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RESUMO

PACHECO, Ana Flavia Coelho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Interacao entre B-caseina e naringina: um estudo cinético e termodinamico.
Orientadora: Ana Clarissa dos Santos Pires. Coorientadora: Marcia Cristina Teixeira
Ribeiro Vidigal.

A naringina (NR) € um flavondide com importantes propriedades bioativas, mas sua
baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade e seu gosto amargo limitam sua
aplicacao em diferentes formulacées. Uma estratégia para superar essas limitacoes é
o transporte da NR através da interacdo com B-caseina (BCN), que € uma proteina
com alto potencial para carrear compostos bioativos hidrofébicos. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo estudar as interagcbes entre BCN e NR
utilizando espectroscopia de fluorescéncia (EF) e ressonancia plasménica de
superficie (RPS), em diferentes temperaturas e pH 7,0. A constante de interagao (Kb)
foi da ordem de 10* L-mol' e o complexo BCN/NR apresentou estequiometria 1:1. A
variagdo da energia livre de Gibbs padrédo (AG°) foi negativa, indicando que o
equilibrio quimico favoreceu a formag¢ao do complexo BCN/NR. De 20 a 34,15 °C, os
valores da variagao da entalpia padrao (AH®) e da variagdo da entropia padrao (AS°)
foram positivos, indicando que o processo de formacdo do complexo BCN/NR foi
regido pelo aumento da entropia. Ja acima de 34,15 até 36 °C a complexagéo foi
regida pela entalpia e entropia (AH° < 0 e TAS® > 0). O valor negativo da variagdo da
capacidade calorifica padrdo (ACp° = -7,047 kJ-K'-mol') indicou que interagdes mais
fracas ocorrem no sistema quando o complexo € formado. Os valores de Ko
determinados por RPS foram menores que os obtidos por EF, ou seja, da ordem de
103 L-mol, indicando que a interagcdo da NR proxima ao Trp-143 ocorre com uma
maior constante de interacdo do que aquelas que ocorrem longe da regiao do Trp da
BCN. Essas diferencas séo explicadas pelos principios de cada técnica. Por exemplo,
na EF a proteina se encontra em solucao e na RPS a proteina é imobilizada em um
chip sensor. Assim como em EF, na andlise de RPS os valores de AG° foram
negativos, sendo o processo de complexacao entropicamente dirigido na faixa de
temperatura de 20 a 28 °C, evidenciado pelos valores positivos de AH° e AS°. Na
interacdo BCN/NR, os valores da constante de associacdo (ka) € da constante de
dissociacao (ka) aumentaram linearmente com o aumento da temperatura, indicando

que tanto a formagéo como a dissociagao dos complexos BCN/NR ocorrem em uma



Unica etapa. A formacao do complexo ativado a partir da associagdo das moléculas
de BCN e NR livres requeriu uma energia de ativacdo mais alta (Eact@ = 15,7 kd mol -
) do que a formagdo do complexo ativado a partir da dissociagdo do complexo
termodinamicamente estavel (Eacg) = 8,22 kdJ-mol 1), sendo Eact(a) € Eact(g) positivos e
independentes da temperatura. O demais parametros enérgéticos obtidos a partir da
associacdo de PBCN e NR livres ou dissociagdo do complexo BCN/NR
termodinamicamente estavel foram depentendes da temperatura, sendo positivos o0s
valores de AGHa), AGHa), AH%a) e AH*g) e negativos os valores de TAS*) e TASH(q).
Este estudo forneceu parametros termodindmicos e cinéticos de formacado do
complexo BCN/NR que podem contribuir para otimizar a aplicagcdo da NR como um

ingrediente bioativo nas industrias de alimentos e farmacéuticas.

Palavras-chave: Naringina. B-caseina. Interacao.



ABSTRACT

PACHECO, Ana Flavia Coelho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019.
Interaction between B-casein and naringin: a kinetic and thermodynamic study.
Adviser: Ana Clarissa dos Santos Pires. Co-adviser: Marcia Cristina Teixeira Ribeiro
Vidigal.

Naringin (NR) is a flavonoid with important bioactive properties, but its low water
solubility, low bioavailability and bitter taste limit its application in different formulations.
A strategy to overcome these limitations is the transport of NR through interaction with
B-casein (BCN), which is a protein with high potential to carry hydrophobic bioactive
compounds. Thus, the goal of this work was to study the binding between BCN and
NR using fluorescence spectroscopy (FS) and surface plasmon resonance (SPR), at
different temperatures and pH 7.0. The binding constant (Ko) was of the order of
10* L-mol"" and the BCN/NR complex presented 1:1 stoichiometry. The standard Gibbs
free energy change (AG®) was negative, indicating that chemical equilibrium favored
the BCN-NR complex formation. From 20 to 34.15 °C, the standard enthalpy change
(AH°®) and standard entropy change (AS°) values were positive, which indicated that
the complex formation process was driven by increased entropy. Already above 34.15
to 36 °C the complexation was driven by enthalpy and entropy (AH® < 0 and TAS® >
0). The negative value of the standard heat capacity change (ACp®° = -7.047 kJ-K-'-mol-
1) indicated that weaker interactions occur in the system when the complex is formed.
The Kb values determined by SPR were lower than those obtained by FS, i.e., on the
order of 10% L-mol, indicating that the interaction of NR close to Trp-143 occurs with
a greater interaction constant than those which occur far from the Trp region of BCN.
These differences are explained by the principles of each technique. For example, in
EF the protein is in solution and in RPS the protein is immobilized on a sensor chip. As
in EF, in the RPS analysis the AG° values were negative, being the entropically driven
complexation process in the temperature range of 20 to 28 °C, evidenced by the
positive AH® and AS° values. In the BCN/NR binding, the association constant (ka) and
dissociation constant (kdq) values increased linearly with increasing temperature,
indicating that both formation and dissociation of the BCN/NR complexes occur in a
single step. Activated complex formation from the association of free CN and NR
molecules required higher activation energy (Eacta) = 15.7 kd-mol ') than activated
complex formation from the dissociation of the stable BCN/NR complex (Eact@) = 8.22



kd-mol ), being Eacta) and Eactq) positive and independent of temperature. The other
energetic parameters obtained from the association of free BCN and NR or dissociation
of the thermodynamically stable BCN / NR complex were dependent on temperature,
being positive the values of AG*a), AG*q), AH¥a) and AH*g4) and negative the values of
TAS*a and TAS*q). This study provided thermodynamic and kinetic parameters of
BCN/NR complex formation that may contribute to optimize the application of NR as a
bioactive ingredient in the food and pharmaceutical industries.

Keywords: Naringin. B-casein. Interaction.
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Capitulo 1

1. Introducao

A naringina € um importante flavondide que tem despertado interesse em
diversos campos de pesquisa devido aos efeitos bioldgicos benéficos a saude humana
atribuidos a ela, tais como antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatoérias,
antimicrobianas e antivirais (EL-DESOKY et al., 2018a). No entanto, sua baixa
solubilidade em meio aquoso impde consideraveis limitacbes a sua aplicacao nas
industrias alimenticias e farmacéuticas (MELLOU et al.,, 2005; WILLIAMSON;
MANACH, 2005). Além disso, seu gosto amargo € outro fator importante que limita a
sua aceitacdo pelo consumidor (RAO et al., 2017). Com o intuito de superar essas
limitagdes e encontrar um novo sistema estavel, estratégias tém sido desenvolvidas
para carrear compostos bioativos como a naringina, dentre elas, o transporte da
naringina em estruturas proteicas supramoleculares, formadas, por exemplo, por 3-
caseina (BCN).

A BCN é uma proteina anfifilica intrinsecamente n&o estruturada, composta por
uma regiao hidrofilica N-terminal e uma regido hidrofobica C-terminal. Tem sido
utilizada em diversos estudos como carreadora de compostos bioativos, incluindo
flavonoides, uma vez que apresenta em sua estrutura uma regido hidrofébica
permitindo que atue como veiculo natural de entrega de moléculas bioativas que
geralmente também sao hidrofébicas, com a finalidade de melhorar suas propriedades
de solubilidade, estabilidade e controlar sua distribuicdo pelo organismo.

Embora tenham sido relatados alguns estudos sobre a interagdo da naringina
com algumas proteinas (B-lactoglobulina, albumina do soro bovino e humano, amilase
e lactoferrina), estes estudos apresentam poucas ou até mesmo auséncia de
informacdes discutidas dos parametros termodinamicos e cinéticos de interacao. Além
disso, essas proteinas sdo globulares, enquanto a BCN é uma proteina
intrinsicamente ndo estruturada, assim, as diferengas estruturais nas proteinas podem
influenciar nos parametros termodinamicos e cinéticos de interagdo. Por fim, até o
momento, ndo foram encontrados estudos fundamentais sobre a termodinamica e
cinética de interagdo entre a naringina e a BCN. Portanto, tornam-se relevante o
estudo da interacao entre naringina e BCN, uma vez que permite obter dados valiosos
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sobre a dindmica molecular no processo de interacdo entre as duas espécies
quimicas.

A determinacao de parametros termodinamicos e cinéticos do processo de
formacao de complexo naringina/BCN em diferentes condi¢coes de temperaturas por
meio das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e ressonancia plasménica de
superficie serdo importantes para a aplicagcao otimizada de complexos naringina/CN
no desenvolvimento de diversas formulagées, além de contribuir para a compreensao

das interacdes entre diferentes compostos bioativos hidrofdbicos e proteinas.

2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais

Estudar a termodinamica e cinética de interacao entre naringina e BCN em pH
préximo ao fisiolégico (pH 7,0) e em diferentes temperaturas.

2.2. Objetivos especificos

i. Determinar constante de supressao de Ster-Volmer (Ks,), constante da taxa de
supressdo (K,), constante de interagdo (K,), coeficiente estequiométrico (n),
variacéo de entalpia padrao (AH®), variagao da energia livre de Gibbs padréao (AG°),
variagao de entropia padréo (AS°) e a ) e variacédo da capacidade calorifica padrao
(AC,) de formagao do complexo entre naringina e BCN, por meio da técnica de
espectroscopia de fluorescéncia nas temperaturas de 20, 24, 28, 32 e 38 °C;

ii. Utilizando a técnica de RPS determinar parametros cinéticos e energéticos
relacionados a formacao do complexo ativado entre naringina e BCN, tais como
constante cinética de associacdo (Ka), constante cinética de dissociacdo (Ka),
energias de ativagdo de associacao (Eativ(a)) € de dissociacao (Eativ(q)), variagdes de
entalpia de associagdo (AH%) e de dissociagdo (AH*g)), variagdes de energia livre
de Gibbs de associagdo (AG#()) e de dissociagdo (AG*q) e variagbes de entropia
de associagdo (AS*a) e de dissociagdo (AS*q), além de parametros
termodinamicos de interagéo tais como Kb, AH®, AG°® e AS°®, nas temperaturas de
12, 16, 20, 24, 25 e 28 °C.

13



3. Revisao bibliografica
3.1. Naringina

Os flavonoides sdo uma classe de compostos que representa 60% de todos os
polifendlicos naturais, sendo metabdlitos secundarios que ocorrem em muitas plantas,
como frutas e vegetais, e representam importantes compostos bioativos para dieta
humana (MADUNIC et al., 2018; MOEINIAFSHARI; ZARRABI; BORDBAR, 2015).
Com base na sua estrutura quimica, os flavonoides podem ser categorizados em
subgrupos distintos, que inclui as flavanonas, flavonas, isoflavonas, antocianinas e
flavanas (MADUNIC et al., 2018). As principais diferengas existentes entre os
flavonoides estao associadas aos padrdes de hidroxilagédo, a posi¢cao do segundo anel
aromatico e a saturacao do anel heterociclico (RODRIGUEZ et al., 2017).

Os flavonoides vém se destacando em fungao de suas propriedades biolégicas
e terapéuticas demonstradas tanto em condi¢cdes experimentais in vitro quanto em
seres humanos (ZHANG et al.,, 2008a). Pesquisas recentes mostram que estes
compostos exibem atividades farmacoldgicas significativas, como antiangiogénica,
antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e protetiva contra doencas cardiacas (LI et al.,
2018; RUSSO et al., 2012; YEO; SHAHIDI, 2018). Além disso, atuam como agentes
quimiopreventivos e quimioterapéuticos, por conferirem protecao contra varios
canceres comuns em humanos, como cancer de pulmao, de mama, de préstata e de
colon (NEUHOUSER, 2004; PATHAK et al., 2014).

A naringina (4',5,7-trihnydroxyflavanone  7-rhamnoglucoside) apresenta
uma estrutura molecular C27Hz2014 € massa molar igual 580.53 g.mol-' (Figura 1). E
um flavonoide da classe das flavanonas formada pela flavanona naringenina e o
dissacarideo neohesperidose, comumente encontrada em frutos citricos como limao,
laranja, uva e acerola (PLEGUEZUELOS-VILLA; MIR-PALOMO; DIEZ-SALES, 201 8).
Numerosos estudos tém reportado que a naringina apresenta varias atividades
biologicas e farmacolégicas, como antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancerigena (CHANET et al., 2012; CHTOUROU et al., 2016; EL-DESOKY et al.,
2018a; JAIN; PARMAR, 2011; SALAS et al., 2011; SEQUETTO et al., 2014).

14
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Figura 1 - Estrutura molecular da naringina. Fonte: site ChemBlink.

Apesar da naringina apresentar importantes acdes farmacolégicas e
terapéuticas, as baixas biodisponibilidade e solubilidade em meio aquoso limitam sua
eficacia terapéutica e utilizagdo em alimentos (MELLOU et al., 2005; WILLIAMSON;
MANACH, 2005). Além disso, seu gosto amargo é outro fator importante que limita
sua aceitacao pelo consumidor (RAO et al., 2017). Desta forma, o uso moléculas que
apresentam em sua estrutura regides hidrofébicas para interagir com a naringina, e
assim aumentar sua solubilidade aquosa torna-se interessante.

Diversos estudos tém sido feitos para encontrar estratégias de forma a superar
as limitagcdes da naringina, os quais incluem a incorporacao destas moléculas em [3-
ciclodextrina (CUI et al., 2012; HUAN et al., 2017), em lipossoma (PLEGUEZUELQOS-
VILLA; MIR-PALOMO; DIEZ-SALES, 2018) e diversas proteinas, como -
lactoglobulina (SHPIGELMAN et al., 2014), albumina do soro bovino e humano (ROY
et al., 2010; ZHANG et al., 2013, 2008b), amilase (LIU et al., 2017a), lisozima (DAS et
al., 2018; ZHANG et al., 2014) e lactoferrina (NUNES et al., 2019). Entretanto, alguns
desses estudos ndo apresentam ou apresentam poucas informagdes discutidas dos
parametros termodinamicos e a maioria deles auséncia de informagdes relativas aos
parametros cinéticos energéticos. Essas informagdes sobre o0s parametros
termodinamicos e cinéticos de interagdo torna fundamental, pois permite um melhor
entendimento sobre a magnitude das energias envolvidas e a dindmica molecular do
processo de interacao. Aléem disso, as proteinas usadas nos estudos de interacdo com
a naringina foram todas proteinas globulares, que diferem estruturalmente de
proteinas intrinsicamente n&o estruturadas, como a BCN, dessa forma, as diferengas
estruturais das proteinas podem influenciar nos processos moleculares envolvidos na

interag@o entre naringina e essas proteinas. Por fim, ndo foram encontrados estudos
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fundamentais sobre a termodindmica e cinética de interacdo entre BCN e naringina, o

gue se torna ainda mais importante o estudo da interagao entre BCN e naringina.

3.2. B-caseina (BCN)

As proteinas do leite sdo geralmente classificadas como caseinas e proteinas
do soro. Essas proteinas distinguem entre si devido as caseinas apresentarem uma
estrutura intrinsicamente desordenada, ou seja, conformagdo aberta, enquanto as
proteinas do soro tém uma estrutura globular mais organizada. Essa conformacgao
aberta € devida as caseinas apresentarem um elevado numero de residuos de prolina,
especialmente a BCN, que interrompem a formagao de a-hélice e B-folha e também a
auséncia de pontes dissulfeto intramoleculares, fatores que contribuem para sua
conformacgao aberta, evitando o seu dobramento em uma estrutura globular mais
organizada (DICKINSON,2001;0RTEGA-REQUENA;REBOUILLAT, 2015).

As caseinas compreendem cerca de 80% da proteina total do leite de vaca
(ATAMER et al., 2017). Estao dispersas como complexos hidratados denominados
micelas de caseina, com tamanhos que podem variar de 30 a 300 nm de diametro. As
micelas de caseinas contém as seguintes fragdes: asi-caseina, asz-caseina, B-
caseina e k-caseina nas propor¢cdes de 40, 10, 35 e 15 % (m/m), respectivamente
(DAMODARAN et al., 2010).

A BCN representa cerca de 35% das proteinas presentes na micela de caseina
(DAUPHAS et al., 2005). A sua massa molar é de aproximadamente 24 kD e o ponto
isoelétrico € estimado em pH 5,2. A estrutura primaria da BCN é constituida por 209
aminoacidos, dentre os quais o triptofano (Trp 143), principal responséavel pela sua
fluorescéncia intrinseca que esta localizado no dominio hidrofobico da cadeia
polipeptidica da BCN (SVENSSON;KURUT;SKEPO, 2014).

Trata-se de uma proteina anfifilica com dois dominios bem definidos, sendo um
dominio hidrofilico N-terminal e um dominio hidrofébico C-terminal, o que a torna uma
molécula suficientemente flexivel e facilmente acessivel ao solvente. Assim, em
solucédo aquosa, pode formar agregados ou micelas semelhantes a surfactantes. A
concentragéo micelar critica da BCN é de 1,25x10° —2,92x10° mol.L"' e depende do
pH, temperatura e forca i6nica (CHEN et al., 2018; DAUPHAS et al., 2005; GLAB;
BORATYNSKI, 2017; LI et al., 2016). Uma Unica molécula de BCN tem um tamanho
de 4,6 nm, enquanto que o tamanho das micelas de BCN esta entre 7,3 e 13,5 nm
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(MOEINIAFSHARI; ZARRABI; BORDBAR, 2015). Uma representacao estrutural da
BCN esta ilustrada na Figura 2.

Figura 2 — Representacao estrutural da BCN. Fonte: Adaptado Pérez-Fuentes et al. (2017).

As propriedades estruturais e fisico-quimicas da BCN permitem que esta
proteina atue como sistemas nanocarreadores naturais para moléculas bioativas
hidrofébicas. Nos ultimos anos, estudos tém demostrado o potencial da BCN como
proteina carreadora de moléculas hidrofébicas, porque elas podem interagir com
essas moléculas através de interacbes nao-covalentes para formar complexos
especificos (BAHRI et al., 2019a; CAO et al., 2019a; DEZHAMPANAH; ESMAILI;
KHORSHIDI, 2017; HUDSON et al., 2019a; LI et al., 2019; SHAPIRA et al., 2010),
melhorando sua biodisponibilidade (FUNCT et al., 2012), promovendo protecéo contra
a degradacao e liberando-os no local de interesse (ELZOGHBY; EL-FOTOH;
ELGINDY, 2011; LIVNEY, 2010). Assim, a BCN, tanto na forma de monémeros quanto
na forma agregada, pode servir como um carreador para compostos bioativos em
diferentes formulacgdes.

CAO et al. (2019a) esturam a interacdo entre eriocitrina e BCN por meio de
técnicas de espectroscopicas e docking molecular, em condig¢des fisioldgicas (pH =
7,4). A andlise de UV-Vis e espectroscopia de fluorescéncia (EF) evidenciou a
formagédo de um complexo entre eriocitrina e B-caseina (BCN), sendo 0 mecanismo
de extincao de fluorescéncia da BCN pela eriocitrina estatico. A EF mostrou que a
estequiometria do complexo formado foi 1:1 e os valores da constante de interagdo
(Kb) aumentaram com o aumento da temperatura (1,68 x 10% a 6,68 x 10° L mol™)
indicando estabilidade do complexo em temperaturas mais altas. Os valores do AG®
foram negativos e os valores de AH® e da AS° indicou que o complexo formado foi

principalmente devido a interacdes hidrofébicas. A espectroscopia de fluorescéncia
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sincrona mostrou que a polaridade em torno do residuo de triptofano (Trp) diminuiu,
indicando que o microambiente do residuo de Trp foi alterado pela interagdo da BCN
com eriocitrina. Os resultados da espectroscopia de FTIR e de dicroismo circular
mostraram que a eriocitrina induziu mudangas na estrutura secundaria da BCN.
Através dos resultados de docking molecular e parametros termodinamicos, pode-se
inferir que a interagéo hidrofébica foi a principal forgca no processo de interacao entre
BCN e eriocitrina. Os resultados mostraram que a eriocitrina pode interagir com a BCN,

podendo atuar como um transportador da eriocitrina.

3.3. Técnicas experimentais para estudo das interacoes intermoleculares
3.3.1. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é considerada uma técnica eficaz para o
estudo de interacbes intermoleculares entre pequenas moléculas hidrofobicas e
proteinas devido a alta sensibilidade, reprodutibilidade e conveniéncia (SHAHABADI;
HADIDI, 2014). Esta técnica é capaz de fornecer informagbes para caracterizar as
interacbes de diversos compostos com proteinas, que incluem mecanismos e
parametros especificos das interagdes, além de mudancas estruturais da proteina
(ABDELHAMEED et al., 2017). As proteinas contém residuos de aminoacidos que
emitem fluorescéncia: fenilalanina, tirosina e triptofano. Entre estes aminoacidos, o
triptofano (Trp) é o mais sensivel as alteragdes em seu ambiente (GHOSH; RATHI;
ARORA, 2016). A BCN apresenta um residuo de triptofano (Trp 143) localizado na
parte hidrofébica da proteina (DEZHAMPANAH; ESMAILI; KHORSHIDI, 2017).

Quando ocorre a interacdo entre determinada proteina com pequenas
moléculas hidrofobicas préximos aos fluoréforos a sua fluorescéncia intrinseca diminui
a medida que aumenta a concentragdo do ligante (LELIS et al., 2017b). Essa
supressao de fluorescéncia refere-se a qualquer processo que diminua o rendimento
quantico de fluorescéncia de um fluoréforo devido a uma variedade de interacbes
moleculares com a molécula supressora (SHAHABADI et al., 2011). Estes incluem
interagcdes que ocorrem no estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de
energia, formagcdo de complexo no estado fundamental ou colisbes entre uma
molécula e o fluoréforo (HE et al., 2011). Outro fator que pode levar a extingdo de
fluorescéncia é o efeito do filtro interno (EFI), na qual o ligante absorve luz no

comprimento de onda de emisséo e excitagao do fluoréforo, assim, menos luz alcanga
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o centro da amostra, causando uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia sem
qualquer interagdo com a proteina. Entdo, para minimizar este efeito, a intensidade
de fluorescéncia da pode ser corrigida usando a seguinte féormula:

(Aex dex+ Aem dem)

Feorr = Fops e 2 (1)

onde F_,, € a intensidade de fluorescéncia corrigida, A,, e A.,, Sao as alteragdes de
absorbancia medidas nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdao do
fluoréforo, respectivamente; e d,, € d.,,, S80 0s percursos da cubeta (cm) nas direcdes
de excitacao e emissao, respectivamente.

A Figura 3 ilustra um espectro onde a intensidade de emisséo de fluorescéncia

de uma proteina foi extinguida por uma molécula supressora.
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Figura 3 — Espectros de fluorescéncia da BCN com a adi¢cao de concentragdes crescentes de
naringina (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, e 360 uM) a 25 °C. Fonte:
Figura retirada dos resultados apresentado nessa dissertacao.

A extingao de fluorescéncia geralmente ocorre por dois mecanismos, que s&o
classificados como supressao dindmica ou supressao estatica, dependendo do modo
de interacao entre o supressor e o fluoréforo. Em alguns casos, o efeito do extintor é
devido a combinacdo de supressdo dinamica e estatica. Quando a supresséo de
fluorescéncia resulta de encontros difusivos entre o ligante (supressor) e o fluoréforo,
o fenbmeno é denominado supressao dindmica. Alguns desses encontros fazem com
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gue o fluoroforo retorne ao seu estado fundamental sem a emissdo de um féton. Por
outro lado, quando a supressao € resultado da formacdo de um complexo nao
fluorescente entre o supressor e o fluoréforo em seu estado fundamental, é chamada
supressao estatica (ABDULLAH et al., 2017).

O fendbmeno da extincao de fluorescéncia pode ser analisado pela equacao

Stern-Volmer (Equacgéao 2).
% =1+ Kgy [Q] =1+ K;70[Q] (2)

em que Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia do fluoréforo na auséncia e
presenca de um ligante, respectivamente, Ksv é a constante de extincdo de Stern-
Volmer, [Q] é a concentragdo do ligante (mol.L"), kg € a constante biomolecular de
supressao e 1o € o tempo de meia vida do fluoréforo na auséncia do ligante (cerca de
108 s para proteinas). Plotando um grafico Fo/F versus [Q], a Equagéo 2 pode ser
aplicada para determinar o valor de Ksv por regresséo linear.

A supressao dindmica e estatica podem ser distinguida pela forma como Ksy
depende da temperatura. Para o mecanismo dinamico, temperaturas mais elevadas
resultam em difusdo mais rapida da molécula supressora e, consequentemente, em
maior supressao, isto €, maiores valores de Ksv. Por outro lado, no caso de o
mecanismo de supressao ser estatico, os valores de Ksv diminuem com o aumento
da temperatura. Ksyv esta relacionada com o tempo de meia-vida do fluor6foro e o valor
de kq pode ser obtido a partir da relacdo kq = Ksv/7o, sendo também utilizado para
determinar 0 mecanismo de supressdo de fluorescéncia. Quando a supressao €
dindmica, o valor maximo de kq € 2,0 x 10 L-mol's -'. Se os valores de kq forem
superiores a esse, 0 mecanismo de supressao é classificado como estatico, indicando
a formacéao de complexo (MANDAL et al., 2013; SHU et al., 2015).

Outra maneira de verificar o mecanismo de supresséo de fluorescéncia € por
meio da medida do tempo de meia vida do fluoréforo, que € o tempo em que 50% da
populacao de fluoréforos retorna do estado excitado para o estado fundamental. Para
supressao dinamica, a diminuicao do tempo de meia vida do fluoréforo ocorre devido
a diminuicdo da populagdo do estado excitado por colisdo. Ja a supressao estatica
nao diminui o tempo de meia vida porque somente moléculas fluorescentes séo

observadas, ou seja, os fluor6foros nao extintos, assim os fluor6foros que nao
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formaram complexos possuem o mesmo tempo de meia vida (FALCO et al., 2015;
LAKOWICZ, 2006).

Por fim, o mecanismo de supressao também pode ser analisado a partir dos
espectros de emissao de fluorescéncia. Ao comparar os espectros de emissao de
fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenca do ligante, se houver
deslocamento do comprimento de onda de maxima emissdo (Amax), provavelmente
houve formacao de complexo (HUDSON et al., 2018; SINHA et al., 2016).

Sendo o mecanismo estatico, a constante de interacao (Kb) e o coeficiente
estequiométrico (n) para o complexo proteina/ligante podem ser obtidos por meio da
equacao do logaritmo duplo modificado (Equacéo 3) (KSENOFONTOV; BOCHAROQV;
ANTINA, 2019).

Fo—F 1
log[ "F ] = logKb + nlog WOF_;F)[PD

(3)

em que Foe F sdo a intensidade de fluorescéncia da proteina (P) na auséncia e
presenca de ligante (L), respectivamente, K, € a constante de interacdo, n é o

coeficiente estequiométrico, [L] € a concentracdo total de ligante, e [P] € a

concentracdo total de proteina. Deste modo, ao ser plotado grafico de log [ﬂ—_F]

versus log —r—=m——, 0 intercepto da curva é o log Ko e a inclinagéo, o n.
(Ll-(*&)iPD
A obtencao de Ky é importante pois possui relagao direta com a variagéo da

energia livre de Gibbs padréo de formagédo do complexo (AG°) (Equacéo 4).
AG® = —RTInK, (4)

Nessa equacéo, R é a constante universal dos gases (R = 8,314 J-mol'-K'") e
T é a temperatura (K).

O valor de AG® possui duas componentes, uma entalpica e outra entrépica. A
determinacdo dessas duas componentes fornece informacdes importantes sobre o
tipo e magnitude das forgas motrizes que governam a formagéao do complexo. Quando

a variagao da entalpia padrao (AH®) de formagao do complexo é constante na faixa
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de temperatura estudada, ou seja, ndo varia com a temperatura, o valor de AH° pode

ser determinado por meio da aproximacao de van’t Hoff (Equacgao 5).

Ka1 AH 1

1
In = =—7 G~ (5)

Ao fazer um grafico de InKp versus 1/T, a inclinagdo sera o valor de -AH°/R.
Como o R (8,314 J-mol'-K"") é uma constante conhecida, é possivel calcular o valor
de AH° do processo de formacao do complexo.

Quando a AH° para a formagao do complexo ndo é constante na faixa de
temperatura estudada, entdo pode ser calculada para cada temperatura, usando a
abordagem nao linear de Van't Hoff ((Eq. (6) e (Eq. (7)) (DA SILVA et al., 2008;
VIEIRA; BASSO; COSTA-FILHO, 2017).

InkK, =a+b(%)+c(%)2+d(%)3+---+ln<p (6)

dinKyp

AH® = —R AH® = —R [b +2¢(3) +3d (%)2 + ] (7)

onde a, b, ¢, d e Ingp podem ser avaliados a partir dos graficos InKp versus 1/ T (gréfico
nao linear de van't Hoff) usando um procedimento de regressdo de minimos
quadrados.

Uma vez que os parametros AG° e AH° foram calculados, a equacéao
fundamental de Gibbs (Equacao 8) permite a obtencao do termo entrdpico em todas
as temperaturas estudadas.

AG® = AH® — TAS® (8)

Outra propriedade que pode fornecer informagdes importantes sobre o tipo e
magnitude das forcas motrizes que governam a formagao do complexo é a variacao
da capacidade calorifica padrédo (AC7), que pode ser determinada a partir da
dependéncia de AH° em funcao da temperatura (T) usando a Equacdo 9 (BASU;
SURESH KUMAR, 2015).
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ACy pode ser expresso pela Eq. 10:

ACp® = CpoCOmplexo - (CpoﬁCN + Cp°Nr) (10)

onde Cp°compiexo © @ capacidade calorifica padrao do complexo B-CN/NR e Cp°gey €

Cp°yr S@0 a capacidade calorifica padrao das moléculas livres de B-CN e NR,

respectivamente.

SILVA et al., (2018) estudaram a interagao entre 3-caroteno (3-car) e albumina
do soro bovino (BSA) ou B-caseina (BCN), assim como a fotoestabilidade deste
bioativo na presencga das proteinas. O estudo de fluorescéncia foi realizado em pH 7,0
em cinco diferentes temperaturas (20, 25, 37, 45 e 55 °C). A intensidade de
fluorescéncia de ambas as proteinas diminuiu gradualmente com o aumento da
concentracdo de B-car, sendo o mecanismo de extincdo de fluorescéncia
principalmente estatico. O complexo formado (B-car / proteina) apresentou
estequiometria de 1:1 para BSA nativa, 1:3 para BSA desnaturada (d-BSA) e 1:2 para
B-caseina. Os valores obtidos para AG° foram negativos, para todos os sistemas
estudados, e seguiu a ordem AG° (BSA) < AG° (BCN) < AG® (d-BSA), indicando que
o equilibrio quimico favoreceu a formagéao do complexo, sendo esses complexos mais
estaveis com o aumento da temperatura. Os valores de AH° e de AS° positivos
indicaram que os processos termodinamicos de formacao dos respectivos complexos
B-car/proteina foi dirigida pelo aumento da entropia, em todas as condi¢coes
estudadas. A formagao dos complexos [3-car/proteina melhorou a fotoestabilidade da
molécula de B-car, mas a micela com BCN foi mais eficiente, reduzindo e aumentando
quatro vezes, respectivamente, a constante de degradacéao (Kq) e meia-vida (t 1/2) do
B-car.

WEI et al., (2018) estudaram a interagdo entre antocianinas (cianidina-3-O-
galactosideo, cianidina-3-O-glicosideo, amidalina e quercetina) e B-caseina (BCN) por
técnicas de espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e dicroismo circular (CD) (pH 6,0 e T = 20, 44 e 64
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°C). Os resultados de fluorescéncia revelaram que o aumento da concentragdo de
antocianinas reduziu a intensidade de fluorescéncia da BCN e o comprimento de onda
de maxima emissdo (Amax) teve um desvio para o vermelho, indicando que o
microambiente préximo ao residuo de triptofano (Trp) e tirosina foram expostos a uma
regido mais hidrofilica. Os valores de Ksy diminuiram com o aumento da temperatura
para todas as antocianinas, indicando que o0 mecanismo de extingdo é
predominantemente estatico. Os valores de AG° foram negativos para todos os
sistemas estudados, indicando que o equilibrio quimico favoreceu a formacao do
complexo. O AH° positivo indicou um processo endotérmico, com a formagéao do
complexo entre BCN e antocianinas regido pelo efeito hidrofébico (AH® > 0 e AS® > 0).
Os resultados de FTIR e CD mostraram que a interagdo das antocianinas com CN
induziu a mudanga conformacional e a estrutura secundéria da proteina. A mudanga
conformacional da BCN confirmou a maior estabilidade das antocianinas apo6s a
ligagdo com BCN.

HE et al. (2016) estudaram as intera¢des da a-caseina e p-caseina (BCN) com
malvidina-3-O-glucésido (MG) foram examinadas em pH 6,3 por meio de técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia, infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
dicroismo circular (CD). O dicroismo circular e os dados de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier mostraram que houve interagcbes de a-
caseina e BCN com a molécula MG, principalmente por meio de interacoes
hidrofébicas e hidrofilicas, causando diferentes alteracdes nas estruturas secundarias
dessas proteinas. Os resultados de fluorescéncia revelaram que os valores de Kb foi
da ordem de 10° L-mol, na qual a a-caseina teve uma interagéo ligeiramente mais
fote com a MG do que a B-caseina, com Kp igual a 0,51 x 103L-mol! e
0,46 x 103 L-mol', respectivamente. Além disso, o valor de “n” foi de
aproximadamente 1, o que indicou que havia pelo menos um sitio de ligacao tanto na
a-caseina quanto na BCN para uma molécula MG durante as respectivas interacdes.
Os valores de AG® para a-caseina e BCN foram todos negativos, indicando que a
interagéo favoreceu a formagao de complexos entre a-caseina/MG e BCN/MG. Para
a interacdo a-caseina/MG, AH® < 0 e AS° < 0, indicando que a formacao do complexo
foi entalpicamente dirigida. J& para o complexo BCN/MG, AH°> 0 e AS°>0

indicaram que a formacéo do complexo foi dirigida pelo aumento da entropia.
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Moeiniafshari et al. (2015) estudaram a interagdo entre naringenina e 3-caseina
(BCN) abaixo da concentracdo micelar critica (10 uM) em pH 7,0 por meio da técnica
de espectroscopia de fluorescéncia. O valor de Kb foi na ordem de 10°L.mol ' e a
estequiometria 1:1. Os valores de AG° negativos mostrou que o equilibrio quimico
favoreceu a formacado do complexo naringenina/BCN. Os valores de AS°® (46,31
J-mol~"-K ") e de AH° (-17,62 kJ-mol ') indicaram um processo dirigido entrépica e
entalpicamente. Concluiu-se que a naringenina pode suprimir a fluorescéncia
intrinseca do residuo Trp143, e as forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas desempenharam papéis principais no processo de formacao

do complexo naringenina/BCN.

3.3.2. Ressonancia plasmoénica de superficie (RPS)

Apesar da eficiéncia da analise de extincdo de emissao de fluorescéncia para
determinar os parametros termodinamicos de interacdo entre proteinas e pequenos
ligantes, esta técnica fornece informagdes que séo restritas as interagées que ocorrem
em torno dos residuos de Trp. Assim, a RPS como técnica complementar para
caracterizar os eventos termodinamicos da complexacao de pequenas moléculas-
proteinas fornece dados detalhados sobre as interac6es que ocorrem em todos os
locais de ligagdo de biomoléculas. Portanto, a RPS como técnica livre de marcador é
considerada um método muito sensivel para estudar a termodinamica e cinética de
interacdes entre pequenas moléculas e proteinas (LELIS et al., 2017). Além disso, a
RPS é uma técnica nao destrutiva, ajuda a minimizar o uso da amostra, pois a mesma
superficie pode ser reutilizada para varios analitos (VACHALI et al., 2015).

O instrumento RPS (Figura 4) é uma técnica que se baseia nas mudancas do
indice de refracdo do solvente proximo a superficie do chip que ocorre durante a
formacao do complexo. Para investigar os processos de interacdo usando RPS, um
dos reagentes, referido como ligante, esta ligado a superficie de um chip sensor,
enquanto que o outro, o analito, esta em solugédo (BAHRI et al., 2019b). Esse chip &
composto por uma camada de vidro, uma fina camada de ouro e uma de
carboximetildextrana, onde a proteina se ligara.
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Figura 4 — Configuragdo esquematica de um detector RPS. Em um angulo de incidéncia
definido, o fendmeno de RPS é visto como um mergulho na intensidade da luz refletida,
caracteristica do angulo especifico de reflexdo. O deslocamento do angulo de reflexao da
posicdo 1 para a posi¢ao 2 revela uma mudanga na composicao do meio perto do filme de
ouro como resultado da ligagdo entre o ligando e o analito. As variagbes angulares séo
registradas em unidades de ressonancia (UR) e plotados em funcdo do tempo. Fonte:
Adaptado de BROGIONI & BERTI (2014).

Ap6s a imobilizagdo do ligante no chip, uma solucao tampao € injetada e
passara pela superficie desse chip e entdo o equipamento ira incidir uma luz sobre
esse chip, grande parte dessa luz sera refletida e voltara ao detector. Uma pequena
parte (radiacdo evanescente) conseguira ultrapassar a superficie do chip, o
equipamento ira buscar um angulo 8, chamado 61 que fard com que os elétrons da
camada de ouro entre em ressonancia plasmoénica com essa radia¢cdo evanescente.
A partir dai sera injetada a solugdo do analito. Novamente, o equipamento buscara
um angulo 6, agora chamado 62 que fara ocorrer a ressonancia plasmdnica. A
diferenga entre os dois angulos 6 é o sinal de resposta ressonante RU, que plotado
em funcéo do tempo origina os sensogramas (Figura 5) (NGUYEN, PARK, KANG, &
KIM, 2015; P. VACHALI, LI, NELSON, & BERNSTEIN, 2012; P. VACHALI, LI,
BARTSCHI, & BERNSTEIN, 2015).
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Figura 5 — Sensorgramas obtidos a 25 °C (RU vs tempo) para o fluxo de naringina sobre o
chip sensor CM5 imobilizado com BCN. Concentragdes de naringina: 100, 110, 120, 130 e
140. Fonte: Figura retirada dos resultados dessa dissertagao.

Ao analisar a dependéncia do sinal RPS (RU) no tempo, € possivel obter
informagbes  cinéticas e termodindamicas valiosas sobre as interacoes
moleculares entre proteinas-analito, tais como constante cinética de associacéo (Ka),
constante cinética de dissociacao (Kd), energias de ativagao de associacao (Eativ(a) €
de dissociacao (Eativ(q)), variagbes de entalpia de associagdo (AH%a) e de dissociacdo
(AH*((0)), variagbes de energia livre de Gibbs de associagdo (AG*((a)) e de dissociagédo
(AG*((g)) e variagdes de entropia de associagdo (AS*(a)) e de dissociagédo (AS*(()),
constante de ligacao (Kbv), variacdo da energia livre de Gibbs padrao (AG®), variagcao
da entalpia padrao (AH°) e variagao da entropia padrao (AS°) (HUDSON et al., 2019b).

A interacao entre proteina (P) e analito (A) pode ser expressa usando um

Ka
modelo biomolecular que pode ser expresso como: P+ A = P—A, ondeKa € 0
Kd

nuamero de moléculas de analito que formam complexos com a proteina e Kq € a fragéo
destes complexos que se dissociam por segundo. Todos os sensogramas foram
ajustados as Equagdes 11 e 12, a partir das quais Kobs € Kg foram calculados,
respectivamente (HUDSON et al., 2019b).
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RU(t) = RUypqy[1 — e Kops(t=to)] (Eq. 11)
RU(t) = RU,, g, e Ka(t=tm) (Eq. 12)

em que RU(t) é a resposta ressonante no tempo t, RUmax € a resposta ressonante
maxima, tm € o tempo de ressonancia (tempo no qual a resposta ressonante é
maxima), to € o tempo correspondente ao momento da injecdo, Kobs € a constante
observada e Kq é a constante cinética de dissociacao.

Em baixas concentracoes de ligante, a constante cinética observada (Kobs)
pode ser considerada linearmente dependente da concentracao do analito (Kobs = Ka
[analito] + Kd). Assim, os valores de Ka podem ser determinados a partir da inclinagéo
do grafico Kobs versus [analito]. A constante de interacao (Kb) pode ser determinada a
partir da relacao entre as constantes da taxa cinética de associacao (ka) e dissociacao
(ka) (Ko = Ka / Kd), e assim, aplicando-se as Equagdes 4, 5 e 8, determina-se os
parametros termodinamicos AG°, AH®° e AS° de formagdo do complexo proteina-
analito, respectivamente (HUDSON et al., 2019b).

As energias de ativagao para a formagao do complexo ativado por associagao
(Eativia)) ou dissociacao (Eativ(a)) pode ser obtido pela abordagem de Arrhenius (In kx (x
=aoud)vs.1/T), aplicando a Eq. (13).

Eativie (1) = —R (“%) (Eq. 13)

em que Equp(xy) (T) € a energia de ativagdo (kJ-mol™), K, é a constante cinética (L.mol"

.s" ou s) e “x” subscrito significa “a” ou “d” para associagido e dissociag3o,
respectivamente.

Outros parametros energéticos associados a formacao do complexo variacao
da energia livre de Gibbs (AG}), variagao da entalpia (AH}) e variagdo da entropia (ASY)

de ativagao podem ser obtidos pelas Eqgs. (14), (15), (16) , respectivamente.

AGH(T) = —RTInk,(T) (Eq. 14)
AH(T) = Eqer(x(T) — RT (Eq. 15)
TASI(T) = AHE(T) — AGE(T) (Eq. 16)
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BAHRI et al, (2019) avaliaram a interagdo entre compostos bioativos
(curcumina e avitamina D3) e B-caseina (BCN) por meio da Espectroscopia de
Fluorescéncia (EF) e da Ressonancia Plasmdnica de Superficie (RPS). As analises
de EF mostraram que o aumento das concentragcées de curcumina e da vitamina D3
diminuiram a intensidade de fluorescéncia da BCN, e o mecanismo de extincao foi
principalmente devido ao quenching estatico. Os valores de n para os complexos
BCN/curcumina e BCN vitamina D3 foram 0,74 + 0,05 e 0,82 + 0,04, respectivamente.
Os valores da constante de interagao (Ko) mostraram que a curcumina se liga mais
fortemente a BCN (Kb =23,5+ 1,9 x 10 *M™") do que a vitamina D3 (Ko = 5,8 + 1,1 x
10 *M™"). Por RPS, o valor de Ky, para o complexo curcumina/BCN (Ko = 2,45 + 1,4 x
10 3M ") foi menor do que a obtida por fluorescéncia. Essa diferenga pode ser
atribuida aos diferentes principios dessas duas técnicas. A extincao de fluorescéncia
€ mais precisa para estudar os locais de ligacao ao redor dos residuos de Trp
enquanto a técnica RPS é independente do residuo de Trp, estudando as interagdes
gue ocorrem em todos os sitios da proteina. No entanto, ambos os métodos podem
ser usados para avaliar as interacdes entre compostos bioativos e BCN.

REZENDE et al. (2019) estudaram a sinteracao entre lactoferrina bovina (bLF)
e epigalocatequina-3-galato (EGCG) por Ressonancia Plasménica de Superficie
(RPS) e Espectroscopia de Fluorescéncia (EF). As analises de RPS e EF mostrou que
o equilibrio quimico favoreceu a formag¢ao do complexo bLF-EGCG (AG°rps< 0, AG°ErF
< 0) e que o processo de complexacao entropicamente dirigido (AHrps > 0, AHEF >
0 e TAS°rps > 0, TAS°er > 0). A energia de ativacdo (Eact) para a formacédo do
complexo ativado a partir da associagdo de moléculas livres (Eacta) = 49,5 kd-mol ') e
da dissociacdo do complexo termodinamicamente estavel (Eacta)= 17,4 kJ-mol )
foram ambos positivos. mostrando que o processo de associacao absorveu 1,4 vezes
mais energia que o processo de dissociacdo. Os demais parametros energéticos
obtidos também foram positivos para ambos os processos (AG* 3 = 49,1 kd-mol 7,
AGH )= 77,9 kd-mol 1, AH*@) = 47,0 kd-mol ' e AH*g) = 32,8 kd-mol 1), exceto para
TAS* (TAS*a) = -2,10 kd-mol ' e TAS*q) = —-45,10 kJ-mol ). Este estudo fornece
informacdes Uteis para otimizar as aplicacbes praticas do EGCG e da bLF em
diferentes formulagoes.

NUNES et al. (2019) estudaram a interacdo da naringina (NR) com a

lactoferrina (LF) por ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) em diferentes
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temperaturas (12, 16, 20, 24, 25 e 28 °C) e pH 7,4. Os resultado de RPS mostraram
gue com o0 aumento da temperatura, a constante de associagao (ka) apresentou uma
tendencia polinomial, enquanto a constante de dissociacdo (kd) mostrou um
comportamento linear. Os parametros cinéticos energéticos resultantes da formacao
do complexo intermediario a partir da associagcdo das moléculas livres de interacao
(NR e LF) ou da dissociacdo do complexo LF/NR estavel termodinamico foram
encontrados. Na associacdo, a Eact(a) foi dependente da temperatura enquanto que na
dissociagao, a Eact(g) foi independente da temperatura, 0 que sugere que a associacao
de NR e LF para formar o complexo LF/NR intermediério ocorreu em mdltiplas etapas,
enquanto a dissociagdo do complexo estavel NR e LF para formar o complexo LF/NR
intermedidrio ocorreu em uma unica etapa. A formagdo do complexo intermediario
ocorreu com alto nivel de solvatagao, custo energético e mudanca de configuracao na
LF para sua formacdo. Os parametros termodinamicos obtidos para a ligagdo de
LF/NR mostraram que até 23 °C, a formacdo do complexo foi entropicamente
dirigida, entretanto, acima dessa temperatura, o0s complexos LF/NR
termodinamicamente estaveis foram formados pela reducao de entalpia do sistema. O
valor negativo de ACp° indicou as interaces que ocorrem quando o complexo LF/NR
termodinamicamente estavel é formado, € mais fraca do que aquelas que ocorrem
antes da formacéo do complexo. Os resultados mostram que a LF pode ser utilizado
como veiculo para NR.

SHARIFI et al. (2017) estudaram a interacdo entre albumina do soro bovina
(BSA) e neomicina, usando o docking molecular e a ressonancia plasménica de
superficie (RPS) em diferentes temperaturas (25, 30, 35 e 40 °C). Os resultados do
RPS mostraram que a constante de associagdo (4,05 x 10 2 para 5,54 x 10 * M1 s 1)
e a constante de dissociacdo (8,96 x 10 3 para 2,75 x 10 2 s ') aumentaram com o
aumento da temperatura, indicando que tanto a associacao das moléculas livres como
a dissociacdao do complexo estavel ocorreu em uma uUnica etapa. A constante de
equilibrio (Kp) diminuiu de 2,21 x 10 ®para 4,96 x 10 7M com o aumento da
temperatura, devido aos valores da constante de associacdo aumentarem cerca de
140 vezes com a temperatura, enquanto, os valores da constante de dissociagcao
aumentarem apenas cerca de 3 vezes com a temperatura. Os valores da energia livre
de Gibbs (AG°) foram positivos (3,83 x 102, 4,33 x 102, 4,83 x 102e 5,34 x 102 J

mol 1K' a 25, 30, 35 e 40 °C, respectivamente) e o valor negativo da variagdo da
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entalpia padrdo (AH° = -1,81 x 10 2 KJ-mol ') e da variacdo da entropia padrao (AS°®
=-6,97 x 10 2 J-mol ') indicou que a formagao do compexo BSA/neomicina foi dirigida
pela entropia. De acordo com o estudo de docking molecular, a ligagao do hidrogénio
tem algumas contribuicées na interacdo da neomicina com a BSA, devido a presenca

de aminoacidos hidrofilicos como o acido aspartico.
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Capitulo 2

B-Casein-naringin binding: deep thermodynamic and kinetic analyses by
fluorescence spectroscopy and surface plasmon resonance

Abstract

Knowledge of the interactions between bioactive small molecules and proteins is a key
factor to improve their use in food and health products. Hence, the binding of naringin
(NR) with B-casein (BCN) was investigated to elucidate the binding process between
these molecules and intrinsically unstructured proteins. The thermodynamics and
kinetics of BCN-NR binding were determined by fluorescence spectroscopy (FS) and
surface plasmon resonance (SPR). The FS data indicated that NR interacts with BCN
close to tryptophan (Trp-143) with a key role of desolvation (AH®zg, 107.43 to -5.34 kJ
mol'; TAS®rg, 131.09 to 22.43 kJ mol-'; temperature range 20-36 °C). However, SPR
analysis revealed that NR can also bind far from Trp-143 with small temperature
dependencies of AH® and TAS® (AH gpr = 8.85 kdJ mol'; TAS®pg, from 27.56 to 29.11
kJ mol'; 12-28 °C). Stable complex formation comprises an intermediate state at
which an activated complex is formed with minimal conformation and desolvation
changes (activation energy parameters are near-independent of the temperature). This
is probably due to the ease of access of NR to the BCN binding sites. The results from
this study provide valuable information on the dynamics of small molecules binding
with unstructured proteins.

Keywords: Bioactive molecules; protein binding; activated complex.

1. Introduction

Naringin (NR) is a flavanone glycoside responsible for the bitter taste in lemons
and grapefruit and is found in many citrus fruits. Its molecular weight is 580.4 g/mol
and its structure comprises two rhamnose units attached to the 7-carbon position (Fig.
1) (ALAM et al., 2014; DAS et al., 2018). NR exhibits antioxidant, anti-inflammatory
(EL-DESOKY et al., 2018b), and anti-obesity properties and has also demonstrated
potential in mitigating metabolic complications in HIV patients (NZUZA; OWIRA, 2019).
Thus, NR activities afford a wide range of applications in the food and health fields.
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Fig. 1 — Chemical structure of naringin.

To enable the efficient vehiculation of small hydrophobic molecules such as
NR, the interactions of such molecules with food proteins have been studied. NR
demonstrated complex formation with globular proteins such as hen egg white
lysozyme (DAS et al., 2018), a-amylase (LIU et al., 2017b), and bovine lactoferrin
(NUNES et al., 2019). However, the molecular processes involving the interaction of
NR with globular proteins may be different to those observed with intrinsically
unstructured proteins, e.g. B-casein (BCN). BCN is a 24,000 g/mol protein with a high
content of proline residues that disrupt the formation of a-helices and p-sheets. BCN
presents one tryptophan (Trp) residue (Trp-143) so that alterations occurring close to
Trp-143 can be monitored by fluorescence spectroscopy (FS) (BOURASSA; TAJMIR-
RIAHI, 2012). Due to its amphiphilic characteristic (>6.8 x 10° M at 20 °C and pH 7.0),
BCN forms classic micelles of ~20 nm diameter (LI et al., 2019). BCN binding with
flavonoids has also been reported. Thus, at pH 7.0, BCN binds with naringenin (NG),
an aglycone of NR, with a binding constant of 3.2 x 105 M" and stoichiometry of ~1
close to the Trp residues at 25 °C. The BCN-NG binding occurs with enthalpic and
entropic contributions (MOEINIAFSHARI; ZARRABI; BORDBAR, 2015). BCN also
binds with eriocitrin (EC), a flavanone glycoside. FS data demonstrated that the binding
constant of BCN-EC binding at 25 °C and pH 7.4 is 1.68 x 10° M" and complex
formation is an entropy-driven process (CAO et al., 2019b). However, these binding
studies were carried out with BCN concentrations above the critical micellar
concentration (CMC) and therefore, the available data regards flavonoids binding with
micellar structures not CN monomers. The study of the binding of BCN monomers
with small molecules is important to elucidate how these molecules interact with
unassembled proteins. These studies become even more relevant when they provide

39



both thermodynamic and kinetic information on complex formation, giving valuable
insight into the dynamics of the binding process. Despite this, to this best of our
knowledge, kinetic and thermodynamic data of the binding of BCN monomers with NR
has not been reported in the literature to date.

The aim of this study was to provide detailed comprehension of the
thermodynamics of BCN-NR binding occurring close to the Trp residues by FS and the
kinetics and thermodynamics of BCN-NR binding by surface plasmon resonance
(SPR).

2. Material and methods
2.1. Materials and reagents

BCN from bovine milk (>98% wt.) and NR (>95% wt.) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Dimethyl sulfoxide (DMSO; 299.9% wt.) was used to
solubilize NR and the buffer solution (pH 7.0) was prepared using dibasic and
monobasic potassium phosphate of analytical grade. For SPR analyses, an amine
coupling kit with N-ethyl-N"-(dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC;
>99% wt.), N-hydroxysuccinimide (NHS; >99% wt.), and 1.0 M ethanolamine-HCI (pH
8.5) was purchased from the General Electric Healthcare Company (Uppsala,
Sweden).

2.2. Apparatus

FS data were recorded on an LS55 fluorescence spectrophotometer (Perkin
Elmer, USA), while a Lambda 35 UV-vis Spectrometer (Perkin Elmer, USA) was used
to correct the fluorescence results. The SPR binding experiments were carried out
using a Biacore X100 instrument (GE Healthcare, USA).

2.3. Thermodynamic analyses of BCN-NR binding by FS

To investigate the NR interactions that occur close to the BCN Trp residue,
successive titrations with the NR solution [pH 7.0; 1% (v/v) DMSQO] were performed
using a quartz cuvette containing 4 uM BCN dispersion [pH 7.0; 1% (v/v) DMSQ]. The
NR concentrations in the cuvette were in the range 0.747-7.93 uM. The samples were
excited at the Trp intrinsic fluorescence excitation wavelength (295 nm) and the

emission spectra were recorded in the range 296-500 nm. Both the excitation and
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emission slits were 5 nm and the binding experiments were conducted at 20, 24, 28,
32, and 36 °C.

The inner filter effect was corrected by collecting the absorbance of the samples
at the excitation (295 nm) and emission (340 nm) wavelengths of BCN and applying
Eqg. 1 to the observed fluorescence intensity (F,,,) values (VAN DE WEERT; STELLA,
2011):

(Aex dext Aem dem)

Feorr = Fops e 2 (1)

where F,,. is the corrected fluorescence intensity; A4,, and A,,, are the measured
absorbance changes in the absorbance value at 295 and 340 nm, respectively; and
d., and d.,, are the cuvette pathlengths (cm) in the excitation and emission directions,

respectively.

2.4. Thermodynamic and kinetic studies of BCN-NR binding by SPR

To obtain the kinetic and thermodynamic parameters of BCN-NR binding by
SPR, a CM5 sensor chip was activated with EDC (0.4 M) and NHS (0.1 M), which were
flowed over the CM5 surface for 7 min to allow the reaction between the
carboxymethyl-dextran on CM5 and the EDC-NHS. A BCN dispersion (30 pug/mL) was
flowed over the sample channel of the CM5 chip. The protein flow was at pH 4.0 to
enhance the reaction. Subsequently, to block the unreacted groups, 0.1 M
ethanolamine-HCI (pH 8.5) was flowed over the CM5 chip for 7 min. The signal reading
was then recorded and a low density of BCN immobilization (4462.9 RU) was obtained.

NR solutions (100, 110, 120, 130, and 140 uM) at pH 7.0 were therefore flowed
over both the sample and reference channels on the CM5 chip, each characterizing a
binding cycle. Between the binding cycles, the baseline was determined by HBS-P
buffer (0.01 M HEPES, pH 7.0; 0.15 M NaCl; and 0.005% v/v surfactant P20) injection.
The experiments were conducted at 12, 16, 20, 24, 25, and 28 °C and after each
experiment HBS-P was flowed twice for 30 s at a flow rate of 30 yL/min to regenerate
the CM5 surface.
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3. Results and discussion
3.1. Thermodynamically stable BCN-NR complex

The energetic thermodynamic parameters of BCN-NR complex formation,
including the binding constant (K,), standard Gibbs free energy change (AG®),
standard enthalpy change (AH®), and entropic contribution (TAS°) were determined by
FS and SPR analyses. In addition, the stoichiometry (n) of the BCN-NR complex and
standard heat capacity change of complex formation (ACp°) were determined using
the data attained by FS, while the association (k,) and dissociation (k) kinetic rate
constants related to the thermodynamically stable complex were calculated from the
SPR data.

3.1.1. Thermodynamics of BCN-NR binding close to the Trp residues by FS

FS was employed to study the specific NR interactions close to the Trp residue
of BCN (Trp-143) located at the hydrophobic domain of the protein (MOEINIAFSHARI;
ZARRABI; BORDBAR, 2015). The fluorescence spectra (Fig. 1a) of the samples
containing increasing concentrations of NR were obtained upon Trp excitation at 295
nm. When NR was added to the BCN solution, the wavelength of the maximum
fluorescence emission remained close to 340 nm, indicating that NR does not induce
conformational changes on the Trp microenvironment in the protein (XU et al., 2019).
However, NR addition decreased the fluorescence intensity emitted by the protein by
~30%. The fluorescence quenching (Fig. 1a) can be due to various molecular
processes including excited-state reactions, molecular rearrangements, energy
transfer, molecular collisions, and ground-state complex formation (WANG et al.,
2007). The Stern-Volmer equation (Eq. 2) describes the dependence of the
fluorescence intensity emitted by the protein on the concentration of the quencher, in
this case NR, and is often used to access the quenching mechanism (MIRDHA;
CHAKRABORTY, 2019).

% =1+ Kgy [NR] = 1+ Ko [NR] (2)

where F, and F are the fluorescence intensities without and with different

concentrations of NR, respectively; Kg, and K, are the Stern-Volmer and biomolecular

quenching constants, respectively; 7, is the average fluorescence lifetime of the
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biomolecule without NR (7, = 108 s) (GUO et al., 2017); and [NR] is the concentration
of the free NR, which is approximately equal to the total NR concentration due to the
presence of excess NR.

Applying Eq. 2, K, values were determined by linear regression of the F,/F
versus [NR] plots (Fig. 2b) and subsequently, K, was calculated from the relationship:
K, = Ksy /7. The Ksy values increased from 1.90 x 10* (20 °C) to 4.46 x 10* M (36
°C), while K, was in the range 1.90 x 10'2-4.46 x 10'> M"! s™! at the same temperature
range. Although K, increased with increasing temperature, the K, values were
significantly greater than the maximum diffusion collision quenching rate constant (2.0
x 10'% M-' s, thus indicating complex formation between NR and BCN (LIU et al.,
2018). The positive relationship between K, and the temperature suggests that

complex formation between NR and BCN is endothermic.
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Fig. 2 — (a) Fluorescence emission spectra of Trp-143 in BCN with different concentrations of
naringin (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, and 360 uM) and (b) Stern-
Volmer plot for BCN-NR binding at 24 °C.

Once the quenching mechanism was established as being static, the
thermodynamic parameters of BCN-NR binding were obtained. The K, and complex
stoichiometry were determined from Eq. 3:

Fo—
F

log F=nlogKb—nl0g ([ - ) (3)

NR¢]—-(Fo—F)[Pt]/Fy
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where [NR,] and [P;] are the total NR and BCN concentrations, respectively.

The K, values were 1.90 x 104, 2.71 x 10%, 3.90 x 104, 4.70 x 10%, and 4.46 x

104 M at 20, 24, 28, 32, and 36 °C, respectively. These results indicated that more

[BCN-NR]
[BCN][NR]

complexes are formed with increasing temperature since K, = This

confirmed that BCN-NR complex formation is an endothermic process, as previously
suggested by the Ky, results. Additionally, the n values (0.89-0.96) indicate that 1 mol
of NR can bind around the Trp residues of 1 mol BCN. BCN binding with EC, a
flavanone glycoside with a structure analogous to that of NR but containing one more
OH group in one of its benzene rings, was also studied by FS at pH 7.4. The authors
reported values of n = 1.07 and K, ~6-fold higher (1.68 x 10°> M-" at 25 °C) than that
observed for BCN-NR binding at 24 °C (CAO et al., 2019b). BCN binding with NG was
also reported. The structures of NR and NG are similar but NG does not comprise a
glycosidic group. The K, value of BCN-NG at 25 °C and pH 7.0 was 3.2 x 10° M!, which
is ~12-fold higher than that for BCN-NR (MOEINIAFSHARI; ZARRABI; BORDBAR,
2015). These results suggest that the carbohydrate groups present in the NR and EC
structures reduce the K, values, probably by steric repulsion. However, the H-bonding
between the protein amino acids and the extra OH group in EC probably compensate
for this repulsion.

To obtain further information on the BCN-NR binding energetics, AG°, AH°, and
TAS° were next determined. AG°® was calculated directly from K, according to the
relationship AG°= —RTInK, (R is the universal gases constant and T is the
temperature in kelvin). The AH° values for each studied temperature were obtained
from the non-linear van’t Hoff approach (Eq. 4) and finally, the TAS° values were
calculated from the fundamental Gibbs equation (Eq. 5). The AG®, AH®, and TAS° values
are presented in Fig. 3.

InK, = a+b(%)+c(%)2+d(%)3+---+ln(p (4)

AG® = AH® — TAS® (5)

where a, b, ¢, d, and ¢ are constants graphically obtained from the non-linear van'’t
Hoff plots (Fig. S1).
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Fig. 3 - AG° (m), AH° (0), and TAS° (e) values as a function of temperature for BCN-NR binding.

The increase in AG° values from -23.67 (20 °C) to -27.79 kJ mol" (36 °C)
indicated that the complex stability slightly increases with increasing temperature.
Moreover, with the increase in temperature, AH° decreased from 107.43 to -5.34 kJ
mol!, while TAS® decreased from 131.09 to 22.43 kJ mol-'. Thus, to better understand
the AH° and TAS° behavior with increasing temperature, the conformational,
desolvation, and interaction enthalpy (AHcons, AHges, A, respectively) and entropy

(AScong, ASges, @and AS;y., respectively) changes were next considered (Eq. 6 and 7,

respectively):

AH® = AH;ons + AHges + AHjpe (6)
AS® = AScons + ASges + ASint (7)

Notably, AH.f is a positive term because of the energy required to break the
amino acid-amino acid interactions at the protein binding site and thus, change its
conformation. AH,, is also positive because of the energy required to break the H20-
NR and H20-BCN interactions. Converesely, AH;,; is negative due to the energy
release following the interaction between NR and BCN. FS analysis did not detect any
conformational changes in the Trp microenvironment and thus, AH.,r can be
neglected. Therefore, at temperatures close to 20 °C, there are high BCN and NR
desolvation contributions (|AH4.s| >> |AH;,¢|). However, with increasing temperature,
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the AH,,. contribution decreases, while AH;,,; increases. At temperatures >35.14 °C,
the AH;,, contribution surpasses the AH,., contribution and the BCN-NR complex
formation process becomes enthalpically favorable. Hence, above this temperature,
the energy released from BCN-NR binding overtakes the energy required to desolvate
the free NR and BCN molecules (HUDSON et al., 2019c).

Regarding the entropic terms, AS.,,r can be positive or negative, depending on
whether the NR interaction leads to more or less structuring of the protein binding site.
Additionally, as was the case for AH,,, the effect of AS.,,,; can be disregarded. On
the other hand, AS,.s is positive because the water molecules released from the
solvation layers gain a translational degree of freedom when transferred to the bulk.
On the other hand, AS;,; is negative due to the loss of the degree of freedom of the
interacting partners (NR and BCN). As was discussed for AH,,,, there is a high AS;.
contribution at the lower temperatures. This contribution decreases with increasing
temperature; however, |AS;,;| does not overcome |AS,.s| and TAS° remains positive
[TAS°: from 131.09 (20 °C) to 22.43 (36 °C) kd mol']. This implies that the differences
between the 3-D structure of the water solvating the free NR and BCN molecules and
that in the bulk decrease with increasing temperature. On the other hand, the entropy
increase due to the release of the water molecules remains higher than the entropy
loss resulting from the BCN-NR interaction (LELIS et al., 2017b). The increase in
entropy also plays an important role in BCN binding with the flavonoids NG and EC.
TAS° values of 13.80 kd mol and 117.92 kJ mol" were reported for NG and EC,
respectively, at 25 °C (CAO et al., 2019b; MOEINIAFSHARI; ZARRABI; BORDBAR,
2015), demonstrating the relevance of the carbohydrates for this parameter when
compared to NR (TAS®,,-c = 103.52 kd mol ™).

To better understand the role of desolvation in BCN-NR binding, ACp°® was
obtained from the linear fitting of the AH® versus T plots (Fig. S2), since ACp°® =
d(AH®)/dT. The linearity of such plots yielded a single ACp° value: -7.05 kJ mol K.
ACp° expresses the distribution of energy on its potential and kinetic forms, whereby
the interactions that occur during the process of complex formation contribute towards

the distribution of energy on the potential form. ACp° can be expressed by Eq. 8:

ACp® = Cp°Complex - (CPOECN + Cp°nr) (8)
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where Cp°compiex 18 the standard heat capacity of the BCN-NR complex and Cp°gcn

and Cp°yr are the standard heat capacity of free BCN and NR, respectively.

The ACp° value was negative because (Cp°gcn + C0°nr) > CP°complexs 1-€-, the
interactions that occurred after complex formation were weaker than those occurring
before complex formation. These results corroborate with the previously discussed
enthalpic and entropic contributions and also indicate that hydrophobic interactions
predominate in the BCN-NR binding process, which occurred to increase the entropy
of the system by increasing the degrees of freedom of the water molecules (BASU;
KUMAR, 2015).

3.1.2. Kinetics and thermodynamics of the stable BCN-NR complex formation by

SPR

SPR assays can be employed to determine the kinetics and thermodynamics of
complex formation, regardless of the presence of Trp residues; this allows the study of
the interactions without distinguishing the binding sites (LELIS et al., 2017a). The
determination of the kinetic rate association (k,) and dissociation (k;) constants of the
stable complex provides valuable information on the dynamics of complex formation.
Further, SPR can be used to attain the k, and k; of BCN-NR binding by flowing
different NR concentrations over a sensor chip with immobilized BCN. Thus, the
change in the response signal (RU) due to NR binding with the protein was registered

by SPR and the sensorgrams (RU versus time) were obtained (Fig. 4).

120

100+

Time (s)

Fig. 4 - Sensorgrams obtained at 25 °C for naringin (NR) flux over the CM5 sensor chip with
immobilized B-casein. NR concentrations: 100, 110, 120, 130, and 140 uM.
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The RU signals increased with increasing NR concentration over the protein
indicating mainly the association between NR and BCN, as can be seen in the
ascendant part of the sensorgrams. At 10 s, the flow of NR solution was stopped, and
the buffer was flowed over the CM5 surface. This is characterized in the descendant
part of the sensorgram because of the predominance of BCN-NR dissociation. Similar
behavior was observed for all the experimental temperatures (Fig. S3).

A pseudo-first-order kinetic model was applied to the sensorgram data to obtain
the observed rate constant (k,,s) and k; (Eq. 9 and 10 respectively). Thus, k, could
be determined from plots of k,,s vs. [NR] (Eqg. 11; Fig. S4). The values of k, and k,

obtained for each experimental temperature are presented in Table 1.

RU(t) = RUpgye[1 — e Fons(O] (9)
RU(t) = RU(t,,) e ka(t=tm) (10)
kobs = ka[NR] + kd (1 1)

where RU(t), RU,.., and RU(t,,) are the response signals at time t, maximum
response signal, and response signal at a time when only the buffer flows over CMS

(t,n), respectively, and [NR] is the NR concentration.

Table 1 — Kinetic (k, and k;) and thermodynamic (K,, AG°, AH®, and TAS°) parameters related

to the stable complex formation at each experimental temperature (T) obtained by SPR.

T ko ky K, AG® AH°  TAS°
(°C) (103 M- s°1) (s7) (103 M) (kJ mol )

12 1.93 0.310 6.23 -20.71 27.56
16 2.10 0.323 6.50 -21.11 27.96
20 2.29 0.338 6.78 -21.50 28.35
24 2.48 0.354 7.01 -21.88 085 28.73
25 2.55 0.360 7.08 -21.98 28.83
28 2.70 0.372 7.26 -22.26 29.11

The k, values indicate that, at 25 °C, 2.55 x 103 M complex was formed per
second, which is ~360-fold faster than the complex formation between NR and a-

amylase (a-amy), a globular protein. This demonstrates that compared to the globular
48



protein, this flexible protein (BCN) significantly increases the rate of complex formation,
although the dissociation of the BCN-NR complexes is ~23-fold faster than those of the
a-amy-NR complexes (LIU et al., 2017b). On the other hand, when NR interacted with
lactoferrin (LF), which is also a globular protein, it was able to change the conformation
of the protein binding site. Thus, the k, value at 25 °C was 5 x 10* M" s*!, which is
~20-fold higher than that observed for BCN-NR. The k, value for LF-NR was similar to
that obtained for BCN-NR (NUNES et al., 2019), suggesting that the former interaction
is stronger than the latter. Additionally, in the BCN-NR binding, the k, and k,; values
increased linearly with increasing temperature (Fig. S5), indicating that both the
formation and dissociation of the BCN-NR complexes occur in a single-step (DE
PAULA REZENDE et al., 2019).

From the kinetic constants k, and k, it is possible to obtain the thermodynamic
binding constant K, (Eqg. 12), which in turn can be employed to determine AG° (Eq. 13).
The K, and AG° values are presented in Table 1. The negative AG° values indicate that
the equilibrium reaction of BCN + NR 2 BCN-NR shifts towards complex formation. In
addition, with increasing temperature more BCN-NR complexes were formed. Notably,
the stability of these complexes slightly increased owing to the increase in the K, and

|AG°| values (Eq. 12 and 13, respectively):

Ky, =ky/ky (12)
AG® = —RTInK, (13)

The K, values determined by SPR (K, spg) Were smaller than those attained
by FS (Kp spr (24°c) = 7.01 x 108 M and K}, g5 2a¢) = 2.71 x 10* M"). This indicates
that the binding sites detected by SPR have lower binding constants with NR than that
close to Trp-143, since the K;, values are the products of the binding constants for each
binding site on BCN available for NR interaction. Thus, K, = [If K;, with the available
binding sites for NR ranging from 1 to x (LELIS et al., 2017a).

The enthalpic and entropic components were also determined. AH° was
obtained from the linear van’'t Hoff approach (Eq. 14), while the TAS° values were
calculated from the fundamental Gibbs equation (Eq. 5).
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M:_E(i_l) (14)

InK p, R
The complex formation process was entropically driven in the studied
temperature range, as evidenced by the positive AH° and TAS®° values (Table 1).
Additionally, SPR analysis revealed that AH° was independent of the temperature. The
same approach employed for the enthalpic and entropic contributions determined by
FS (Eq. 6 and 7) can be used here. Since the positive components of AH® are AH;,¢
and AH ., ¢, the AH® value was positive because [AHges + AH cong| > |AH;pe|. Thus, the
energy cost to desolvate the free molecules and to change the binding site
conformation overcomes the energy released from the BCN-NR interaction. Regarding
the entropic term, the positive TAS° values evidenced the role of solvation in the BCN-
NR binding process and thus, the main contribution of the hydrophobic interactions
even in binding sites far from the Trp residues (DE PAULA REZENDE et al., 2019).

3.2. Activated BCN-NR complex studied by SPR

The thermodynamically stable BCN-NR complex formation process passes
through an intermediate state in which an activated complex is formed. This state is
very unstable and short-lived and therefore it is impossible to quantify the activated
complex. However, it is essential to determine the parameters associated with the
formation of the activated complex because they yield insight into the molecular
energetics and dynamics of the interaction between a protein and ligand (DE PAULA
REZENDE et al., 2019; FABINI; DANIELSON, 2017; NUNES et al., 2019).

The activated complex can be formed from the association (a) of the free
interacting molecules or dissociation (d) of the stable complex. The activation
parameters comprise the activation energy for the activated complex formation

(Eqce(x), activated enthalpy change (AHY), Gibbs free energy change (AG)), and

entropic contribution (TAS}) towards the activated complex formation related to the
association (x = a) or dissociation (x = d) phases. Using the Arrhenius approach, the

Eqcex) Values can be determined from the association or dissociation rate constants
(Eq. 15; Fig. S6), while the E,.(,) values can be employed to determine Aij (Eq. 16).

On the other hand, AG} and TAS? can be calculated from Eq. 17 and 18, respectively.
The kinetic parameters related to both the association and dissociation phases are

listed in Table 2.
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dlnk,
Eact(x) =-R ;ll (15)
T

AH} = Eqere) — RT (16)
AG = —RTIn(k,h/Kp) (17)
TASY = AHF — AGH (18)

where R is the universal gas constant, k, is the kinetic rate constant of association (x =
a) or dissociation (x = d), T is the temperature in kelvin, h is the Planck constant, and

K5 is Boltzmann’s constant.

Table 2 — Kinetic parameters related to activated complex formation from the association of

free BCN and NR molecules and dissociation of the stable complex.

Association phase (a) Dissociation phase (d)

T Eact AHY  AGY  TAS! | Eqcrcqy AHE  AGE  TASY
(°C) (kd mol™) (kd mol)

12 12.70 51.79 -39.09 585 7250 -66.65
16 12.67 52.37 -39.70 582 73.48 -67.66
20 12.64 5290 -40.26 579 7440 -68.61
24 1507 12.60 53.45 -40.85 822 575 75.33 -69.58
25 1259 53.57 -40.98 574 7555 -69.81
28 12.57 53.99 -41.43 572 76.25 -70.53

Both Euct () @and Eqcr (qy Were positive and independent of the temperature
(Fig. S6). This indicates that the association of the free interacting partners and
dissociation of the stable BCN-NR complex to form the activated complex occur with
small conformational changes on BCN and little desolvation; thus, there was no reason
for Eqc (x) to be dependent of the temperature (NUNES et al., 2019). This is reasonable
to assume because of the unstructured form of the BCN monomers and was confirmed
by the AH*, AG*, and TAS* values for both the association and dissociation phases,
which remained almost constant with increasing temperature. The same molecular
processes related to stable complex formation are valid for the activated complex

formation process: the changes on the desolvation layers (free interacting partners for
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the association phase and the stable complex for the dissociation phase),
conformational changes, and BCN-NR interactions. Since the BCN proteins are
intrinsically unstructured, minimal conformational and desolvation changes are
required in the binding process and thus, AH*, AG*, and TAS* are almost independent
of the temperature. The same does not hold for NR binding with globular proteins, e.g.
in LF the more closed structure requires conformational changes on the protein binding

sites and thus, the role of desolvation is temperature-dependent (NUNES et al., 2019).

4. Conclusion

This paper reports on the interactions between BCN monomers and NR
occurring close and far from Trp-143 at pH 7.0. BCN and NR form a thermodynamically
stable complex that predominates over the free binding partners. The BCN-NR binding
process occurs with a key role of desolvation of the free molecules, evidencing the
occurrence of hydrophobic interactions. It was also verified that the NR binding close
to Trp-143 occurs with a higher binding constant than those occurring far from the BCN
region. SPR data demonstrated that stable BCN-NR complex formation occurs via an
intermediate state at which an activated complex is formed from the association of free
BCN and NR or dissociation of the stable complex. The activated complex is formed
with small conformational changes on BCN and little desolvation, probably due to the
unstructured characteristics of BCN.

The thermodynamic and kinetic data afforded from this study provide valuable
information on the dynamics of complex formation between small bioactive molecules
and intrinsically unstructured proteins, allowing future applications of similar complexes
in the food and health fields.
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B-Casein-naringin binding: deep thermodynamic and kinetic analyses by
fluorescence spectroscopy and surface plasmon resonance
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Fig. S1 - Non-linear van’t Hoff plots (In K;, versus 1/T) to obtain the AH° values. The second-
order polynomial model well fits the data (R2 = 0.99).
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Fig. S2 - AH® versus T (K) plots to obtain ACp°. The first-order model was well fitted (R2 = 0.99).
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Fig. S3 - Sensorgrams obtained for the BCN-NR binding assays at (a) 12 °C, (b) 16 °C, (c) 20

°C, (d) 24 °C, and (e) 28 °C.
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Fig. S4 - Plots of the observed rate constant (k,,s) as a function of the naringin concentration

to determine the association rate constants at (m) 12 °C, (m) 16 °C, (A) 20 °C, (o) 24 °C, (A)
25 °C, and (X) 28 °C. R? >0.972 for all linear adjustments.
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Fig. S5 - (a) Kinetic association (k,) and (b) dissociation (k) rate constants as functions of

temperature.
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Fig. S6 - Arrhenius approach for the association (m; In k, vs. 1/T) and dissociation (o; In k; vs.
1/T) phases to determine the activation energy related to the activated BCN-NR formation

process. The linear adjustments were well fitted (R2 >0.99).
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