dicroismo circular. Os parametros de ligagéo
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indicaram que o processo € espontaneo e com constantes de ligagdo dos complexos
BSA-AZA e HSA-AZA de 2,0 x 105 M e 4,7 x 105> M-, respectivamente, a 25 °C. Os
ensaios de competicdo sugeriram que o corante AZA liga-se ao sitio hidrofdbico |
(subdominio 11A) da BSA e da HSA. Os dados de dicroismo circular mostraram que o
AZA induz mudangas conformacionais nas proteinas BSA e HSA (SHARMA et al.,
2014).

Xu e colaboradores estudaram a interagao da BSA com MV10B pelas técnicas
espectroscopicas de UV/Vis e fluorescéncia nas temperaturas de 291 °C, 298 °C e
303 °C. O MV10B em baixas concentragdes (1 a9 x 10 mol. L") provocou a extingéo
da fluorescéncia na BSA. A formagao do complexo [BSA-MV10B] é espontdnea com
constante de ligagdo de 4,54 x 10* M-'. Os valores positivos de AH® e TAS® indicaram
que forgas hidrofobicas sdo mais pronunciadas para estabilizagdo do complexo [BSA-
MV10B], no pH 7,4. O estudo do complexo pela espectroscopia de fluorescéncia
sincrona revela que a interacido da BSA com o MV10B nao afeta a polaridade e a
conformacao na microrregiao do triptofano. Os autores investigaram ainda a influéncia
de ions metdlicos (K*, Co?* e Fe3*), na formagdo do complexo, na temperatura de 291
K, e notaram que a constante de ligagdo do complexo [BSA-MV10B] diminuiu de 60,1
% a 65,6 %. Atribuiram que essa diminuicdo da constante de ligagcdo € devido a
ligacdes nao especificas entre a BSA com MV10B (XU et al., 2009).

De acordo com Baptista e Indig (1998), a molécula de BSA apresenta valores
de constantes de baixa e alta afinidade ao interagir com compostos. Ao investigar a
interacdo entre a BSA e os corantes violeta de etila (EV) e MV10B mostrou que os
locais de ligagéo, na BSA, através da montagem néo linear dos dados experimentais
para isotermas de ligagcao do tipo Langmuir, apresentaram os valores de constante de
ligagdo para baixa e alta afinidade como 2,1 x 10* M' e 3,4 x 105 M-!, respectivamente,
para o complexo BSA-MV10B, e 3,5 x 10* M' e 1,4 x10% M-! para a formagéo do
complexo BSA-EV (BAPTISTA et al., 1998).

Para otimizar as aplicagdes terapéuticas do corante vermelho congo (VC), de
Paula e colaboradores (2017), estudaram a cinética e a termodinamica de interagéao
da BSA com VC pela técnica de RPS e fluorescéncia. A BSA interage com VC através
de um complexo de transi¢ao que requer uma absorcao de energia (Eact, a = 35,88 kJ
mol') através das moléculas livres de BSA e VC e de (Eact, d = 20,17 kJ mol") através
do complexo BSA-VC. A constante de ligacdo, em pH 7,4 e a 298 K, do complexo
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[BSA-VC] é 5,91 x 10° M-" pela técnica de RPS e de 3,7 x 107 M" pela técnica de
fluorescéncia. Entretanto, as medi¢gdes de RPS indicam que essa interagdo €
endotérmica, e para fluorescéncia € exotérmica. A técnica de fluorescéncia detecta
interacdes que ocorrem em locais proximos aos residuos de triptofano, enquanto que
o RPS pode detectar interacbes que ocorrem em todos os locais da BSA. Os
diferentes resultados obtidos pelas técnicas sugerem que ha mais de um local onde a
BSA interage com o VC (DE PAULA et al., 2017).

A termodinamica de interagao do corante vermelho 40 (V40) com a BSA em pH
7,4 foi investigada por Lelis e colaboradores (2017), utilizando as técnicas
espectroscopia de fluorescéncia e de calorimetria de titulagdo isotérmica. O
mecanismo de extingdo da fluorescéncia foi induzido pela formagcdo do complexo
BSA-V40. A interagao da BSA com V40 formando o complexo [BSA-V40] tem uma
constante de ligagdo de 3,99 x 10* M-', a 298,15 K. Os valores de AH°® e TAS®,
indicaram que as interag¢des hidrofébicas foram mais pronunciadas para estabilizacao
do complexo [BSA-V40] e que a interagao foi impulsionada pelo aumento da entropia
(LELIS et al., 2017).

A interacdo da BSA com o corante alimentar amarelo de quinolina (AQ) foi
investigada pelas técnicas espectroscopicas de UV/Vis, fluorescéncia, fluorometria e
dicroismo circular. Os resultados mostraram que a interagdo do corante com a BSA
causa extingao estatica da proteina, devido a formacao do complexo [BSA-AQ] com
uma constante de ligagéo de 3,37 x 106 M-', a 296,15 K. Os valores negativos de AH°
e positivos de TAS® indicam que as forgas de van der Walls e as ligagbes de
hidrogénio foram fundamentais para estabilizagdo do complexo [BSA-AQ] e que a
formagcao do complexo através das moléculas livres de AQ na BSA induzem uma
mudanc¢a conformacional na molécula da BSA (SHAHABADI et al., 2012)

Coelho e colaboradores (2019) investigaram a cinética e termodinamica de
interacao dos corantes AZA e AM com a BLF pelas técnicas de RPS, espectroscopia
de fluorescéncia e microcalorimetria de titulagado isotérmica, em pH 7,4. Os corantes
fenotiazinicos AZA e AM interagem com a BLF formando os complexos
termodinamicamente estaveis [BLF-AZA] e [BLF-AM]. Entretanto, a interacdo do
corante AZA com a BLF é mais forte quando comparada ao corante AM. De acordo
com os dados de RPS e fluorescéncia a interacao dos corantes com a BSA foram

induzidos pelo aumento da entropia. A formagédo do complexo termodinamicamente
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estavel ocorre através de complexos intermediarios [BLF-AZA]* e [BLF-AMJ*. A
formacédo dos complexos através das moléculas livres do corante AZA e AM com a
BSA apresenta parametros de associagdo semelhantes, mas a dissociagao dos
complexos [BLF-AZA] e [BLF-AM] para a formagao dos complexos intermediarios séo
muito dependes das estruturas moleculares dos corantes (COELHO et al., 2019).

Zhang e colaboradores (2009), estudaram a interagdo da BSA com o corante
verde malaquita (MG) pelas técnicas de espectroscopia de fluorescéncia, absorgéo
por UV/Vis e dicroismo circular. Os dados de fluorescéncia mostraram que a formagao
do complexo termodinamico [BSA-MG] ocorre causando a extingao da fluorescéncia
da BSA. A constante de ligagdo para o complexo é de 3,26 x 10* M', a 298,15 K. A
variagdo da entalpia (AH° = -27,25 kJ mol') e de entropia (TAS® = -11,23 kJ mol")
indicaram que as forgas de van der Walls e as ligagdes de hidrogénio desempenham
papel fundamental na estabilizacdo do complexo final [BSA-MG]. Através dos
experimentos de competicdo de marcadores de local, indicou-se ainda que o MG
interage principalmente no subdominio IIA da BSA. Os resultados do estudo com o
dicroismo circular revelaram que a presengca do MG causa modificacdo
conformacional na molécula da BSA (ZHANG et al., 2009).

2.4 Técnicas para o estudo de interagoes proteina-corante

As técnicas espectroscopicas de dicroismo circular, Raman e UV/Vis sao
utilizadas para estudar possiveis alteracbes ocorridas nas proteinas devido ao
processo de ligacdo com outros compostos. Ja as técnicas de nanocalorimetria de
titulacdo isotérmica, nanocalorimetria exploratoria diferencial, espectroscopia de
fluorescéncia e ressonéancia plasménica de superficie (RPS) sdo técnicas sensiveis
que permitem, com o auxilio de modelos matematicos, calcular parametros
termodindmicos (AG°, AH° e AS°), e cinéticos, como a constante de associacao e
dissociagao e de ligacao (ka, ka € Kb), da interagdo proteina-soluto e, também, os
parametros cinéticos da formagao dos possiveis complexos de transigdo (AG*, AH* e

AS¥) e as energia de ativagao (Eact).
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2.4.1 Espectroscopia de Ressonancia Plasmoénica de Superficie

A RPS é uma técnica sensivel, livre de marcadores, e de analise em tempo
real. E uma técnica estratégica para monitorar as interagdes intermoleculares em
diferentes sistemas (proteina-aditivos alimentares, proteina-corante, proteina-
drogas), porque permite a avaliacdo dos parametros cinéticos e termodinamicos,
obtidos pelas constantes cinéticas de associacao (ka) e dissociagao (kd) e constante
de ligacao (Kb). (DE PAULA et al., 2017; FATHI et al., 2016; LIMA et al., 2017).

A ressonancia plasmoénica de superficie € uma técnica otica que detecta a
mudanca no indice de refracdo do meio que ocorre nas proximidades de uma
superficie de um metal. Essa técnica foi desenvolvida utilizando a tecnologia Biacore.
No instrumento Biacore a superficie do sensor (sensor-chip) € um filme metalico
(geralmente, filme de ouro com espessura de 50 a 100 nm) sob um prisma de vidro,
formando o piso de uma célula de fluxo no qual uma solucdo aquosa flui
continuamente. O sistema conta com um fotodetector e uma fonte monocromatica
luminosa (PATIL et al., 2016; RIBEIRO, 2014).

Para monitorar a interagdo que ocorre entre a molécula receptora com um
ligante, a molécula receptora, geralmente uma proteina, € imobilizada na superficie
do sensor-chip e o ligante (chamado de analito) é injetado na solugdo aquosa pela
célula de fluxo. A luz polarizada incide sobre a superficie inferior do sensor-chip
gerando um plasma de elétrons em um angulo critico de luz incidente. Os plasmas de
elétrons absorvem parte da energia da radiagdo incidente, originando um campo
eletromagnético evanescente (onda evanescente). Essa absor¢gdo causa uma
diminuicao na intensidade da luz incidente. O angulo critico depende diretamente do
indice de refragdo do meio dentro de 300 nm da superficie do ouro. O angulo critico
muda, por exemplo, quando as moléculas do ligante interagem com as moléculas
receptoras imobilizadas no sensor-chip causando um aumento no indice de refracéo
do meio que é expresso em unidade de ressonancia (ou resposta), RU. A mudanca
no indice de refracdo € acompanhada em tempo real e os dados sao apresentados
em um grafico de RU em fungéo do tempo (RU vs. t), chamado sensorgrama. A figura
8 mostra uma ilustragédo basica do sistema da Biacore (DE CARVALHO et al., 2003;
PATCHING, 2014).
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Figura 8. (a) llustragao do funcionamento do SPR utilizado no sistema da Biacore; (b)
mudanca do angulo critico da luz incidente de a para b quando ocorre alteragao no

indice de refragao; (c) representagdo de um sensorgrama (RU x t).

O sensorgrama mostra os fendbmenos que ocorrem na célula de fluxo em cada
fase do estudo de interacdo entre as moléculas. Na fase 1, ha apenas um fluxo de
solugao (livre do analito) sobre a célula de fluxo, formando a linha base (a), ou seja, a
molécula imobilizada n&o esta em contato com o analito, RU = 0. Na fase 2, inicia-se
a injegao do analito na célula de fluxo e, a medida que as moléculas do analito ligam-
se as moléculas imobilizadas, é observado um aumento no sinal em RU. Quando o
estado estacionario € atingido, fase 3, o valor em RU é referente ao angulo critico
alterado (b). Na fase 4, uma solugéo livre do analito € injetada na célula de fluxo, onde
ocorre a dissociagao do complexo formado, ou seja, os sitios ficam desocupados
regenerando a superficie, retornando a linha base (a).
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Considerando uma interag&o bimolecular entre a molécula imobilizada (A) e o
analito (B) formando o complexo (A-B), pode-se calcular, a partir dos dados dos
sensorgramas, os valores das constantes cinéticas ka (M s') e kq (s'), ajustando as

equacgdes no modelo de pseudo-primeira ordem (equagdes a — C).

Kq
A+ B= A-B (@)
kq
RU(t) = RUmax[l — e_kobs(t—to)] (b)
Rt = Rto e_kd(t_to) (C)

Onde RU) é a resposta no tempo t, RUmax é a resposta no estado de equilibrio
meta-estavel e R é a resposta no tempo final da inje¢do do analito. A ka € derivada
dos valores da constante observada usando a relagao kobs = ka.[C] + kd, onde C € a
concentragéo do analito. A constante (Kobs) € dependente linear da concentragdo do

analito. A constante de ligagao (Kv) pode ser calculada pela relagao Kb = Ka/Ka.

v Imobilizacado da proteina no sensor-chip

Ha varios tipos de sensor-chips que podem ser utilizados nos instrumentos da
RPS, que dependerdo da molécula a ser imobilizada. A maioria dos sensor-chips sao
baseados em superficie recoberta com dextrana; por exemplo, o sensor-chip CM5 é
recoberto com a carboximetildextrana. Para uma melhor imobilizacdo de uma
molécula é fundamental a escolha do método de imobilizagdo. Um método utilizado
citado na literatura para imobilizagcado de proteinas é o acoplamento amina. A figura 9
ilustra o processo de imobilizagao da proteina BSA na superficie do sensor-chip CM5

pelo método de acoplamento amina.
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Figura 9. Imobilizacao da proteina BSA pelo método de acoplamento amina. (1)
sensorchip com a matriz de dextrana. (2) ativacdo da matriz de dextrana com o
EDC/NHS. (3) imobilizagdo da BSA na matriz de dextrana. (4) desativagéo dos sitios
de dextrana nao ligados pela BSA utilizando a etanolamina (Adaptado de FATHI et al.,
2018).

No primeiro estagio do método de acoplamento amina faz-se a injegao, por
tempo determinado, da mistura dos reagentes EDC/NHS para ativar a matriz de
carboximetildextrana presente na superficie do chip CM5. No segundo estagio, faz-se
a injecao da proteina de interesse, a medida que as moléculas das proteinas sao
imobilizadas na superficie do sensor-chip € observado um aumento no sinal em RU.
Ja no terceiro estagio, utiliza-se a solugao de etanolamina que ira remover a proteina
fracamente ligada e desativar os sitios da carboximetildextrana ndo ocupados pela

proteina.
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3 OBJETIVOS

Caracterizar a dinamica molecular e energética da interacdo das proteinas
BSA com os corantes fenotiazinicos (AZA ou AZB) e BLF com os corantes

fenilmetanos (PhM) utilizando a técnica RPS.

v' Determinar os valores das constantes cinéticas de associacdo (ka) das
proteinas com os corantes e a constante cinética de dissociacdo (kd) do
complexo proteina-corante em diferentes temperaturas;

v" Determinar os valores das constantes de ligagdo da interagdo em diferentes
temperaturas;

v Determinar os valores da Eact, AG*, AH* e TAS* dos processos de associagdo
e dissociacao;

v Determinar os valores de Ko, AH°, AG° e TAS®.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Produtos quimicos e aparelhos

Azure A (pureza = 70% em peso), azul B (pureza = 89% em peso), MV10B
(pureza = 90% em peso), MV6B (pureza = 90% em peso), MV2B (pureza = 98% em
peso), MVB (pureza = 87% em peso), AO (pureza = 85% em peso), Lactoferrina bovina
(pureza = 99% em peso) e BSA (pureza = 99% em peso) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA). Todos os produtos quimicos usados neste estudo eram de
grau analitico e foram usados sem purificagdo adicional. Agua deionizada foi usada
para todos os experimentos.

Sensor-chips CM5 para pesquisa e reagentes de acoplamento (N -etil-N', N'
dimetilaminopropilcarbodiimida (EDC), N-hidroxissuccinimida (NHS) e cloridrato de
etanolamina 1 M, pH 8,5) foram adquiridos da GE Healthcare (Pittsburgh,
EUA). Todos os experimentos realizados para investigar os parametros cinéticos e
termodinamicos das interacbes BSA-AZA ou BSA-AZB e BLF-PhM foram realizados
usando um instrumento Biacore X100 (GE Healthcare, Pittsburgh, EUA).

4.2 Solugoes e métodos de preparagao

O sensor-chip CM5 foi ativado por 7 min usando as solugdes de
EDC/NHS. Posteriormente, os grupos carboxila ativados em excesso foram
bloqueados usando etanolamina por 7 min, com fluxo de 10 yL/min. Posteriormente,
a BSA ou BLF foi imobilizada no chip (15 ug mL™") prepraradas em solugdo de acetato
de sodio 10 mM, pH 4,0. A imobilizagcdo da BSA foi realizada em baixa densidade
[3728 unidades de ressonancia (RUs)] para reduzir qualquer potencial transporte de
massa. Durante os experimentos usando BSA ou BLF imobilizada, uma célula de fluxo
foi usada como superficie de referéncia; esta superficie foi preparada como descrito
acima, mas sem imobilizagdo da BSA ou BLF (DRAKE et al., 2012).

As solugdes de corante foram preparadas em concentrag¢des de trabalho (1 — 8
MM) em tampéo de fluxo. Cada concentragao de corante foi injetada sob a superficie
do chip com BSA imobilizado (canal 1) por 25 s no fluxo de 30 yL min-! para permitir
a ligagdo. Em seguida, o tampao de fluxo fluiu através da superficie para se dissociar

por 35 s no fluxo de 30 uL min-', para regenerar a superficie do chip. O procedimento
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foi realizado para cada concentragdo de AZA e AZB. O canal sem BSA imobilizado
(canal 2) foi submetido ao mesmo procedimento, a fim de corrigir o ruido sistematico
que deriva do instrumento. A resposta RU foi obtida subtraindo a resposta do canal 1
do canal 2. Os experimentos de ligagao do corante com a BSA foram realizados a pH
7,4 em diferentes temperaturas (12 a 28 °C).

Os experimentos de ligacdo BLF-PhM seguiram o mesmo procedimento
descrito para os experimentos da BSA-AZA ou BSA-AZB em temperaturas variando
de 12 a 28 °C. Solucdes de PhM em concentracdes de trabalho variaram entre 1 e 7
MM e essas solu¢des foram preparadas em tampao fluxo, pH 7,4. O tempo de injecao

de cada concentracao dos corantes PhM variou de acordo com o corante utilizado.

4.3 Estudo cinético da interagao da proteina — corante

Considerando um modelo bimolecular simples para descrever a interagao
entre a molécula de proteina (BSA ou BLF) imobilizada com moléculas de corante
(AZA ou AZB ou PhM) livres formando um complexo [PROT-COR]°, o processo pode
ser representado pela Eq. 1, onde ka é a constante cinética da taxa de associagao

(M~'s™") e kq € a constante cinética da taxa de dissociagdo (s™).

Kk,
PROT + COR = PROTo°COR (1)
kg

Por ajuste global dos dados dos sensorgramas com uma equacgao de pseudo

primeira ordem (equacéao 2), obtem-se o valor de Kobs.
RU(t) = RUmax[1 - e_kObs(t_tO)] (2)

O kobs pode ser definido por kobs = ka. [COR] + k4. Plotando kobs X [COR], pode-
se obter ka como a inclinagao e ka como a interceptacao [Fig. S7 (a-f)]. No entanto, os
valores de kg estimados com a equacao de kobs S&0 muitas das vezes imprecisos
(HAND, 2008). Portanto, os valores de ks foram estimados diretamente pelo ajuste

dos dados da fase de dissociagao do sensorgrama, equagao 3.
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RU( = RU(ty,) e Ka(t=tm) (3)

Onde RUy é a resposta RPS no tempo t, RUmax € a resposta de ressonancia
maxima obtida em t = <, e RU (tr) € a amplitude da resposta no tempo final do fluxo
da solucao de corante.

Os parametros energéticos relacionados a formag¢ao dos complexos ativados
a partir das associagbdes das moléculas livres da proteina (BSA ou BLF) e do corante
ou da dissociagdo dos complexos termodinamicamente estaveis (BSA-AZA e BSA-
AZB ou BLF—PhM), foram obtidos usando a relagdo de Arrhenius (In kx vs. 1/T).

din ky
E,o = —R. (M) (4)

Onde, E act € a energia de ativagéo (J mol '), R a constante universal de gas
(8,314 J mol - K1), T é a temperatura (K) e kx = ka ou Kai.
Para determinar os parametros de energia do complexo de ativagao (AGi, AHi,

e ASi) envolvidos na formagao dos complexos de transi¢ao, utilizou-se as equagdes
de 5-7.

P _ kxh
AG; = —RTIn X7 (5)
Eactx = AHE + RT (6)
TAS = AHF — AGE (7)

Onde Eact, x = Eact, a 0U Eact, d € @ energia de ativagao (J mol'), R é a constante
de gas universal (8,314 J mol'K"), T é a temperatura (K), (AG)‘E) € a mudanca de
energia livre de Gibbs de ativacdo, (AH¥) é a mudanca de entalpia de ativagdo e (TASY)
€ a mudanca de entropia de ativagao, kx € a constante de taxa de ativagao (ka ou Ka),
h é a constante de Planck (6,6262 x 10-3* J s), e Kg é a constante de Boltzmann (1,38
x 1023 J K.
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4.4 Estudo termodinamico da interagao da proteina — corante

Para determinar as forgas motrizes de formacéo dos complexos [PROT-
CORYJ°, é fundamental determinar os parametros termodinamicos, como constante de
ligacdo (Kb), variagdo da energia livre padrao de Gibbs (AG®), variacdo da entalpia
padrao (AH®) e variagao da entropia padrao (AS°). Para determinar esses parametros
termodinamicos, Ks pode ser calculado pela razdo Kb = ka’ka (JUHASZ et al., 2019).
Dos valores Kb (equacao 8) e sua dependéncia com a temperatura (equacao 9) (figura
S4), pode-se calcular AG®° e AH®, enquanto TAS® pode ser determinado usando a

equacao fundamental da termodinamica (equacéao 10).

AG° = —RTInkK, (8)
Kpp _ _AH°(1 1
an_ln - R (T2 T1) ©)

TAS® = AH® — AG® (10)


https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Abordagem do complexo ativado para descrever interagoes
intermoleculares da albumina do soro bovino — Azure A e da albumina do soro

bovino — Azure B

5.1.1 Analise da cinética de ligagao da BSA-AZA e BSA-AZB usando RPS

A analise do sinal RPS, ou seja, dependéncia do sinal em RU com o tempo
(RU x t), permitiu obter os valores das constantes cinéticas ka e kd das interacbes
intermoleculares entre os diferentes compostos. Além disso, a dependéncia da
temperatura com os valores de kae kd permitiu analisar a dindmica energética e
molecular do processo de formag¢ado do complexo ativado (transi¢do) (SCHUBERT et
al., 2003). A figura 2a e 2b ilustra os sensorgramas (RU x t) das intera¢cdes BSA-AZA
e BSA-AZB, respectivamente, na faixa de concentracéo de 1 — 8 uM, usando a BSA
imobilizada em baixa densidade (3728 RU) na superficie do chip Biacore CM5 a 25

°C. Resultados semelhantes foram obtidos em outras temperaturas (figuras S1 e S2).

60-(@)

8 uM
40

RU

20+

Region 11T

Regionl Region [ : Region TI
' ' T 20 0 2 40 60
Time /s Time/s

Figura 2. Sensogramas das interagdes da albumina de soro bovino imobilizado com
(a) azure A e (b) azure B em baixa densidade (3728 unidades de ressonéancia (RUs))
na superficie de chip Biacore CM5, a 25 °C; 1 < concentragéo de corante < 8 pM.


https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://minio.scielo.br/documentstore/1678-4790/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/71f4bed73988da6709dd7170e5a4c6e6edec39fa.pdf
https://minio.scielo.br/documentstore/1678-4790/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/71f4bed73988da6709dd7170e5a4c6e6edec39fa.pdf
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Os sensorgramas foram obtidos subtraindo o sinal da célula da amostra dos
sinais das células da referéncia e puderam ser descritos em trés regides (I, Il e lll). Na
regido |, chamada regido de linha de base, o tampao fluiu nas células de amostra e
referéncia, portanto, a diferenca entre os sinais foi proxima de zero. Para a regiéao |l
(0 =t <25 s), as solugdes tampao-corante entraram em ambas células, fazendo com
que o sinal RU crescesse continuamente ao longo do tempo. Durante estes 25 s, as
associacoes entre a BSA e as moléculas do corante livres e dissociacbes dos
complexos termodinamicos estaveis BSA-corante, adsorvidos nas superficies do chip
Biacore CM5, ocorreram simultaneamente. Apds 25 s, a regido Ill (25 <t < 50 s)
comecgou, e apenas o tampéao puro fluiu nas células de referéncia e amostra,
novamente, o que levou a diminui¢ado dos sinais de RU ao longo do tempo até que os
valores de RU se tornassem iguais ao sinal de linha de base. A diminui¢do dos sinais
de RU ocorreu porque na regiao lll ocorreu predominantemente a dissociagdo dos
complexos BSA-AZA ou BSA-AZB.

Os dados dos sensorgramas foram ajustados as equagdes 2—3 para obter os
valores das constantes ka € kq. Os valores de kobs foram linearmente dependentes das
concentracbes de AZA e AZB (figuras S3a e S3b ) para BSA-AZA e BSA-AZB,
respectivamente. A tabela 1 resume os valores dos parametros cinéticos (ka e kd) para
os processos de formacdo do complexo BSA-AZA e BSA-AZB em diferentes

temperaturas.

Tabela 1. Constantes de velocidade cinética de associagao (ka) e dissociagcédo (kd)
para as interagdes da albumina sérica bovina-azure A (BSA-AZA) e albumina sérica

bovina-azure B (BSA-AZB) em seis temperaturas diferentes.

BSA-AZA BSA-AZB
Temperatura

Ka kqd Ka Kd
°C 103 M-1s™! s 103 M-1s™ s
12 9,40 £ 0,31 0,248 + 0,007 9,80+ 0,22 0,250 + 0,008
16 2,80+0,15 0,260 + 0,018 3,60 + 0,21 0,268 + 0,019
20 2,50+0,18 0,274 £ 0,017 3,20+ 0,10 0,285+ 0,014
24 4,60+ 0,24 0,290 £ 0,016 5,40 + 0,36 0,305 £ 0,015
25 6,20 + 0,33 0,295 + 0,018 7,40 £ 0,49 0,310 £ 0,021

28 15,30 £ 0,80 0,306 £ 0,016 16,40 + 0,66 0,325 £ 0,025



https://minio.scielo.br/documentstore/1678-4790/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/71f4bed73988da6709dd7170e5a4c6e6edec39fa.pdf
https://minio.scielo.br/documentstore/1678-4790/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/71f4bed73988da6709dd7170e5a4c6e6edec39fa.pdf
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
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Até onde sabemos, as constantes cinéticas das interacbes BSA-AZA e BSA-
AZB ainda nao foram relatadas. Os valores de ka para a formagdo do complexo
termodinamicamente estavel BSA-AZB e kq para a dissociagdo desse complexo foram
superiores aos do complexo BSA-AZA, o que indicou que o aumento no numero
de grupos -CHs (AZA e AZB compreendem 2 e 3 grupos -CHs, respectivamente) na
estrutura quimica do corante acelerou a formacao e dissociagao dos complexos. Os
processos de dissociagdo de ambos os complexos BSA-corante foram mais rapidos
em temperaturas mais altas do que em temperaturas mais baixas. No entanto, o efeito
da temperatura no processo de associacao foi diferente daquele observado para o
processo de dissociagdo. Na gama de temperaturas de 12 — 20 °C, ka diminuiu a
medida que a temperatura aumentou, enquanto a temperatura no intervalo de 20 — 28
°C o comportamento oposto foi observado.

Sharma e colaboradores, 2014 e Sharma e colaboradores, 2016 relataram
que AZB e AZA se ligaram ao mesmo sitio hidrofébico da BSA localizado no
subdominio IIA do sitio |, portanto, as diferengas nos valores dos parametros cinéticos
para a formacgao e dissociagao dos complexos BSA-corante foram devido a mudanca
estrutural dindmica dos corantes, bem como do sitio de interagdo da BSA (SHARMA
et al., 2014; SHARMA; SUBRAMANIAN et al., 2016).

Em pH 7,4, as moléculas dos corantes estavam carregadas positivamente
enquanto a BSA carregava carga negativa, o que promoveu interacoes eletrostaticas
favoraveis entre o BSA e os corantes. Apesar da repulsao eletrostatica entre o
vermelho do Congo (VC) e BSA, bem como o grande tamanho do VC em comparacéo
com os de AZA ou AZB, a interacao entre as moléculas de VC e BSA livres ocorreu
de duas a dez vezes mais rapido do que aquelas entre BSA-AZA e BSA-AZB (DE
PAULA et al., 2017). A maior taxa de formagado do complexo BSA-VC foi causada
pelos seis anéis de benzeno de rotagao livre presentes na estrutura do VC, enquanto
AZA e AZB compreendem apenas trés anéis condensados que foram impedidos de
girar para ganhar conformacgdes favoraveis. Entdo, pode-se concluir que as moléculas
de VC podem se auto-orientar mais rapido do que as moléculas de AZA ou AZB, para
formar interagdes de m — ™ stacking entre os anéis de benzeno e os aminoacidos
aromaticos presentes nos sitios de ligagcdo da BSA. No entanto, essas interagdes m —
n* stacking entre VC e BSA causaram uma diminuigdo de seis vezes no valor de kg

para a dissociacao do complexo BSA-VC em comparagdao com os valores para a
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dissociagdo dos complexos BSA-AZA ou BSA-AZB. Para determinar os parametros
energéticos associados ao ajuste da conformacgéao do sitio de ligagdo BSA durante a
interacdo com AZA ou AZB, investigou-se a dependéncia da temperatura com os
valores de ka e kd. Os gréaficos de Arrhenius (figura 3a e 3b para BSA-AZA e BSA-AZB,
respectivamente) sdo geralmente utilizados para descrever as dependéncias da

temperatura com os valores de ka € kaq.
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Figure 3. Graficos de Arrhenius de In ka € In kd para (a) BSA-azure A e (b) interagdes

BSA-azure B como fungdes do reciproca da temperatura.

O efeito da temperatura nos processos de associacao BSA-corante nao foi
linear, o que sugeriu que as interagbes BSA-AZA e BSA-AZB ocorreram através de
processos de varias etapas que provavelmente foram controlados pelo ajuste do local
na estrutura do local | da BSA. No entanto, os valores de kdq para ambos os complexos
termodinamicamente estaveis foram linearmente dependentes da temperatura, o que
indicou que os processos de dissociacdo ocorreram através de processos de etapa
unica.

Para calcular os parametros energéticos (Eaccx, AGE, AHE, TASY) da formagao
do complexo ativado usamos as equacodes 4 — 7, respectivamente. A tabela 2 resume
os valores dos parametros energéticos para formagéo do complexo ativado em seis

temperaturas diferentes.


https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
https://www.scielo.br/j/jbchs/a/rjHRd3KHBfzkKQzRV9D8mcK/?lang=en
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Tabela 2. Parametros energéticos para (a) formagéo de complexos de transicdo BSA-

AZA e BSA-AZB e (d) dissociagao de complexos na faixa de temperatura de 12-28 °C.

BSA-AZA
T Fase de associagéao (a) Fase de dissociagéo (d)
Eact,a AH*a AG*a TAS*a Eacl,d AH*d AG*d TAS*d

°C kJ mol!

12 -308,20+46,3 -310,57+46,6 48,04+7,2 -358,61+53,8 71711 73,03+11,0 -65,86+9,9
16 -102,63+48,3 -10503+495 5168+24,3 -156,71+73,8 714 +£34 74,00+34,8 -66,86+31,5
20 52,53+16,2 50,09 + 15,5 52,68 + 16,3 -2,59+0,8 954 71122 7491+23,1 -67,80+20,9
24 173,82+465 171,35+459 5193+13,9 11942+320 =24 7,07+19 7582+20,3 -68,75+18,4
25 198,50+459 196,02+453 5137+11,9 144,65+334 70716 76,04+17,6 -68,98+16,0
28 259,64 +593 25714+58,7 4965+11,3 207,49+474 704+16 76,74+175 -69,70+15,9

BSA-AZB
T Fase de associacgao (a) Fase de dissociagéo (d)
Eacta AH*, AG*, TAS*, Eactd AH*4 AG*q TAS*q

°C kJ mol!

12 -254,00 £29,1 -256,37 £+29,4 4794+55 -304,31+34,9 934+11 73,01£84 -63,67 £7,3
16 -87,27 £18,3 -89,67 £ 18,8 51,07 £10,7 -140,75+ 29,6 9,31+20 7393+155 -64,62+13,6
20 4482+12,0 42,38 +11,3 52,08 £ 13,9 -9,70£2,6 11,7 9,28+2,5 74,81+20,0 -6553+17,5
24 155,42 +18,3 152,95+18,0 51,53 +£6,1 101,42+119 =09 924+11 7570+8,9 -66,45+7,8
25 179,35+355 176,88 + 35,1 50,93 + 10,1 125,94 £ 25,0 924+18 7592+150 -66,68+13,2
28 242,67 47,7 240,17 £47,2 49,48 +9,7 190,69 + 37,5 921+18 76,59+151 -67,38+13,3

Os valores da Eact para a formagdo dos complexos ativados ([BSA-AZAJ* e

[BSA-AZB]¥) por meio das interagcdes das moléculas de BSA e corantes livres foram
negativos em temperaturas mais baixas e aumentaram com o aumento da
temperatura, enquanto Eact associado a dissociacdo dos complexos termodinamicos
estaveis BSA-corante foi independente da temperatura.

Normalmente, a Eact pode ser expressa como a soma de trés contribui¢cdes
energéticas, como segue: (i) energia de dessolvatagdo, Epes, que € a energia
necessaria para remover a camada de solvatagao dos reagentes livres; (ii) energia de
mudancga conformacional, Econf, que esta associada ao ajuste do local do biopolimero
e ao ajuste da estrutura quimica do corante; e (iii) energia de interagao, Eint, atribuida
as interagdes dos reagentes (equacao 11). Cada uma dessas contribuicbes pode ser
dependente da temperatura.
Eact = Epes * Eint + Econf Equacéo 11

O termo Epes € positivo, porque para liberar o solvente da camada de
solvatagdo do soluto, a energia deve ser absorvida do ambiente para quebrar as
interacoes solvente-soluto. Além disso, o valor de Econf € positivo, porque esta

associado a quebra das interagées aminoacido-aminoacido que ocorrem nos sitios da
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BSA. No entanto, o valor de Eint € negativo, devido as novas ligagdes intermoleculares
formadas pelas interagdes BSA-corante.

Quando associam-se as moléculas livres de BSA e corantes a T < 20 °C, a
Eact,a, foi negativa por duas causas: (i) a magnitude da Econf foi baixa, porque, em baixa
temperatura, a energia cinética molecular média n&o foi alta o suficiente e, portanto, a
transferéncia de energia das colisdes de particulas ndo foi suficiente para superar a
barreira de energia potencial associada com a mudanga conformacional do local de
interacao da BSA. Isso conferiu um carater menos flexivel a este sitio de interacao;
e (ii) consequentemente, as moléculas de corante ndo conseguiram penetrar muito
nos sitios das moléculas de BSA, o que promoveu a liberacdo de pequenas
quantidades de moléculas de agua das conchas de solvatagdo da BSA e corantes e,
portanto, causou o pequeno valor de Epes. Posteriormente, |Epes + Econtl < |Eintl-

A medida que a temperatura aumentava (e consequentemente a energia
cinética molecular média aumentava), a energia transferida via colisées moleculares
aumentava, o que causava intensas mudangas conformacionais nos locais de
interagdo da BSA e, portanto, induzia maiores graus de penetragdo do corante, bem
como a intensa dessolvatacdo de moléculas em interacdo. Essa intensificacdo das
mudancas de sitio conformacional e do processo de dessolvatagao promovido pelo
aumento da temperatura fez com que Eacta Se tornasse positivo e, portanto,
|Epes + Econtl > |Eint/. A mesma andlise pode ser aplicada a AHZ, TASE.

Durante o processo de associagao das moléculas livres de BSA e corantes na
faixa de temperatura de 12 — 20 °C, os valores de ka diminuiram com o aumento da
temperatura, enquanto o comportamento oposto foi observado na faixa de
temperatura de 20 — 28 °C. Além disso, AG permaneceu razoavelmente constante
(aproximadamente 50 kJ mol'), e AH! e TAS! mudaram muito mais do que os valores
de AG! , o que sugeriu a possivel compensacao de entalpia-entropia de ativacdo. Para
verificar a ocorréncia deste processo de compensagao, plotou-se, em um grafico, os
valores de AH em funcéo de TAS? para a formacdo dos complexos de transicéo [BSA-
AZA]* e [BSA-AZBY?, figura 4.
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Figura 4. Graficos de entalpia-entropia (AHj - TASj) para complexos de

transicao [BSA-AZA]* e [BSA-AZBJ*.

As relagbes entre AHj e TASj foram lineares e os coeficientes de correlagao,
r?, foram iguais a 0,999 para os processos de associagdo BSA-corante, o que
demonstrou que as interacbes BSA-AZA e BSA-AZB ocorreram por meio de um

processo de compensacao isocinética de entalpia-entropia. A relacéo linear entre os

valores de AHj e TASi pode ser expressa usando a equagao 12.

AH! = a — pTASE Equagéo 12

Onde a e B sdo constantes ajustaveis. Aqui, a = 54 kJ mol' e B = 291 K sao
AGi e a temperatura de compensacdo, respectivamente. Esta compensacao
isocinética revelou a assinatura energética ativada tipica para as interagdes
hidrofébicas, sendo promovida pelas mudangas na estrutura das camadas de
solvatacao das moléculas interagentes, ou seja, durante o processo de associagao
das moléculas livres de BSA e corantes, dois sub-processos podem ocorrer: (i)
dessolvatagdo da BSA e do corante e (ii) interagdes diretas entre a BSA e as
moléculas dos corantes dessolvatados. Os valores de AHi e TASE associados ao
primeiro e segundo  subprocessos foram  positivos e  negativos,

respectivamente. Durante o processo de associagdao BSA-corante a T < 20 °C, a
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interacao direta BSA-corante dessolvatada dominou as magnitudes dos valores AHi e

TASj, principalmente porque nesta faixa de temperatura, o processo de dessolvatagao
ocorreu em baixa extensao. No entanto, com o aumento da temperatura, a liberagao

da molécula de agua dissolvendo as moléculas livres de BSA e corantes determinou

os valores de AHj e TASj, e fez com que ambos os parédmetros cinéticos ativados
fossem positivos em temperaturas mais altas (LIU et al., 2001; PAUL et al., 2016).
Os processos de transformagdo dos complexos de transigdo [BSA-AZAJ* e
[BSA-AZB]* nos complexos termodinamicamente estaveis finais BSA-AZA e BSA-
AZB, respectivamente, foram acompanhados por liberagdes de entalpia
correspondentes de 9,54 e 11,70 kJ mol'. No entanto, esses processos causaram
grandes aumentos de entropia para BSA-AZA e BSA-AZB (69 e 67 kJ mol’,
respectivamente) e, portanto, a transformacdo dos complexos de transigdo [BSA-
corantes]f em complexos termodinamicamente estaveis BSA-corante foi

impulsionado por alteragdes conformacionais de biopolimero e corantes.

5.1.2 Analise de parametros termodindmicos de ligagdo BSA-AZA e BSA-AZB

Para determinar a estabilidade e a forca motriz para a formagao dos
complexos termodinamicamente estaveis BSA-corante, foi necessario medir os
seguintes parametros termodinamicos padrao para a formag¢ao do complexo: AG®, AH®
e AS°. Assim, para obter esses parametros termodinamicos utilizaram-se as equacoes
10-12, os valores Kb e sua dependéncia com a temperatura sao mostrados na figura
S4. A tabela 3, lista os valores dos parametros termodinamicos para a formagao dos

complexos BSA-AZA e BSA-AZB em diferentes temperaturas.
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Tabela 3. Variagcédo da energia livre de Gibbs padréo, variacdo da entalpia padréo e

variagédo da entropia padréao (AG°, AH®° e TAS®) para a formagéao de complexos BSA-

AZA e BSA-AZB em temperaturas na faixa de 12 — 28 °C e pH 7 4.

T BSA-AZA

Kb AH° AG® TAS®
°C 10* L mol kJ mol
12 3,79+ 0,60 -314,56 + 47,20 -24,99 + 3,8 -289,57 + 43,50
16 1,08 £ 0,50 -111,69 + 52,60 -22,33+10,5 -89,37 £+ 42,10
20 0,91 £0,30 42,22 + 13,00 -22,22+6,9 64,44 + 19,90
24 1,59 £ 0,40 163,47 +£ 43,80 -23,89+6,4 187,36 £ 50,10
25 2,10 £ 0,50 188,32 + 43,50 -24,67 +5,7 212,99 + 49,30
28 5,00+ 1,10 250,41 £ 57,20 -27,09 £ 6,2 277,50 £ 63,40
T BSA-AZB

Kb AH° AG® TAS®
°C 10* L mol kJ mol-!
12 3,92+ 0,40 -265,73 + 30,50 -25,07 + 2,90 -240,6 + 27,60
16 1,34 £ 0,30 -99,29 + 20,80 -22,86 + 4,80 -76,43 + 16,00
20 1,12 £ 0,30 32,58 £ 8,70 -22,73 £ 6,10 55,31 + 14,80
24 1,77 £ 0,20 143,01 + 16,80 -24,17 + 2,80 167,18 £ 19,70
25 2,39 + 0,50 166,91 + 33,10 -24,99 + 5,00 191,90 + 38,00
28 5,05+ 1,00 230,14 £ 45,30 -27,11 £ 5,30 257,26 £ 50,60

Todos os valores dos parametros termodinamicos foram dependentes da
temperatura e seguiram as tendéncias polinomiais de segunda ordem a medida que
a temperatura aumentava. Conforme a temperatura aumentou, os valores de AG°
aumentaram até atingir o valor maximo em T = 20 °C, e entdo diminuiu conforme a
quanto TAS®

monotonicamente com o aumento da temperatura. Os valores de AG° foram negativos

temperatura continuou a aumentar. Tanto AH° aumentaram
em todas as temperaturas, o que demonstrou que, para as misturas de solucdes
aquosas de BSA e AZA ou AZB, as condigdes de equilibrio termodinamico
promoveram maiores concentracbes dos complexos BSA-AZA e BSA-AZB. As
diferengas de estrutura quimica entre os corantes nao afetaram a magnitude do AG®.
Sharma et al. (2014) e Sharma et al. (2016), usaram espectroscopia de fluorescéncia
para determinar os valores de AG® para os complexos BSA-AZA e BSA-AZB (-30,35
e -33,61 kJ mol, respectivamente) que diferiram em aproximadamente 20% dos
nossos resultados. Infelizmente, os autores nao calcularam os parametros AH° ou
TAS® para esses complexos. As pequenas diferengas entre os resultados relatados
por Sharma et al. (2014) e Sharma et al. (2016) e os valores de AG° obtidos neste

estudo podem ser atribuidos a menor contribuigdo da entropia de configuragao
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durante o experimento de RPS, que foi principalmente devido as moléculas de
proteina aderidas a superficie do chip (SHARMA et al., 2014; SHARMA et al.,
2016). Para investigar a forca motriz da formagdo dos complexos BSA-corante,
precisamos analisar os componentes do potencial termodinamico AH® e TAS®. Ambos
parametros termodinamicos foram negativos em baixas temperaturas e tornaram-se
positivos em T = 20 °C. Ambas as interacbes BSA-AZA e BSA-AZB ocorreram por
meio de compensacao de entalpia-entropia (figura S5), que demonstrou que,
conforme observado para a formagdo do complexo ativado, durante a sintese dos
complexos termodinamicamente estaveis foi a interagdo hidrofébica (liberagdo de
agua das conchas de solvatagdo das moléculas de BSA e corante e interagdes direta
da BSA e corante dessolvatas) que determinou o mecanismo molecular para a
formagcao dos complexos BSA-corante. Este efeito do aumento da temperatura na
interacao hidrofobica BSA-AZA e BSA-AZB pode estar associado a destrui¢cao parcial

da estrutura da proteina dobrada, expondo o nucleo hidrofébico interno.
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5.1.3 Conclusao

A técnica RPS confirmou que BSA interagiu com corantes fenotiazinicos (AZA
e AZB) para formar complexos termodinamicamente estaveis (Ko de 2,1 x 10% e 2,39
x 10* M, respectivamente, a 25 °C) em pH 7,4. No entanto, a forga motriz para a
formagcdo dos complexos de corante BSA-fenotiazina foi dependente da
temperatura. Em temperatura < 16 °C, forgas entalpicas, principalmente devido a
ligacdes de hidrogénio e interagdes de van der Waals, governaram a formacgao dos
complexos (AH°12°c,aza = -314,56 kJ mol' e AH12°c.azs = -265,73 kJ mol-!, enquanto
na temperatura = 20 °C, devido ao predominio das interacdes hidrofébicas, a forca
motriz foi a entropia (TAS°2s°c.aza = 277,50 kJ mol' e TAS 2s°c.azs = 230,14 kJ mol-
1. Os resultados deste estudo sugeriram que a BSA interagiu com AZA ou AZB através
de complexos de transicdo. As associacdes proteina-corante ocorreram através de
processos de varias etapas e os valores de energia de ativagdo aumentaram com o
aumento da temperatura (Eact,a,12°c,aza = -308,20 kJ mol™" aumentou para Eact,a,28°c.Aza
= 259,64 kJ mol™, e Eacta,12°c,az= -254,00 kJ mol~' aumentou para Eactaz2scazs =
24267 kJ mol™"). Por outro lado, durante a dissociagdo dos complexos
termodinamicamente estaveis BSA-AZA e BSA-AZB em complexos ativados,
ocorreram processos de etapa Unica (Eactdaza = 9,54 kJ mol™" e Eactaazs = 11,57 kJ
mol~'. Os complexos termodinamicamente estaveis BSA-AZA e BSA-AZB formados
por meio de processos de compensacao de entalpia-entropia e os complexos ativados
[BSA-AZA]* e [BSA-AZB]* foram produzidos por compensagdo isocinética. As
analises cinética e termodinamica das interagdes entre os corantes AZA e AZB e BSA
podem ajudar a elucidar o mecanismo molecular de formacdo de complexos entre
proteinas e corantes organicos diferentes, o que seria util para projetar moléculas

terapéuticas de ligagao a proteinas.
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5.2 Dinamica e energética da interagao da lactoferrina bovina com os corantes

fenilmetanos seguida pela técnica de ressonancia plasménica de superficie

5.2.1 Caracterizag¢ao da interagao BLF-PhM pelo RPS

O RPS foi utilizado para a determinagcédo cinética e termodinédmica das
interacbes entre as moléculas BLF e PhM com diferentes estruturas quimicas,
conforme mostrado na figura 2 (HUDSON et al, 2019; PAULA et al., 2020). Os
sensorgramas descrevem como a resposta RPS (RU) depende dos eventos
moleculares temporais que ocorrem na superficie do chip CM5, sendo dominados por
processos de interacdo BLF-PhM. A aplicacédo de modelos cinéticos especificos aos
dados dos sensorgramas permite determinar a constante de associagao (ka) das
moléculas livres de BLF e PhM, e a constante de dissociagdo (kd¢) do complexo
termodinamico estavel, [BLF-PhM]°. A Figura 2 mostra os sensorgramas obtidos da
interacdo da BLF imobilizada na superficie do chip CM5, com as solugdes de fluxo no
pH 7,4, do corante AO, na faixa de concentragao do corante de 1-7 uM, a 25 °C. Os
sensorgramas da interagcédo entre BLF e outros PhM (MVB, MV2B, MV6B e MV10B)

sdo mostrados nas figuras S6 (a-f) — S10 (a-f), em outras temperaturas.

30 1

7 M

20 4

RU

—

10

25 0 25 50 75 100

Time /s
Figure 2. Sensorgramas (RU x s) para interagdo BLF-AO, 1 < [AO] =7 uM, solugdes
de corante fluindo sobre a superficie do sensor-chip CM5 com BLF imobilizada (3890

RU),apH=7,4eT=25°C.
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No inicio (-20 s <t < 0 s) do perfil do sensorgrama apenas a solugéo tampao
esta fluindo dentro dos canais de referéncia (sem BLF) e do canal de amostra (com
BLF), formando a linha base (RU = 0). Em t = 0, a solugdo de corante com uma
concentragcado especifica comecgou a fluir na superficie do chip CM5 e, conforme o
corante se liga a BLF imobilizada, formando o complexo [BLF-AQ]°, um aumento no
sinal RU é observado durante um periodo de 25 segundos (fase de associagao). Apés
este tempo, o tampao puro (sem corante) flui novamente sobre a superficie do chip
CMS5 para dissociar o complexo [BLF-AQO]° que leva a uma diminui¢do no sinal RU
(fase de dissociacao) (NUNES et al., 2019; PATCHING, 2014; REZENDE et al., 2020).

Os dados dos sensorgramas foram ajustados as equagbes 2—3 para obter os
valores das constantes ka € kd. O grafico de kobs em fungéo da concentragao do corante
€ mostrado na figura S11 (a-f). A tabela 1 mostra os valores dos parametros cinéticos

ka € kd para a formacéo do complexo BLF-PhM em seis temperaturas diferentes.

Tabela 1. Constantes de taxa de associagao (ka) e dissociagao (kd) para a interagao
BLF-AO, BLF-MVB, BLF-MV2B, BLF-MV6B e BLF-MV10B em fung¢ao da temperatura.

Te0) BLF-AO BLF-MVB BLF-MV2B
ka (10°M7s") kg (102s")  ka (103M-'s™) k4 (10257)  ka (103M-'s") ks (10257
12 1020042 8,00+020 1,00£005 241+0,13 1,85:008 3,60%0,16
16 14,10+0,40 8902055 155+007 2,650,147 250£0,12 3,75+0,21
20  18,50+0,78 10,00 +0,42 230+0,10 290%0,18 330017 3,90 £ 0,31
24  2500+1,30 11,30+£045 3,70+£0,19 320%0,12 450+025 4,10+ 0,25
25  2660+1,34 11,60+£067 4,05+025 329+0,15 4,90+029 4,15+ 0,26
28  3250+158 12,60+0,78 520£0,32 355+019 580035 4,25+ 0,20
T o) BLF-MV6B BLF-MV10B

ka(10°M7s") ks (102s")  ka (103M7s") _ ka (102s)

12 3,80+0,14 345+0,16 6,80%0,32 2,24%0,10

16 520+022 360+0,19 960%053 2,30+0,13

20 720033 3,70£019 1350%0,84 2,36+ 0,14

24 10,00+ 0,43 3,85+0,15 1840+ 1,11 2,41%0,14

25 11,10+ 0,43 3,90+0,16 20,00+ 125 2,43+0,14

28 1360+ 0,78 4,00+0,22 2510+£1,48 24710,15

Independentemente da estrutura quimica do corante, os valores de ka € kd
aumentaram com o aumento da temperatura, indicando que a extensao da associagao
das moléculas livres de BLF e PhM, bem como a dissociagédo do complexo [BLF-
PhM]°, aumenta com o aumento da energia cinética molecular média.

A energia de ativacao (Eacta) envolvida na associagao entre as moléculas de

corante livre e o BLF imobilizado, para a geragdo do complexo de transigao [BLF-
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PhM]*, foi obtida através do grafico de Arrhenius (In ka vs. 1/T). Os valores de Eactd

foram obtidos a partir do grafico In ka vs. 1/T, figura 3A e 3B.
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Figura 3. Grafico de Arrhenius para a fase de associacao (3A) e fase dissociagao (3B)
envolvida nas interagbes BLF-PhM em funcéo de 1/T. (m) BLF-AO, (e) BLF-MVB, (A)
BLF-MV2B, (o) BLF-MV6B, and (A) BLF-MV10B.

A formagao do complexo ativado a partir dos processos de associagao ou
dissociagao ocorreu em uma unica etapa, evidenciada pela linearidade dos graficos
de Arrhenius (WANG et al., 2013). Para calcular os parametros energéticos (E,cy,
AGE, AHE, TAS?Y) da formagao do complexo ativado utilizaram-se as equagdes de 4—7.
A tabela 2, mostra os valores dos parametros energéticos (E,cx, AGE, AHE, TASE) para
os processos de formag&o do complexo transi¢cdo [BLF-PhM]*, a 25 °C. Foram obtidos

valores dos parametros energéticos semelhantes para outras temperaturas, tabela S1.
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Tabela 2. Parametros energéticos da formagao do complexo de transigdo para: (a)
associagao das moléculas livres da proteina e do corante e (d) dissociagdo do

complexo termodinamicamente estavel, a 25 °C.

Fase de Associacao

Complex Eact AH* AG* TAS?
kJ mol?
BLF-AO 51,76 £ 2,27 49,28 + 2,27 47,76 £ 2,40 1,52 £ 0,08
BLF-MVB 75,42 + 3,85 72,61 +4,52 52,43 + 3,25 20,19+ 1,27
BLF-MV2B 51,94+ 2,76 49,46 £ 2,91 51,95 + 3,06 -2,50+0,15
BLF-MV6B 57,84 + 2,56 55,36+ 2,15 49,93+1,94 5,43+0,21
BLF-MV10B 58,45 + 3,38 55,97 + 3,50 48,41 + 3,03 7,50+0,47
Fase de Dissociacdo
Complex Eact AHY AG* TAS?
kJ mol?
BLF-AO 20,55+ 0,99 18,07 £ 1,07 78,36 £ 4,51 -60,28 + 3,47
BLF-MVB 17,27 £ 0,91 14,79 £ 0,67 81,48 +£3,72 -66,69 + 3,04
BLF-MV2B 7,32+0,41 515+0,31 80,91+5,17 -75,75+ 4,86
BLF-MV6B 6,54 + 0,49 4,06+0,32 81,06 + 3,33 -76,99 + 3,01
BLF-MV10B 4,36 £ 0,25 1,88+0,11 82,23+4,81 -80,35+4,70

A formacdo do [BLF-PhM]* ocorre via absorgdo de energia, conforme
evidenciado pelos valores positivos de Eacta, Eactd, AH*a, AH*4, AG*a € AG*4. O valor
da energia de ativagao esta associado a potenciais barreiras de energia que devem
ser superadas para formar o complexo de transicao (HUDSON et al., 2019; NUNES
et al., 2019; PAULA et al., 2020). As barreiras de energia AYx* (Y = Eact, H¥, G* e S,
x = a ou d), ocorrem porque durante a formagdo do complexo [BLF-PhM]* algumas
interagdes devem ser quebradas e outras devem se formar, tais como: i) quebra de
interagcdes agua-agua na camada de solvatagdo das moléculas de interacao livre e
interacbes agua-agua posteriores no volume da solugdo, AYsow; ii) energia para a
interrupcéo das interagdes de aminoacidos associadas a alteragdes conformacionais
dos locais de ligagéo as proteinas, bem como para ligagdes rotacionais de moléculas
de PhM, AYconf; € iii) interagdes diretas corante-proteina no local de ligagdo da
proteina, AYint. Para moléculas hidrofébicas, como PhM, os processos moleculares (i)
e (ii) ocorrem com absorg¢ao de energia, enquanto o processo (iii) ocorre com liberagao

de energia.
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5.2.2 Efeito do numero do grupo -CHs nos parametros energéticos na formagao
do complexo [BLF-PhMJ*

Todos os valores dos parametros energéticos da formagdo do complexo
ativado (tabela 2), bem como os valores ka € kq (tabela 1) dependem do numero de
grupos -CHs presentes na estrutura quimica das moléculas do corante. Os corantes
MV2B, MV6B e MV10B tém estruturas quimicas semelhantes, exceto para o numero
de grupos -CHs ligados: MV10B (6 -CHs) > MV6B (5 -CHs3) > MV2B (4 -CHs).
Independentemente da temperatura, o processo de formagdo do complexo [BLF-
MV10B] ° é aproximadamente 1,8 e 4,1 vezes mais rapido do que a associagdo com
MV6B ou MV2B, respectivamente. Para o processo de dissociacédo, o complexo BLF-
MV2B (4,15 x 102 s") é 1,1 vezes mais rapido que o complexo BLF-MV6B (3,9 x 10
2s") e 1,7 vezes mais rapido que o complexo BLF-MV10B (2,43 x 102 s™'). Moléculas
de corante PhM com mais grupos -CHs em sua estrutura quimica associam mais
rapidamente com locais de ligagdo da BLF e dissociam-se mais lentamente. Coelho e
colaboradores, 2019, estudaram a interacdo de corantes fenotiazina com a BLF, e
observaram um efeito do numero de -CHsz oposto, nas constantes de taxa de
associagao e dissociagdo, com BLF-MB (4 -CH3) (ka = 5.1 x 103 M's" e ka = 0.034 s
") e BLF-AZA (2 -CHs) (ka=8.1 x 103 M s e ka = 0.46 s), a 25 °C. A constante de
associagao dos corantes PhM (exceto para MV2B) e a dissociacado (exceto para
MV10B) no local de ligagao da BLF é mais rapido do que para as interagées da BLF-
AZA ou BLF-MB, o que pode ser explicado considerando o maior grau de liberdade
rotacional/conformacional dos corantes PhM quando comparados aos corantes
fenotiazina, principalmente causados pela rotacéo livre de anéis fenil anexados (PhM),
enquanto os corantes AZA e MB tém trés anéis condensados.

Para o processo de associagdao, o aumento no numero de grupos -CHs na
estrutura do corante PhM causou um aumento nos valores de Eact, a, [Eact, a, [BLF-Mv2B] =
51.94 kJ mol! (4 -CH3); Eact, a, (BLF-MveB] = 57.84 kJ mol' (5 -CH3); Eact, a, [BLF-Mv10B] =
58.45 kJ mol' (6 -CH3)]. Esse gasto energético promovido pela presencga do grupo
metil pode ser atribuido ao seu maior volume molecular quando comparado ao
hidrogénio. Portanto, moléculas de corante com maior numero de grupos metil
requerem maior absor¢ado de energia durante: a) quebra da interagao BLF-solvente e

PhM-solvente; e b) a mudanca conformacional da proteina e das moléculas de PhM
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causada pela associagado das moléculas de corante nos locais de ligagdo do BLF. As
mesmas analises sio feitas para os valores de AH¥a, [AH*a, BLF-Mv2B] = 49.46 kJ mol,
(4 -CHa3); AH*3, BLF-mveB] = 55.36 kJ mol!, (5 -CH3); AH*a, BLF-mv108] = 55.97 kJ mol™! (6
-CH3)]. Entao, o efeito do numero de -CHs no aumento da velocidade de associagao,
deve ser atribuido a uma impulsionada forgca entropica. As moléculas de PhM com
maior nimero de grupo -CHs, quando se ligam ao sitio BLF para formar o [BLF-PhM]*
promovem um grande valor de TAS*a, [TAS*,, BLF-Mv2R) = -2.50 kJ mol!, (4 -CH3);
TAS*3, BLF-mveB] = 5.43 kdJ mol!, (5 -CH3); TAS*,, BLF-mvi108] = 7.50 kJ mol-! (6 -CH3)], a
25 °C. Como discutido acima, este efeito entropico do grupo -CHs ocorre porque as
moléculas de PhM com maior numero -CHs liberam mais moléculas de agua
dissolvendo regides hidrofobicas (-CHs é um grupo hidrofébico) e promove uma
mudanca de conformacao do local da BLF mais extensa.

Por outro lado, para o processo de dissociagdo, o0 aumento no numero de
grupos -CHs na estrutura do corante causou uma diminui¢do nos valores de Eact, d,
TAS*3 e AH*q [Eact, d, BLF-Mv2B] = 7.63 kJ mol™ (4 -CH3); Eact, d, BLF-MveB] = 6.54 kJ mol-"
(5 -CH3); Eact, d, BLF-Mv10B] = 4.36 kJ mol™! (6 -CH3)], valores de AH*4 [AH*q, [BLF-Mv2B] =
5.15 kd mol!, (4 —CHa); AH*q4, BLF-mveB] = 4.06 kJ mol!, (5 —CH3); AH*4, [BLF-Mv108] = 1.88
kJ mol' (6 -CH3)], valores de TAS*4 [TAS*q, (BLF-Mv2B] = -75.75 kJ mol', (4 —CH3); TAS*q,
[BLF-MveB] = -76.99 kJ mol!, (5 —CH3); TAS*q, [BLF-Mv108] = -80.35 kJ mol™' (6 -CH3)], a 25
°C. Para entender esta diminui¢cdo nos valores de Eact € AH*, TAS* induzidos pelo
aumento do numero -CHs, deve-se considerar que estes parametros energéticos
est&o associados a conversio de [BLF-PhM]° em [BLF-PhM]*. Portanto, os resultados
demonstraram que o sitio de ligagdo da BLF do [BLF-PhM]* é mais estruturado e
possui interagcdo intermolecular mais intensa. Assim, o grande volume molecular
(maior numero -CHs) promoveu uma estruturagdo mais intensa do sitio de interagéo
do BLF, diminuindo a velocidade de dissociacao.

O aumento no numero do grupo metil na estrutura do corante causou uma
diminuicdo em AG*a e um aumento em AG*4. Para entender este efeito de -CHs no
potencial termodindmico de formagao de complexo de transicdo, deve-se considerar

a discussao acima sobre AH* e TAS*.
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5.2.3 Efeito de grupos fenil nos parametros energéticos na formagao de

complexos de transi¢ciao [BLF-PhM]*

A fim de determinar o efeito dos grupos fenil na cinética do processo de
associagao e dissociagao para a interagdao BLF-PhM, os parametros de energia de
ativagdo da interagdo AO e MV2B com as moléculas de BLF foram comparados.
MV2B tem trés grupos fenil, enquanto AO tem apenas dois, figura 2. As constantes de
taxa de associacao e dissociagcado do sistema AO/BLF foram maiores do que para o
MV2B/BLF, porque AG*,, BLF-A0] (47.76 kJ mol') < AG*,, BLF-mv2s) (51.95 kJ mol?) e
AG*q, BLF-A0] (78.36 kJ mol') < AG*q, BLr-mv2s] (80.91 kJ mol'). Este efeito do anel
aromatico no potencial termodinédmico de formag¢ao do complexo de transicao é 1,64
vezes maior na associacao do que no processo de dissociagcido e pode ser proveniente
de componentes entalpicos e/ou entropicos de AG*. Os resultados mostram que o
grupo fenil ndo afeta os valores de Eacta € AH*a, (EactaBLF-Mv2B] = 51.94 kd mol™; Eact,
a, [BLF-A0] = 51.76 kJ mol'; AH*a, BLF-mv28] = 49.46 kJ mol'; AH*a [BLF-A0] = 49,28 kJ mol
1), demonstrando que o efeito do anel aromatico na fase de associagao da velocidade
de ligacdo BLF-PhM veio apenas de contribui¢cdes entropicas.

Os valores de TAS*a foram negativos para [BLF-MV2B]* (TAS*,, BLF-Mv28] = -
2.50 kJ mol"), e positivos para a formagéo de [BLF-AO]* (TAS*a, BLF-a0] = 1.52 kJ mol
"). As interagdes do anel aromatico com aminoacidos presentes no local de interagéo
da BLF provavelmente ocorrem por interagbes m — ™ stacking, que é uma interagao
orientada especifica que promove uma reducéo liquida da entropia conformacional do
local de interagédo da BLF (LUIZA et al., 2019; PAULA et al., 2020). Entao, a redugao
entrépica do sistema observada para a formacéo de [BLF-MV2B]* demonstrou que o
aumento entropico decorrente da liberagdo das moléculas de agua de solvatagao nao
€ suficiente para superar a reducéo entrépica conformacional do sitio BLF induzida
pelas interagcbes m — " stacking para BLF-MV2B. Como as moléculas AO tém um
anel fendlico a menos, essa redugao entropica conformacional da interacdo m — *
stacking nao é suficiente para equilibrar o aumento entrépico da interagao hidrofébica.

A mudancga entropica associada ao processo de conversdo do complexo
termodinamico estavel para o complexo de transicao era dependente do numero de
grupos fenil. Para o corante com menor numero de anéis fenil, a diminuicdo da

entropia do sistema (TAS*4, [BLF-A0] = - 60.28 kJ mol-') observada foi menor do que para
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o corante com maior numero de anéis aromaticos (TAS*q, BLF-Mv28] = - 75.75 kJ mol™).
No processo de converséo do [BLF-PhM]° — [BLF-PhM]* ndo ha contribuigéo para a
mudanca de entropia proveniente da solvatagdo de moléculas interagentes, porque
todas as moléculas de agua foram liberadas antes quando o seguinte ocorreu o
processo BLF + PhM — [BLF-PhM]*. Assim, a diminui¢&o dos valores de TAS*q torna-
se apenas uma reducao entrépica conformacional do sitio BLF pela interacédo m — *
stacking. A diminuigdo de TAS*s de [BLF-MV2B]° — [BLF-MV2B]* foi maior porque as
moléculas de MV2B tém mais capacidade de induzir uma orientagdo angular no
residuo de aminoacido do sitio BLF devido aos seus trés anéis fendlicos aromaticos.
Como as moléculas AO possuem apenas dois anéis aromaticos, elas induzem uma
maior diminuicdo do valor de TAS*a.

Por outro lado, para o processo de dissociacdo, o aumento do numero de
grupos fenil na estrutura quimica do corante causou uma diminuigdo nos valores de
Eactd € AH*4, (Eactd,BLF-Mv2B] = 7.63 kJ mol'; Eact, d, BLF-A0] = 20.55 kJ mol-'; AH*q, BLF-
mveg] = + 5.15 kJ mol'; AH*q, BLF-A0] = + 18.07 kJ mol'). Esses parametros energéticos
de dissociagdo mostram que durante a transformacdo de complexos
termodinamicamente estaveis em complexos de transi¢ao, a barreira potencial para o
complexo BLF-MV2B é menor, porque neste complexo ha mais interagdo m —*
stacking que compensa as interagées aminoacido-aminoacido e aminoacido-corante

quebradas nessa conversao.

5.2.4 Efeito da carga de fenilmetano nos parametros energéticos da formacao
do [BLF-PhM]*

A presenca de carga na estrutura da molécula do corante afeta os parametros
cinéticos dos processos de associagao e dissociacado para a interacao BLF-PhM. O
corante MVB é uma espécie neutra, enquanto MV6B é uma espécie catibnica, figura
2. A velocidade de associacdo das moléculas livres de MV6B e BLF e a dissociagao
do [BLF-MV6B]° (BLF-MV6B ka = 1.1 x 10* M's' e k¢ = 3.9 x 102 s*') foi 2,4 € 1,2
vezes mais rapido do que o processo de associacao e dissociagdo semelhante para
interagdo da [BLF-MVB]° (BLF-MVB ka = 4.05 x 10° M's! e k¢ = 3.29 x 102 s™)
respectivamente, a 25°C. Para outras temperaturas kamves > kamvs € Kda,mves > Kd,mvB.

Os maiores valores de ka para MV6B sao provavelmente causados por seu carater
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hidrofébico inferior ao da molécula MVB, os quais promovem uma interagdo mais
hidrofilica que ocorre na superficie do BLF causando mudang¢as conformacionais
menos intensas e/ou modificagcdo da camada de solvatagdo. A mesma explicagao
usada para o efeito da carga no processo de associagao pode ser aplicada para a
etapa de dissociacéo.

O efeito da carga da molécula de PhM também foi observado nos valores
energéticos dos processos de associagao causando uma diminuigado nos valores de
Eact a € AH*a, (Eact, a, BLF-MvB] = 75.09 kdJ mol'; Eact, a, [BLF-MveR] = 57.84 kJ mol'; AHF,,
BLF-mvB] = 72.61 kdJ mol™"; AH*, BLF-mves] = 55.36 kJ mol'). Apesar da repulsdo
eletrostatica causada pelas cargas positivas presentes nas estruturas MV6B e BLF,
em pH = 7,4, os valores de Eact, a € AH*a sd0 maiores para a associagdo MVB
(molécula de corante sem carga) no local de ligagao do BLF, porque, como discutido
acima, MVB é mais hidrofébico do que MV6B. Esta maior hidrofobia torna uma
insercdo mais profunda da molécula MVB dentro do sitio BLF promovendo uma
mudancga conformacional mais intensa e um grande numero de moléculas de agua
liberadas das conchas de solvatagédo, promovendo um aumento no valor de TAS*,
quando comparado ao corante MV6B (TAS*,, BLr-mve] = 20.19 kd mol-'; TAS*,, [BLF-MveB]
=5.43 kJ mol'), a 298,15 K.

Por outro lado, para o processo de dissociagdo, a presenga da carga da
molécula de PhM causou uma diminuigdo nos valores de Eact, d € AH*4, (Eact, d, [BLF-MVB]
= 17.27 kJ mol™"; Eact, d, BLF-MveB] = 6.54 kJ mol'; AH*q, Lr-mve] = 14.79 kJ mol'; AH*g,
BLF-mveB] = 4.06 kJ mol'). No processo de converséo de [BLF-MV6B]° — [BLF-MV6BJ*,
o carater hidrofilico do MV6B promove sua interacdo na superficie do BLF, fazendo
com que sua mudancga conformacional e a ruptura da camada de solvatagao ocorram
em uma extensdo menor do que aquela associada ao processo de conversao similar
do BLF-MVB, resultando a valores de barreira de potencial energético mais baixos.
Os valores negativos de TAS*q mostram que a estrutura quimica do [BLF-PhM]* tem
um grau de liberdade rotacional e de conformacao menor do que o [BLF-PhM]°. Esta
perda de liberdade rotacional e conformacional foi maior para o sistema BLF-MV6B
para todas as temperaturas, indicando que a presenga de carga positiva induziu
interagdo de aminoacido - repulsao eletrostatica MV6B, aumentando assim a barreira

potencial rotacional e impedindo algum processo rotacional angular.
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5.2.5 Termodinamica do processo de formagao do complexo BLF-PhM

As forgas intermoleculares entre pequenas moléculas organicas como
corantes PhM e macromoléculas bioldgicas (BLF) incluem: hidrofébicas, ligagdes de
hidrogénio, van der Waals, empilhamento = — n* e interagdes eletrostaticas (ROSS et
al., 1981). A fim de determinar as forcas motrizes de formacgéao dos complexos [BLF-
PhM]°, é fundamental determinar os parametros termodinamicos (AG°, AH® e AS®).
Para determinar esses parametros termodinamicos, utilizou-se as equagdes de 10—
12. A tabela 3 mostra os parametros termodinamicos das interagbées [BLF-PhM]° em

diferentes temperaturas.

Tabela 3. Valores da variagao da entalpia padrao (AH®), variagdo da energia livre de
Gibbs padrdo (AG°) e variagdo da entropia padrdo (TAS®) para a formacgdo dos

complexos [BLF-AO]°, [BLF-MVBJ°, [BLF-MV2B]°, [BLF-MV6B]° e [BLF-MV10B]° em

diferentes temperaturas, em pH 7,4.

T [BLF - AQ]° [BLF — MVB]°
Kb AH° AG° TAS® Kb AH° AG° TAS®
K 10° M1 kJ mol*? 10° M1 kJ mol*?
285,15 1,28 +0,04 -27,87 £+0,88 59,08 +1,86 0,42 £0,02 -25,21+1,05 83,03+3,47
289,15 1,58 +0,07 -28,78+1,20 59,99 +2,51 0,58 +£0,03 -26,39+1,51 84,21 +4,83
293,15 1,85+0,07 31214133 -29,56 +1,14 60,77 £2,35 0,79 £ 0,05 57,82 +2,67 -27,49+1,57 85,32+4,88
297,15 2,21+0,11 -30,40+1,56 61,62+3,17 1,16 £ 0,05 -28,80+1,20 86,63 +3,60
298,15 2,29+0,07 -30,60+0,96 61,81+1,93 1,23 £0,05 -29,05+1,10 86,88 £3,28
301,15 2,58+0,16 -31,20+1,91 62,41+3,82 1,46 £ 0,06 -29,78 £ 1,24 87,60 £ 3,64
. [BLF - MV2BJ° [BLF - MV6B]°
Kb AH° AG° TAS® Kb AH° AG° TAS®
K 10° M1 kJ mol? 10° M1 kJ mol?
285,15 0,51+0,03 -25,72+1,32 69,90+ 3,58 1,10 £ 0,05 -27,52+1,19 78,69+3,41
289,15 0,67 £0,02 -26,70+0,85 70,89+2,25 1,44 + 0,07 -28,56+1,48 79,73+4,13
293,15 0,85+0,04 4419 +1,95 -27,65+1,15 71,84+2,98 1,95+ 0,08 51,16 +2,28 -29,68 +1,22 80,85+ 3,33
297,15 1,10+0,05 -28,67+1,37 72,86+3,48 2,60 + 0,08 -30,80+0,97 81,97 +2,58
298,15 1,18 +0,05 -28,95+1,23 73,14+3,11 2,85+0,12 -31,13+1,32 82,30+%3,50
301,15 1,36 +0,07 -29,60+1,49 73,79+3,70 3,40+£0,19 -31,89+1,82 83,05+%4,75
T [BLF - MV10B]°
Kb AH° AG® TAS®
K 10°M? kJ mol?
285,15 3,04 +£0,11 -29,93+1,13 84,02+3,18
289,15 4,17 £ 0,20 -31,11+1,50 85,20+4,10
293,15 5,72 +0,29 54,09 + 2,43 -32,31+1,65 86,40+4,42
297,15 7,63 10,39 -33,46+1,72 87,564,551
298,15 8,23+0,34 -33,76 +1,41 87,85 * 3,66
301,15 10,16 £ 0,40 -34,63+1,37 88,72+3,50
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Os valores de Ky, dependeram da estrutura quimica dos corantes e sua
magnitude variou entre 1,23 x 10* M-" para [BLF-MVB]° a 8,23 x 105 M-" para [BLF-
MV10B]°, a 25 °C. O aumento da temperatura favorece a formagao de [BLF-PhM]°
indicando que o processo de formagdo do complexo € endotérmico. Coelho e
colaboradores (2019), encontraram que os valores de Ko para [BLF-AZA]° foi 1,75 x
10* M!, enquanto Ky para [BLF-MB]° foi 1,5 x 10° M!, a 25°C, mostrando que a BLF
interage do mesmo modo com os corantes PhM e fenotiazina (COELHO et al., 2019).
O sinal negativo de AG° revela que, no equilibrio termodinamico, o complexo [BLF-
PhM]° é mais estavel do que as moléculas de BLF e PhM livres em solug¢ao. Os valores
positivos de AH° e AS° revelaram que a formacao desses complexos foi conduzida
entropicamente, provavelmente porque as interagdes hidrofébicas contribuiram
predominantemente para a formacao do complexo [BLF-PhM]°. A fim de analisar a
contribuigdo dos diferentes grupos quimicos presentes na estrutura quimica do
corante, cada parametro termodinamico foi comparado e analisado para corantes com

estruturas quimicas semelhantes.

5.2.6 Efeito do numero do grupo -CHs nos parametros termodinamicos

Para melhor elucidar o poder de condug¢ao envolvido na interacado BLF-PhM,
€ necessario avaliar como o numero de grupos -CHs na estrutura do corante afeta os
parametros termodinamicos. O aumento do numero de grupos metil na estrutura do
corante causou um aumento nos valores de Kb, diminuindo linearmente os valores de
AG® (figura S12), demonstrando que, para todas as temperaturas estudadas, cada
grupo metil contribui com cerca de 2,2 kJ mol-' para a estabilizagdo do complexo [BLF-
PhM]°.

Ao contrario de AG°®, os valores de AH° e TAS®° aumentaram a medida que o
numero de grupos -CHs ligados a molécula de corante aumentou, tabela 3. As
alteragdes nos valores de AH° e TAS® sdo causadas pelos seguintes processos
moleculares: i) repulsao eletrostatica pelas cargas positivas presentes nas moléculas
de PhM e BLF em pH 7,4; ii) absor¢gdo de energia para quebrar a camada de
solvatagao das moléculas BLF e PhM livres; iii) mudangas conformacionais dos locais
de ligagao as proteinas; iv) interagéo direta corante-proteina no local de ligacéo da

proteina. O efeito -CHs pode ser atribuido ao aumento da energia de absorgao nas
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etapas (ii) e (iii), que foi mais intenso do que a energia liberada na etapa (iv).
Consequentemente, o maior numero de moléculas de agua liberadas, bem como as
alteragdes conformacionais do sitio BLF mais intensas causadas pelo aumento no
numero de grupos -CHs, promoveram o aumento dos valores de AH® e TAS®. O efeito
positivo do grupo -CHs nos valores de AH° e no TAS® deriva de interagbes
hidrofébicas, indicando que a interacdo das moléculas de PhM ocorre nos sitios
hidrofébicos da BLF.

Xu et al., (2009) e Qin et al., (2016) estudaram a interagcdo de BSA e MV10B
por técnicas de fluorescéncia, docking molecular, espalhamento de luz dinamico,
absorcao de UV-visivel e espectroscopia FTIR, em pH 7,4. Ambos grupos de pesquisa
relataram valores de Kb na ordem de 10* M e sugeriram que as interagbes
hidrofébicas foram fundamentais para a estabilizacdo do complexo [BSA-MV10B]°,
com valores de AH° e TAS® (AH® = 29.17 kJ mol' e TAS® = 56.32 kJ mol') e (AH° =
17.90 kJ mol' e TAS® = 41.37 kJ mol"), para os relatérios de Xu e Qin,
respectivamente (QIN et al., 2016; XU et al., 2009).

5.2.7 Efeito dos grupos fenil nos parametros termodinamicos

O aumento no numero de grupos fenil na estrutura do corante fez com que os
valores de AH° e TAS® aumentassem (AH°pLF-A0r = 31.21 kJ mol'; AH°BLF-Mv2B) =
44.19 kJ mol") e (TAS’BLF-a0r = 61.81 kd mol'; TAS®BLF-mv2e) = 73.14 kJ mol ), a 25
°C. Como discutido acima, a adicdo de um anel fenil na estrutura quimica do corante
aumentou os valores de AH° e TAS®, porque mais energia € necessaria para: i) liberar
moléculas de agua que dissolvem este anel fenil extra e ii) quebrar as interagdes de

aminoacidos perto do local de ligagdo da BLF.

5.2.8 Efeito da carga nos parametros termodinamicos

Os parametros termodinamicos foram muito afetados pela presenca da carga
na estrutura do corante. Os valores de AH° e TAS® diminuiram com a presenca da
carga na molécula do corante (AH’pBLF-mver = 57.82 kJ mol'; AH°BLF-Mves) = 51.16 kJ
mol') e (TAS®BLF-mvBr = 86.88 kdJ mol!; TAS®BLF-mves) = 82.30 kJ mol'), a 298,15K.
A diminuicao dos valores de AH® e TAS® causada pela presencga da carga foi induzida

pelo maior carater hidrofilico do MV6B que promove sua interacdo na superficie da
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BLF, fazendo com que a mudanca conformacional do MV6B e da BLF e a liberacéo
da camada de solvatagdo ocorram em uma extensao menor do que aquela associada

ao processo de conversao semelhante ao BLF-MVB.
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5.2.9 Conclusao

Neste trabalho, investigou-se os parametros cinéticos e termodinamicos da
interacdo do BLF com os corantes PhM. Os dados mostraram que no equilibrio
termodinamico a formagao dos complexos BLF-PhM é mais favoravel do que ligantes
livres em solucdo. As taxas de associacdo de moléculas livres de BLF e PhM e a
dissociagado do complexo termodinamicamente estavel [BLF-PhM]°® aumentam com o
aumento da temperatura.

Os grupos funcionais ligados a estrutura do corante causaram alteragdes nos
parametros energéticos na formagéo do complexo BLF-PhM. O aumento no numero
de grupos metil na estrutura quimica do corante PhM [MV10B (6 -CHz) > MV6B (5 -
CHs) e MV2B (4 -CHs)], promoveu um aumento na taxa de associagdo no sitio de
ligacdo da BLF e uma diminuicdo na taxa de dissociagdo dos complexos
termodinamicamente estaveis, aumentando assim os valores de Kb (Kb, [BLF-Mv2B]° =
1.18 x 10° M'; Kb, BLF-mveB = 2.85 x 10° L mol'; Kb, BLr-mviosr = 1.02 x 108 M-1). O
gasto energético promovido pela presenca de grupos metil foi demonstrado pelos
valores de AH® (AH°BLF-mv2Br = 44.19 kJ mol!; AH°BLF-mvesr = 51.16 kJ mol!; AH°BLF-
mvioel = 54.09 kJ mol'), e nos valores de TAS®, (TAS°BLF-mv2Br = 73.14 kJ mol’;
TAS°BLF-mves = 82.30 kd mol'; TAS BLF-mv108) = 87.85 kd mol'), a 298,15 K. Por outro
lado, o aumento no numero de grupos fenil nas estruturas dos corantes AO (dois
anéis) e MV2B (trés anéis) é de dificil acesso ao sitio de ligagcao da BLF, promovendo
uma diminuigéo dos valores de Kb (Kb, Lr-mvzer = 1.18 x 10° M™"; Kb, BLF-A0F = 2.29 %
10° M"). No entanto, o aumento da hidrofobicidade de MV2B em comparagido com
AO causou um aumento nos valores de AH° e TAS®. O efeito da carga sobre o corante,
ao comparar as estruturas dos corantes MVB e M6B, foi evidenciado pelos parametros
cinéticos e termodinamicos. O gasto energético necessario para romper a camada de
solvatacao do corante MVB é maior em relagdo ao corante MV6B, promovendo um
aumento no parametro energético. A presenga de carga também promoveu um
aumento nos valores de Kb (Kb, BLr-mver = 1.23 x 105 M"; Kb, BLF-mvespr = 2.85 x 105 M-
), a 25 °C.

A formacgédo dos complexos [BLF-PhM]°® foi conduzida entropicamente. Os
valores positivos de AH° e TAS® revelaram que as interacdes hidrofébicas foram mais
pronunciadas para a estabilizacdo dos complexos. Este estudo forneceu uma melhor

compreensao dos mecanismos responsaveis pelas interacbes proteina-corante. O
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conhecimento desses mecanismos de ligagdo € fundamental para a otimizagéao e

desenvolvimento de novos medicamentos usando corantes PhM.
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MATERIAIS SUPLEMENTARES
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Figura S1. Sensorgramas para cinética de interacdo AZA de 1 — 8 uM para solucdes
que fluem sobre uma superficie de chip sensor BSA imobilizada CM5 de baixa
densidade (3728 RU) em um chip sensor CM5 Biacore em temperaturas: (a) 12 °C,
(b) 16 °C, (c) 20 °C, (d) 24 °C e (e) 28 °C.
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Figura S2. Sensorgramas para cinética de interacdao AZA de 1 — 8 uM para solugdes
que fluem sobre uma superficie de chip sensor BSA imobilizada CM5 de baixa
densidade (3728 RU) em um chip sensor CM5 Biacore em temperaturas: (a) 12 °C,

(b) 16 °C, (c) 20 °C, (d) 24 °C e (e) 28 °C.
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Figura S3. Grafico de kobs em fungdo da concentragéo (a) BSA-AZA e (b) BSA-AZB,
usado para determinar ka em temperaturas: (m) 12 °C, (o) 16 °C, (A) 20 °C, (0) 24 °C,
(A) and (X) 28 °C.
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Figura S4. Grafico de In Ko em relagao a 1/T (abordagem de van't Hoff) para a
interacao de: (m) BSA-AZA e (o) BSA-AZB.
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Figura S5. Graficos de entalpia-entropia para (m) BSA-AZA e (o) BSA-AZB.
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Figura S6. Mostra os sensorgramas (RU x tempo) mostra a interacdo AO e BLF

imobilizado a uma densidade (3890,0 RU) em um chip sensor Biacore CM5 em
diferentes temperaturas: (A) 285.15 K, (B) 289.15 K, (C) 293.15 K, (D) 297.15 K, (E)
298.15 K, and (F) 301. 15 K. 1 <[AQ] < 7 pM.



75

30 30
(A) (B)
7 M 7 uM
1uM ; 1uM
T T T T
75 150 225 300 225 300
Tempo/s
(D) (E)
7 uM 7 uM
1uM 1M
- -
T T T T u T T T T T
0 75 150 225 300 o 75 150 225 75 150 225 300
Tempo/s Tempo/s Tempo/s

Figura S7. Mostra os sensorgramas (RU x tempo) mostra a interacdo MVB e BLF
imobilizado a uma densidade (3890,0 RU) em um chip sensor Biacore CM5 em
diferentes temperaturas: (A) 285.15 K, (B) 289.15 K, (C) 293.15 K, (D) 297.15 K, (E)
298.15 K, and (F) 301. 15 K. 1 S[MVB] £ 7 uM.
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Figura S8. Mostra os sensorgramas (RU x tempo) mostra a interagdo MV2B e BLF

imobilizado a uma densidade (3890,0 RU) em um chip sensor Biacore CM5 em
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diferentes temperaturas: (A) 285.15 K, (B) 289.15 K, (C) 293.15 K, (D) 297.15 K, (E)
298.15 K, and (F) 301. 15 K. 1 <[MV2B] < 7 uM.
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Figura S9. Mostra os sensorgramas (RU x tempo) mostra a interacdo MV6B e BLF
imobilizado a uma densidade (3890,0 RU) em um chip sensor Biacore CM5 em
diferentes temperaturas: (A) 285.15 K, (B) 289.15 K, (C) 293.15 K, (D) 297.15 K, (E)
298.15 K, and (F) 301. 15 K. 1 £[MV6B] < 7 uM.
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Figura S$10. Mostra os sensorgramas (RU x tempo) mostra a interacdo MV10B e BLF

imobilizado a uma densidade (3890,0 RU) em um chip sensor Biacore CM5 em
diferentes temperaturas: (A) 285.15 K, (B) 289.15 K, (C) 293.15 K, (D) 297.15 K, (E)
298.15 K, and (F) 301. 15 K. 1 <[MV10B] <7 uM.
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Tabela S1. Parametros energéticos da formagado do complexo de transi¢cao para: (a)

associagao de corante e moléculas livres de proteina e (d) dissociagdo do complexo

termodinamicamente estavel.

BLF — AO
T Fase de Associagao (a) Fase de Dissociagao (d)
Eact AH* AG* TAS* Eact AH¥ AG* TAS*
K kJ molt
285,15 49,39 £ 2,05 47,85+ 1,99 1,55 +0,06 18,18+0,46 75,72+193 -57,53+1,47
289,15 49,36+ 1,41 47,77 £ 1,36 1,59 +£0,05 18,15+1,13 76,56+4,77 -58,41+3,64
293,15 51,76 £ 49,33 +2,09 47,80 £ 2,02 1,52 + 0,06 20,55 18,11+0,76 77,36+3,25 -59,25+2,49
297,15 2,27 49,29 + 2,56 47,75 +2,48 1,55+0,08 0,99 18,08 +0,72 78,15+3,11 -60,07 +2,39
298,15 49,28 £ 2,47 47,76 £ 2,40 1,52 +0,08 18,07 +1,04 78,36+4,51 -60,28+3,47
301,15 49,26 £ 2,39 47,77 £2,32 1,49 + 0,07 18,05+1,12 78,96+4,92 -60,92 3,80
BLF - MVB
Fase de Associagdo (a) Fase de Dissociagdo (d)
T Eact AH* AG* TAS* Eact AH* AG* TAS*
K kJ mol*
285,15 73,05 £ 3,40 53,35+2,48 19,70+ 0,92 1490+0,81 78,56+4,28 -63,66+3,47
289,15 73,02+3,09 53,08+2,25 19,94 +0,84 14,86 +0,93 79,47+4,97 -64,60+4,04
293,15 75,42 £ 72,99 £ 3,12 52,89 2,26 20,10+ 0,86 17,27 14,83+0,94 80,38+5,08 -65,55%4,14
297,15 3,85 72,95+3,76 52,47+2,70 20,49 +1,06 0,91 14,80 +0,56 81,27 +3,07 -66,47+2,51
298,15 72,95+ 4,52 52,43 £ 3,25 20,52 +1,27 14,79+0,67 81,48+3,72 -66,69 3,04
301,15 72,92 4,46 52,35+3,20 20,57 £1,26 14,76 +0,77 82,13+4,30 -67,37+3,52
BLF - MV2B
Fase de Associagao (a) Fase de Dissociagdo (d)
T Eact AH* AG* TAS* Eact AH* AG* TAS*
K kJ molt
285,15 49,57 +2,14 51,89 12,24 -2,33+£0,10 4,95+0,23 77,74 £3,54  -72,79+3,31
289,15 49,53 £ 2,37 51,93+2,48 -2,40+£0,11 4,92 £0,28 78,76 £ 4,45 -73,84+4,17
293,15 51,94 + 49,50+ 2,59 52,01+£2,72 -2,51+0,13 7324041 4,89+0,30 79,79+4,97 -74,90+t4,67
297,15 2,76 49,47 +2,79 51,98 +2,93 -2,52+0,14 T 4,85+0,29 80,81+4,89 -75,964,60
298,15 49,46 £ 2,91 51,95 + 3,06 -2,50+0,15 4,85+0,31 81,06 £5,17 -76,21+4,86
301,15 49,43+2,98 52,08+3,14 -2,65+0,16 4,82+0,23 81,84+3,89 -77,02+3,66
BLF - MV6B
Fase de Associagdo (a) Fase de Dissociagdo (d)
T Eact AH* AG* TAS* Eact AH* AG* TAS*
K kJ molt
285,15 55,47 +2,08 50,19+1,88 5,28 £ 0,20 7,90+0,38 77,61+3,71 -69,71+3,33
289,15 55,44 + 2,37 50,17 £ 2,15 5,27 +£0,23 7,86+0,41 78,60+4,11 -70,74+3,70
293,15 57,84 + 55,40 £ 2,52 50,10 £ 2,28 5,30+£0,24 10,27 + 7,83+0,40 79,60+4,02 -71,77+3,62
297,15 2,56 55,37 +2,40 50,01 +2,17 5,36+0,23 0,49 7,80+0,31 80,57 +3,18 -72,77 +2,87
298,15 55,36+2,15 49,93+1,94 5,43+0,21 7,79+0,32 80,79+3,33 -73,00+3,01
301,15 55,34+ 3,18 49,95 + 2,87 5,39+0,31 7,76 £ 0,42 81,53+4,44 -73,77 £4,02
BLF - MV10B
Fase de Associagdo (a) Fase de Dissociagdo (d)
T Eact AH* AG* TAS* Eact AH* AG* TAS*
K k) mol*
285,15 56,08 £ 2,66 48,81 +2,32 7,27 £0,35 1,99 +£0,09 78,73 +£3,59 -76,75+ 3,50
289,15 56,04 £ 3,12 48,70+ 2,71 7,35+0,41 1,95+0,11 79,81+4,51 -77,86+4,40
293,15 58,45 56,01 + 3,49 48,57 £ 3,03 7,44 £ 0,46 4364025 1,92+0,11 80,88 +4,75 -78,96+4,63
297,15 3,38 55,98 +3,37 48,50+2,92 7,47 £0,45 ’ ’ 1,89+0,11 81,97+4,85 -80,08+4,74
298,15 55,97 £ 3,50 48,47 + 3,03 7,50+0,47 1,88+0,11 82,23+4,81 -80,35+4,70
301,15 55,94 +3,29  48,41+2,85 7,53+0,44 1,85+0,12 83,04+5,17 -81,19+5,06
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Figura S11. Grafico de kobs em fungdo da concentragcdo do corante, usado para

determinar ka em temperaturas: (m) 285.15 K, (m) 289.15 K, (A) 293.15 K, (©) 297.15
K, (A) 298.15 K e (X) 301. 15 K. (a) BLF-AO, (b) BLF-MVB, (c) BLF-MV2B, (d) BLF-
MV6B, and (e) BLF-MV10B.
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Figura S12. Grafico de AG® em fung¢do do numero de grupos -CHs na estrutura do

PhM.



