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RESUMO

ALVES, Layla Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2022.
Estudo do acoplamento molecular B-lactoglobulina/vanilina — Abordagens
espectroscopica e por simulagées computacionais de docking. Orientador:
Eduardo Basilio de Oliveira. Coorientadores: Thomas Valente de Oliveira, Jane Sélia
dos Reis Coimbra e Gustavo Costa Bressan.

O sabor é um dos principais atributos para a aceitagao de alimentos e trata-se da
combinagdo de aroma e gosto. A vanilina € um dos principais constituintes da
baunilha, o aroma mais popular no mundo, porém, devido a sua estrutura quimica
apresenta alta susceptibilidade a degradagao durante o processamento de alimentos.
Sabe-se que é de extremo interesse promover a melhoria do perfil sensorial e da
qualidade geral dos produtos, deste modo, as interagbes proteina-ligante, embora
contribuam de forma minima no sabor, s&o utilizadas por influenciar
consideravelmente na percepgéo do mesmo. A B-lactoglobulina bovina (B-lg), proteina
majoritaria do soro de leite, € amplamente utilizada como proteina modelo para
interagdes proteina-aroma, porém, na maioria dos relatos seu estado oligomérico em
relagcdo ao pH é negligenciado. Neste trabalho, o estudo dos complexos formados
entre a 3-Ig em sua forma dimérica e a vanilina foi conduzido por metodologias “in
vitro” (espectroscopia de fluorescéncia) e "in silico" (simulagdes de docking) para
avaliar, em nivel atdmico, as caracteristicas intrinsecas do mecanismo e dos tipos de
interacdes formadas entre a proteina e o ligante. Os resultados demonstraram que
nos complexos B-Ig/vanilina o mecanismo de extingao estatica foi predominante, que
a complexacao foi espontanea e foi observada a presenca de dois possiveis sitios de
interacado (Sitio A: interface do dimero e Sitio B: entrada do B-barril). A partir das
analises experimentais e de docking, o sitio B foi considerado o mais provavel para a
molécula de vanilina, por apresentar um equilibrio entre as interacbes envolvendo
residuos de aminoacidos aromaticos (do tipo ligagdo de hidrogénio, eletrostaticas e
hidrofébicas), sendo Trp19, Tyr20, Val43, Glu44, Leu156, Glu157 e His161 os
residuos de aminoacidos da 3-Ig envolvidos nessas interagées.

Palavras-chave: Docking molecular. Espectroscopia molecular. Interacdo proteina-
aroma. Proteinas de soro de leite.



ABSTRACT

ALVES, Layla Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2022.
Study of p-lactoglobulin/vanillin molecular coupling - spectroscopic
approaches and by computational docking simulations. Adviser: Eduardo Basilio
de Oliveira. Co-advisers: Thomas Valente de Oliveira, Jane Sélia dos Reis Coimbra
and Gustavo Costa Bressan.

Flavor is one of the main attributes for food acceptance and it is the combination of
aroma and taste. Vanillin is one of the main constituents of vanilla, the most popular
aroma in the world, however, due to its chemical structure, it has a high susceptibility
to degradation during food processing. It is known that it is of extreme interest to
promote the improvement of the sensorial profile and the general quality of the
products, in this way, the protein-ligand interactions, although they contribute in a
minimal way to the flavor, are used to considerably influence the perception of it.
Bovine B-lactoglobulin, the major whey protein, is widely used as a model protein for
protein-aroma interactions, however, in most reports its oligomeric state in relation to
pH is neglected. In this work, the study of the complexes formed between B-lg in its
dimeric form and vanillin was carried out by "in vitro" (fluorescence spectroscopy) and
"in silico" (docking simulations) methodologies to evaluate, at the atomic level, the
intrinsic characteristics of the mechanism and types of interactions formed between
the protein and the ligand. The results showed that in the B-lg/vanillin complexes the
static extinction mechanism was predominant, that the complexation was spontaneous
and the presence of two possible interaction sites was observed (Site A: dimer
interface and Site B: B- barrel entrance). Based on several analyses, the B site was
considered the most likely for the vanillin molecule, as it presents a balance between
interactions involving aromatic amino acid residues (hydrogen bond, electrostatic and
hydrophobic), with Trp19, Tyr20, Val43, Glu44, Leu156, Glu157 and His161 the B-Ig

amino acid residues involved in these interactions.

Keywords: Docking molecular. Molecular spectroscopy. Protein-flavor interaction.
Whey proteins.
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1. INTRODUGAO

O sabor é uma experiéncia sensorial multifatorial que envolve aroma, sabor,
sensagdes bucais (picancia, adstringéncia etc.) e a integracdo de todas essas
percepgdes (AMMARI & SCHROEN, 2018; VAN RUTH & ROOZEN, 2010;
VISSCHERS et al.,2006), sendo um dos atributos determinantes para a aceitagéo dos

alimentos pelos consumidores.

Dentre os componentes do sabor, o aroma é influenciado por alguns fatores,
como: reatividade quimica dos compostos que |he originam, presenca de luz e
oxigénio no ambiente alimentar e pelos componentes da matriz alimentar em si,
incluindo carboidratos, proteinas, gorduras e produtos formados durante o
processamento, que podem modular a volatilidade e a reatividade das moléculas
responsaveis pelo aroma (WEERAWATANAKORN et al., 2015).

A vanilina, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, € um dos principais constituintes do
aroma da baunilha, além de agente aromatizante € amplamente utilizada nas
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica como conservante (devido as suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas), (GALLAGE & MJLLER, 2018). No
entanto, por possuir trés grupos funcionais reativos — grupo aldeido, hidroxila fendlica
e nucleo aromatico — pode facilmente sofrer diferentes tipos de reagdes, tornando sua
aplicacao desafiadora devido a sua reatividade quimica, instabilidade térmica e
volatilidade (TAl et al., 2011).

Sabe-se que as interacdes entre proteinas e aromas influenciam o sabor
percebido de um produto alimenticio (LAND, 1996; REINECCIUS, 2022;
TEMTHAWEE et al., 2020). As interagbes proteina-ligante sdo fundamentais para
muitos processos biolégicos; com efeito, diversas proteinas possuem capacidade de
formar complexos com diferentes ligantes, sendo capazes de protegé-los contra
oxidagao, outras formas de degradacao e, até mesmo, libera-los a taxas controladas
em locais e condi¢des de pH, temperatura e forga ibnica especificos (REINECCIUS,
2018).

A B-lactoglobulina (B-Ig) € a fragdo mais abundante no soro de leite,
aproximadamente 50% da proteina (MARSHALL et al., 2004) e tem sido uma das
proteinas mais estudadas com relacdo a interagdo com outros compostos de

relevancia alimenticia, uma vez que sua estrutura tridimensional Ihe permite associar-
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se a ligantes com diferentes estruturas moleculares e polaridades, incluindo acidos
graxos, flavonoides, antocianinas, glicosideos e vitaminas (ZHANG et al., 2017). E,
dessa forma, considerado um sistema de carreamento promissor para varios
nutrientes e aditivos, principalmente devido a sua capacidade de potencializar a
estabilidade fisico-quimica desses compostos, desacelerando suas taxas de
degradagao e modulando suas taxas de liberagao no meio (Yl et al., 2016). Assim,
compreender, em escala molecular, o comportamento de compostos aromaticos em
matrizes alimentares, incluindo a natureza e a intensidade das interagdes [3-Ilg-aroma
em formulagdes contendo essa proteina, € essencial para melhoria do perfil sensorial

e da qualidade geral desses produtos (GUICHARD, 2006).

Nas trés ultimas décadas a elucidacdo de estruturas, dados de atividades
biolégicas e interagbes intermoleculares de proteinas diversas aumentaram
imensamente. Avancos em cristalografia por difracdo de raios X permitiram a
elucidagcdo da estrutura tridimensional de milhares de proteinas, que podem ser
acessadas para estudos em base de dados de dominio publico, como o Protein Data
Bank (PDB). Aliados a disponibilizacdo desses dados de estruturas proteicas, os
desenvolvimentos na informatica tém permitido aplicar mais frequentemente
formalismos tedricos e calculos fisico-quimicos a compreensao da dindmica dessas

biomacromoléculas e de suas interagbes com outros compostos.

Tais metodologias computacionais (também por vezes referidas como
metodologias "in silico”, em alusdo ao silicio dos processadores mais antigos)
permitem, quando aplicadas com rigor cientifico, avaliar acuradamente as
caracteristicas fisico-quimicas do acoplamento de pequenas moléculas (denominadas
ligantes) a proteinas, seus possiveis efeitos na estrutura (secundaria e terciaria) da
molécula proteica e calcular modelos em duas e trés dimensdes (2D e 3D) desses
complexos proteina-ligante, visando identificar regides da macromolécula de maior ou
menor probabilidade de interagdo com compostos de interesse (ligantes) (FAUSTINO
etal.,, 2018).

Apesar de haver histérico bem sucedido na literatura de investigagcao de
interacdes  proteina-aroma  aplicando técnicas in vitro (principalmente
microcalorimetrias e espectrofotometrias), tais estudos ainda carregam limitagoes,

principalmente a imensa dificuldade (quando ndo a impossibilidade) de determinacgao,
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em escala molecular, dos sitios especificos de interagcédo, da evolugao temporal das
interacdes intermoleculares formadas e das potenciais mudangas conformacionais
proteicas decorrentes dessas interagdes. Por outro lado, € consenso que as
metodologias in silico, como as simulagdes de docking molecular e dindmica
molecular (DM), permitem fazer inferéncias cientificamente validas sobre proteinas
em meio aquoso, complexadas ou nao a outros compostos, que nao podem ser

facilmente feitas in vitro ou in vivo.

Em vista do exposto, a presente dissertacdo reporta a aplicagcado de analises in
vitro de espectrofotometria de fluorescéncia complementadas por metodologias in
silico (especificamente simulagdes de docking) ao estudo, em escala molecular, das
interagdes intermoleculares entre a B-Ig bovina complexada com o aroma alimenticio

vanilina.

O documento esta organizado da seguinte forma:
(1) O capitulo 1 traz um referencial teérico correspondente a revisao da literatura de
artigos cientificos e publicagbes relevantes sobre as caracteristicas intrinsecas da 3-
lg e da vanilina, assim como um estado da arte das principais metodologias abordadas
para o} estudo da formacgao do complexo B-lg-VAN.
(2) O capitulo 2 aborda, sob a forma de um manuscrito de artigo cientifico a aplicagao
da metodologia apresentada, os principais resultados obtidos e a investigacdo de
parametros termodinamicos, das forcas mantenedoras e do sitio mais provavel para
ocorréncia do complexo B-lg-VAN.
(3) No capitulo 3, sumarizamos as principais conclusdes advindas do desenvolvimento

do estudo e previsdes futuras de otimizacao do trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar, em escala molecular, a complexacgao entre B-lactoglobulina (B-lg) e
o aroma alimenticio vanilina, por meio de analises por espectroscopia de fluorescéncia

e metodologia in silico (simulagdes de docking).

2.2. Objetivos especificos

° Avaliar in vitro a formacgao dos referidos complexos B-lg/vanilina, por espectros-
copia de fluorescéncia, determinando o mecanismo de interagao através das

constantes K, e k,; 0 nimero de sitios (n), a constante de ligagao (Kyan,/5-14) €
os parametros termodinamicos (AHyan/g-1g: ASvan/p-1g, € AGyan/g-ig)-

° Obter, no PDB, uma estrutura cristalografica da $-lg com alta resolugao e pro-
ceder o seu relaxamento progressivo em meio aquoso (na presenga de molé-
culas de agua explicitas), aplicando-se sucessivas minimizagcées de energia

com retirada progressiva das restrigdes de movimento;

° A partir da estrutura da B-Ig relaxada, realizar simulagdes de docking molecular
do aroma vanilina, de modo a se obter modelos coerentes dos complexos pro-
teina/aroma em diferentes sitios de ligagao potenciais de modo a sugerir o mais

provavel e determinar as forgcas mantenedoras envolvidas.



CAPITULO 1.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Na busca de embasamento cientifico para construgcéo da revisao bibliografica
(primeiro capitulo deste trabalho), foram realizadas consultas em livros e diversos
bancos de dados, através dos seguintes mecanismos virtuais de pesquisa: Google
Academic, Pubmed, Science Direct, Springer e Wiley, entre janeiro de 2020 e outubro
de 2022.

Com o intuito de obter maior assertividade nas buscas, as pesquisas

envolveram os seguintes termos: “Docking molecular”, “interaction protein-flavor”, “in
silico methodology”, “B-lactoglobulin”, “B-lactoglobulin interaction”, “Vanillin”,
“Molecular spectroscopy” e “Whey protein”. Como critério de selecédo, os artigos
encontrados passaram por uma triagem prévia de analise de titulo e resumo, sendo
selecionados considerados elegiveis para inclusdo, os artigos cientificos que
contivessem informacdes relevantes diretamente associadas a proteina (-

lactoglobulina) e aroma (vanilina) e as metodologias objeto deste estudo.

= Google Scholar= 560

w
wn o + PubMed= 34
g g « Science Direct = 138
E 2 - Springer= 18
< X » Wiley=16
= n=766
8 Base de dados
n 8 - Google Scholar= 614
S8 . PubMed= 83 TRIAGEM
E 2z - Science Direct = 216 . .
°<‘ 8 + Springer= 36 ANALISEDO TITULOE
4 « Wiley=27 RESUMO
& n=976 <
< W
Zz - Google Scholar= 54
o =2 + PubMed= 49
8 e + Science Direct = 78
(U] 5 « Springer= 18
Es = Wiley=11
S n=210
w
-
|
SELECAO
w
(=]
% o + Google Scholar=8
= - PubMed=38
‘2’ = + Science Direct =43
it + Springer= 6
O« « Wiley=3
vz -
= n=98
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Figura 1- Representagdo esquematica de sele¢ao de artigos para revisao bibliografica.
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3.1. Aromas e sua importancia tecnoldgica

Uma das propriedades mais importantes que impacta a qualidade dos
alimentos e sua competitividade global é o sabor, e cada vez mais atencéo esta sendo
dada a estabilidade do mesmo durante o armazenamento (WEERAWATANAKORN et
al., 2015; YIN et al., 2017). A percepgéo do sabor é a combinacdo de modalidades
multissensoriais, das quais aroma e gosto sao os dois principais impulsionadores,
responsaveis por aumentar a sensag¢ao de saciedade, suprimir a sensagao de fome e
reduzir a ingestao de alimentos (BOLHUIS et al., 2011, RAMAEKERS et al., 2013).

Diversos empreendimentos, como técnica de marketing, aproveitam os aromas
inerentes ao produto para atrair clientes e aumentar o desejo de consumo (MITCHELL
et al., 1995). A grande maioria dos aromas sao misturas quimicamente complexas que
exercem fortes sensacbes de sabor e odor ainda que presentes em baixas
concentracbes, sendo, pois, sinais poderosos que desencadeiam memodrias e
inspiram reacgdes viscerais de desejo de consumo (GENOVESE et al, 2009; OUYANG
etal., 2017). Geralmente, porém, séo rapidamente perdidos durante o processamento
de alimentos, principalmente devido a sua volatilidade e reatividade quimica
(ROSENBERG e SHEU, 1996).

A liberagdo do aroma e sua chegada aos receptores olfativos e gustativos
dependem diretamente da matriz alimentar bem como das propriedades fisico-
quimicas moleculares dos compostos aromaticos (GUICHARD, 2002; TERTA et al.,
2006). Embora os principais ingredientes (polissacarideos, lipideos e proteinas) nos
alimentos nao contribuam diretamente para o sabor, eles podem reter compostos
ativos de sabor e assim modular sua percepgao pelos consumidores (TROMELIN et
al, 2006).

A vanilina, objeto deste estudo, € um dos compostos aromaticos mais
difundidos e apreciados, amplamente utilizado como agente aromatizante em
alimentos, perfumes, bebidas e produtos farmacéuticos (MOHAMAD YUSOF et al.,
2014).
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3.1.1. A vanilina

O aroma de baunilha é uma mistura de aproximadamente 200 compostos; no
entanto, seu sabor e fragrancia caracteristicos vém principalmente da molécula de
vanilina, que ocorre na concentragdo de 1,0-2,0% (m/m) em grados de baunilha
curados (Figura 2) (ZHANG & MUELLER 2012). Pode ser obtida naturalmente do
extrato de vagem de baunilha proveniente das orquideas trepadeiras Vanilla planifdlia,
Vanilla tahitensis e Vanilla pompona (BEZERRA et al. 2016) e, em quantidades mais
modestas, de uma variedade de outras espécies de plantas (RADULOVIC et al.,
2010).

i - l! A”-:: .
Figura 2- Figura 2- Orquidea do género Vanilla planifélia; vagem madura de baunilha
e vanilina em po. Fonte: Jiri Hera (2013).

Como forma alternativa e a mais barata de obtengado, a vanilina pode ser
guimicamente sintetizada através de substratos, como lignina, guaiacol, 4-hidroxiben-
zaldeide, 3-bromo-4-hidroxibenzaldeido, alcool 3-metoxi-4-hidroxibenzilico (ARYA et
al., 2021; BANERJEE & CHAT-TOPADHYAY 2019; CIRIMINNA et al., 2019). Possui

em sua estrutura molecular os grupos funcionais aldeido, hidroxila e éter ligados a um


https://www.shutterstock.com/pt/g/jirkaejc
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anel aromatico (GALLAGE & M@LLER, 2018), suas propriedades fisico-quimicas
estdo sumarizadas na Tabela 1:

Tabela 0-1-Propriedades fisico-quimicas da vanilina.
Propriedades fisico-quimicas da vanilina
Nome IUPAC 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido

Férmula quimica CsHsO3

@)

~

Estrutura molecular

OCHj,
OH
Massa molar 152,15 g/mol
Densidade 1,06 g/cm?
Cor Branca
Estado fisico (a 25 °C) Sélido
Ponto de ebulicdo 285 °C
Ponto de fusao 81.5°C

Fonte: Adaptado de ARYA et al., 2021.

A demanda pela vanilina como aromatizante em produtos alimenticios € muito
alta, e por possuir diversas propriedades bioativas (Figura 3), também é amplamente
utilizada como conservante em muitas matrizes alimenticias (ARYA et al., 2021; LI et
al., 2018). A tabela 2 traz um compilado de trabalhos recentes abordando algumas

destas propriedades.

Antiviral B
Neuroprotective

Sickle cell anaemia

qa

Cardioprotective

Antibiotic potentiation

8g”

Antimicrobial

Vanillin

Anti-oxidant

=

Anti-cancerous i
Wound healing

Anti-inflammatory

Figura 3-Principais propriedades bioativas da vanilina.


https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBuRdguRLLNpxpG8PxKjEub6PHg6Jg:1646233380966&q=vanilina+f%C3%B3rmula+qu%C3%ADmica&sa=X&ved=2ahUKEwj-4o6f2af2AhXIHbkGHUgQB-MQ6BMoAHoECC8QAg
https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBuRdguRLLNpxpG8PxKjEub6PHg6Jg:1646233380966&q=vanilina+densidade&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMwwN6jUUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxSUvOKM0sqF7EKlSXmZeZk5iUqgIVSElNSAeKrsMRLAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj-4o6f2af2AhXIHbkGHUgQB-MQ6BMoAHoECDYQAg
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Tabela 0-2-Estudos recentes abordando algumas das propriedades bioativas da Vanilina.

Propriedade Referéncia

Sinopse dos estudos abordando propriedades bioativas da Vanilina

Anticancer Ll et al., 2018

Avaliaram-se as atividades inibitérias da vanilina em camundongos a partir da indugao de colite -por administragcao
de azoximetano (AOM) e sulfato de sédio dextrano (DSS). Varias dosagens de vanilina foram administradas oral-
mente durante 13 semanas consecutivas. A vanilina afetou a expressao de genes de proteassoma e sua administra-
¢ao oral a 100 mg/kg melhorou o desenvolvimento dos tumores, sugerindo que o consumo de vanilina pode ter um

efeito benéfico sobre o cancer colorretal

CICILIATO et al., 2022
Antinflamatéria

Objetivou-se avaliar a atividade gastroprotetora da vanilina e investigar sua atividade e modulacdo da expresséo
génica ao tratar ratos Wistar com benoxolona ou vanilina (25, 50 ou 100 mg/kg) apds receberem etanol absoluto por

via oral para desenvolvimento de Ulceras.

A agao antioxidante da vanilina foi demonstrada por meio de testes in vivo e in vitro, atuando na prevengao de danos
oxidativos as membranas celulares em tecidos de mamiferos. Por meio da cisdo homolitica da ligagao covalente O-
H, a geracao de espécies capazes de estabilizar radicais livres reduziu a velocidade de propagagéo das reacgdes de
oxidagao.

Antioxidante BEZERRA et al., 2016
Antifungica ROMERO-CORTES et al.,
2019

Testou-se a atividade antifungica do suco de baunilha (vanilina) contra cepas de fungos da familia Pleosporaceae,
isoladas de plantas doentes de sorgo e cevada. O suco apresentou efeito fungistatico contra todas as cepas de A.
alternata testadas e aumentou o tempo de laténcia de 50 para 112 h, ndo havendo produgao de conidios, indicando

a possivel aplicagcdo do mesmo como alternativa para o controle de culturas agricolas como cevada e sorgo.
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3.2. Proteinas e seus complexos com aromas alimenticios

Os ingredientes proteicos, devido a suas propriedades funcionais, sao
largamente utilizados no processamento de alimentos. Embora sua contribuic&o direta
no sabor seja minima, sua influéncia na percepgao do sabor é consideravel, devido a
sua capacidade de ligar-se e reter compostos de aroma (HENG et al., 2004).

As interagdes proteina-ligante resultam de uma combinacgao de diferentes tipos
interagdes intermoleculares, incluindo eletrostaticas, de van der Waals, hidrofobicas e
interagbes do tipo ligagbes de hidrogénio (DUNN, 2010). Varios fatores, como:
caracteristicas moleculares das substancias de sabor, temperatura, forga idnica,
presencga de etanol, estrutura da proteina alimentar e histérico de seu processamento,
determinam a extensao das interagdes entre proteinas e as substancias de sabor em
alimentos, podendo a complexacdo entre estes ocorrer de forma reversivel ou
irreversivel (GUICHARD, 2002).

A interagao fisico-quimica reversivel inclui interagdes do tipo ligacbes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas e interagdes eletrostaticas, sendo importante para
proteger os compostos de sabor desejaveis durante o processamento e liberando-os
de maneira controlada durante o consumo (ZHOU et al., 2006). Ja as interagdes
quimicas irreversiveis se dao por meio de ligacdes covalentes, como formagao de
amidas e ésteres e condensacéao de aldeidos com grupos amino (-NH2) ou sulfidrila (-
SH) (MEYNIER et al.,2004).

Dentre as principais proteinas utilizadas para a promoc¢ao de interacdes
proteina-ligante, destaca-se a B-lactoglobulina por sua seletividade e capacidade de
interagir com um grande numero de moléculas hidrofébicas e hidrofilicas,
possibilitando o desenvolvimento de diferentes aplicacbes na industria alimenticia
(XIANG et al., 2018).
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3.2.1. A B-lactoglobulina

A B-lactoglobulina bovina (Figura 4) é a proteina majoritaria do soro de leite,
representando 58% das proteinas do soro e 10% das totais do leite (VEGARUD et al.,
2000; BARBIROLI et al., 2022). Embora encontrada em proporg¢des substanciais no
leite de muitos mamiferos, é completamente ausente no leite de humanos
(O’'MAHONY et al., 2012). Apresenta polimorfismo genético, sendo as variantes A e B
as mais comuns em ragas de gado leiteiro, diferindo entre si por dois aminoacidos
(Asp64/Val118 e Gly64/Ala118 em A e B, respectivamente (DAVIS et al., 2022;
HARAGUCHI et al., 2006). Os estudos nesta dissertagdo foram conduzidos com a

variante A.

Figura 4-Estrutura tridimensional da proteina B-lactoglobulina bovina (cédigo PDB ID:
3NPO). Fonte: Protein Data Bank (PDB, www.pdb.org).

Os monbmeros consistem predominantemente de folhas-B (50%), uma
pequena porcao de a-hélice (15%), random coils (15%) e turns (20%). Cada
mondmero de B-lg contém cinco residuos de cisteina. Um deles como um tiol livre (-
SH) na fita G, localizado, na estrutura nativa, sob a a-hélice que fica ao lado do [3-
barril, enquanto os outros quatro formam duas pontes dissulfeto (-S-S). A primeira
(Cys66-Cys160) liga o terminal C a alga CD, enquanto a segunda (Cys106-Cys119)
liga as fitas 3, G e H (BROWNLOW et al., 1997; QIN et al., 2008; CHANPHAI, 2018).
O calice é flanqueado em sua superficie externa por uma hélice alfa de trés voltas. As
alcas na extremidade fechada do calice (BC, DE e FG) sao bastante curtos, enquanto
os da extremidade aberta (AB, CD, EF e GH) sdao mais longos e flexiveis (JAMESON
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et al.,2002; CROWTHER et al., 2016). A tabela 3 traz algumas das principais
propriedades da B-Ig:

Tabela 03-Propriedades da 3-lactoglobulina.
Propriedades gerais da B-lactoglobulina

Nome B-lactoglobulina
Concentragao 2,7 g/lL
Peso molecular Aproximadamente 18,4 kDa

N° de aminoacidos residuais 162
Familia Lipocainas
pHi 5,35-5,49
Fonte: Adaptado de CHANPHAI, 2018.

Por tratar-se de uma proteina termossensivel, varios efeitos sao produzidos por
acao da temperatura, entre eles, a redugdo acentuada de solubilidade e a
desnaturagcdo, com consequente exposicao de regides da molécula, tornando-as
suscetiveis a formar diferentes tipos de interagbes intermoleculares com outros
componentes em sistemas complexos (IAMETTI et al., 1996). Na faixa de temperatura
entre 30 °C e 55 °C, a B-lg € dissociada em mondbmeros, em temperaturas superiores
a 60°C seus mondémeros se desdobram aumentando a reatividade do grupo tiol livre,
e a 95 °C ha completa desnaturacdo, com extensa transformacédo conformacional
(CULBERTSON & HUI, 2006).

Devido a sua estrutura compacta quando em sua forma nativa, a 3-lg apresenta
consideravel resisténcia a protedlise em uma faixa de pH bastante extensa
(HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2006). A B-lg bovina sofre uma mudanca
conformacional reversivel induzida pelo pH, denominada “transicdo de Tanford”
(Tabela 4), existindo como um dimero em pH neutro enquanto se dissocia em
mondmeros nativos em pH acido (SAKURAI & GOTO, 2002).

Tabela 04- Estado conformacional da 3-Ilg em relagéo a faixa de pH.
Faixa de pH Estado conformacional $-Ig Referéncias Bibliograficas

<3,5 Mondémeros
BROWNLOW et al., 1997;

3,5-55 Octameros FOX & MCSWEENEY, 1998;
- R , KHAN et al., 2018;
4-5 Transicdo octamero-dimero STENDER et al.. 2019.

5,5-7,5 Dimeros



https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBuRdguRLLNpxpG8PxKjEub6PHg6Jg:1646233380966&q=vanilina+f%C3%B3rmula+qu%C3%ADmica&sa=X&ved=2ahUKEwj-4o6f2af2AhXIHbkGHUgQB-MQ6BMoAHoECC8QAg
https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBuRdguRLLNpxpG8PxKjEub6PHg6Jg:1646233380966&q=vanilina+densidade&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMwwN6jUUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxSUvOKM0sqF7EKlSXmZeZk5iUqgIVSElNSAeKrsMRLAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj-4o6f2af2AhXIHbkGHUgQB-MQ6BMoAHoECDYQAg
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A fungao biolégica da B-Ig estd diretamente associada ao carreamento de
compostos hidrofébicos bioativos (notadamente acidos graxos insaturados) (WILDE
et al., 2016), sendo amplamente utilizada como proteina modelo para interagdes
proteina-ligante, devido a sua disponibilidade e capacidade de se acoplar tanto com
ligantes polares quanto com apolares (CROWTHER et al., 2016; KONTOPIDIS et al.,
2004). Atua como um “nano transportador” ou “microcapsula’ eficaz para o
carreamento e a liberagdo controlada de drogas, potencializando a bioatividade de
ligantes hidrofébicos e melhorando a estabilidade destes (CHANPHAI, 2018).

Sabe-se que a interagdo com ligantes envolve diferentes regides da estrutura
da B-lg, dependendo das caracteristicas fisico-quimica do ligante (SHAFAEI et al.,
2017).

Em seu estado monomérico, a interagao entre B-lg e as pequenas moléculas
que ela é capaz de carrear é relatada com a presenca de dois principais locais de
interagdo: um sitio situado na cavidade do barril e o outro no sulco hidrofébico entre
a-hélice e o B-barril formado por filamentos 8 (EVOLI et al., 2014, VISENTINI et al.,
2017). Ja em sua forma dimérica, um terceiro sitio adicional foi reportado na interface

entre os monémeros (LOCH et al., 2022) (Figura 5):

Figura 5-Estrutura dimérica da p—lactoglobulina com os trés possiveis locais de
interacao relatados, destacados em roxo:1) sulco hidrofébico entre a-hélice e o B-
barril, 2) superficie proxima ao B-barril e 3) interface do dimero.
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A Tabela 5, traz um pequeno estado da arte da pesquisa versando sobre a

interacéo entre 3-Ig e pequenas moléculas, aplicando-se metodologias in vitro e/ou in

silico. Para facilitar a leitura e a analise, alguns dos pontos principais compilados na

mesma foram sintetizados a seguir, destacando-se:

O farmaco triciclico desipramina (DSM) esteve presente nos trés sitios de in-
teragdo conhecidos nas estruturas diméricas de [3-Ig, sendo que no sitio no interior
do B-barril possuiu a maior afinidade pelo DSM (LOCH et al., 2022);

O acido vanilico foi estabilizado no B-barril da proteina com ligagdes de hidrogénio,
interacdes r-alquil e uma série de outros residuos desempenhando um papel
menor na estabilizagdo (ABDOLLAHI et al., 2021);

A capsaicina se liga a bolsa hidrofébica do célice da B-Ig com alta afinidade por
interacoes hidrofobicas e de Van der Waals, promovendo pequenas alteragdes na
estrutura e dindmica da proteina (ZHAN et al., 2020);

A apigenina apresentou comportamentos e sitios de interagdo distintos nos
diferentes valores de pH estudados. Em pH 2,6 e 6,2 observou-se a formacéo de
interacdes do tipo ligagdes de hidrogénio na superficie externa da 3-lg e em pH 7,1
e 8,2: interacdes hidrofdbicas, dentro do B-barril de B-Ig (ZHU et al., 2020);

As interagdes hidrofébicas desempenham o papel principal na ligacdo da cadeia
de polieno da crocina a superficie da B-lg. Através de indicios de estabilizacéo e
desestabilizagao, prevé-se que as funcionalidades da crocina sejam afetadas pela
associagao a B-Ig e vice-versa (ALLAHDAD et al.,2020);

Interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio e de van der Waals foram as principais
forgas mantenedoras dos complexos de miricetina/baicalina-B-lg. Pode-se afirmar
que utilizar a metodologia QSAR juntamente com simulagées de DM fornece uma
nova maneira de investigar a interagao entre polifendis e proteinas (GENG et al.,
2020);

As interacgdes entre acido citrico/galico e a 3-Ig ocorreram por meio de contatos
ibnicos, promovendo alteragdes na estrutura secundaria da proteina (CHANPHAI
& TAJMIR-RIAHI, 2020);

B-lg pode ser um bom veiculo para a criagdo de um sistema de protecao e dis-
tribuicdo de 3,3-di-indol metano (DIM) devido a forte interagdo entre ambos
(WANG et al., 2019);
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Ao promover a interagao da B-lg com trés polifendis (teaflavina, acido clorogénico
e delfinidina-3-glicosideo) foi observado que os mesmos impedem que a IgE se
aproxime da B-lg, podendo fornecer um método viavel para redugcdo de sua
alergenicidade (XU et al., 2019);

As interagdes hidrofobicas foram as responsaveis pela interagdo entre B-Ig e 3-
glucésido cianidina (CHENG et al., 2017);

Ciprofloxacina e Canamicina interagem com [3-lg por meio de mecanismo de su-
pressao estatico (MEHRABAN et al., 2016);

Todas as 3 tiazolidinedionas (troglitazona, pioglitazona, rosiglitazona) ligam-se na
cavidade interna da B-lg. As interagdes hidrofobicas e do tipo ligagdo de hidrogénio
desempenham um papel importante na estabilidade dos complexos. (KHOSRAVI
& HEIDARI-KOHOLI, 2015)
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Tabela 5-a: Alguns estudos realizados nos ultimos 7 anos (2015 -2022) sobre a interagao entre B-lg e pequenas moléculas.

B-lg/ Ligante

Objetivo

Metodologia

Conclusoes

B-lg / Desipramina
(LOCH et al., 2022)

Analisar as interagdes
entre estruturas cristali-
nas de [-lactoglobulina
e o farmaco ftriciclico de-

sipramina (DSM).

In vitro: Cristalografia de raios X, Calo-
rimetria (ITC) e Dicroismo Circular
(CD)

As estruturas cristalinas mostraram que as formas diméricas da
B-lg sdo capazes de ligar DSM nao apenas dentro do B-barril
como esperado, mas também na interface do dimero e na en-

trada da bolsa de ligagao.

B-lg / Acido vanilico
(ABDOLLAHI et al.,
2021)

Estudar as interacbes

moleculares entre o
acido vanilico e a B-lacto-
globulina em condicbes

acidas.

In vitro: FT-IR; UV/VIS; CD; Espectros-

copia de fluorescéncia.

In silico: Simulagdes de docking e si-

mulagdes de DM

Foram observadas alteragdes consideraveis apés a complexa-
¢ao na estrutura secundaria da B-lg em pH 2.4, como: diminui-

¢ao da a-helicidade e 1 do conteudo estrutural desordenado

O &cido vanilico foi estabilizado no -barril da proteina com li-
gacbes de hidrogénio (GIn120), interagbes r-alquil (Leu39,
lle56, lle71 e Met107), com uma série de outros residuos de-

sempenhando um papel menor na estabilizagéo

B-lg / Capsaicina
(ZHAN et al., 2020)

Investigar o mecanismo
de interacdo entre cap-
saicina (CAP) e B-lg para
aumentar a biodisponibi-
lidade de CAP.

In vitro: UV/VIS; CD; Espectroscopia

de fluorescéncia.

In silico: Simula¢des de docking e si-

mulagoes de DM.

Interacao entre B-lg e CAP: processo espontadneo em pH 7,4. A
CAP se liga a bolsa hidrofébica do calice da B-Ig (1 afinidade)
por interagdes hidrofébicas e de Van der Waals.

Ocorreram pequenas alteragdes na estrutura e dindmica da pro-

teina.
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ultimos 7 anos (2015 -2022) sobre a interagdo entre B-lg e pequenas moléculas.

B-lg/ Ligante

Objetivo

Metodologia

Conclusées

B-lg / Apigenina
(ZHU et al., 2020)

Explorar a interagéo da B-lg
com a apigenina em dife-

rentes niveis de pH.

In vitro: Espectroscopia de fluores-

céncia; CD.

In silico: Simulag6es de docking e si-

mulagoes de DM

Interagdo entre apigenina e B-lg: mecanismo estatico em pH
2,6 e 8,2. Em pH 2,6 e 6,2: formagéo de interagdes do tipo
ligacdes de hidrogénio, ligacdo na superficie externa da 3-Ig
devido ao B-barril fechado. Em pH 7,1 e 8,2: interacdes hidro-
fébicas, ligagdes dentro do B-barril aberto de B-Ig. 1 polaridade
em torno dos residuos de Trp da B-Ig e | da hidrofobicidade de

superficie apds a ligacao.

B-lg / Crocina

(ALLAHDAD et
al.,2020)

Investigar o impacto da in-
teracdo molecular da cro-
cina a B-lg, visto que a ins-
tabilidade da crocina limita
sua aplicagdo em sistemas

alimentares.

In vitro: UV/VIS; CD; Espectroscopia
de fluorescéncia tridimensional; Es-

pectroscopia Raman;

In silico: Simulagdes de docking e si-

mulagdes de dindmica molecular

As interagdes hidrofébicas desempenham o papel principal na
ligacdo da cadeia de polieno da crocina a superficie 3-Ig. A
crocina desestabilizou a B-Ig até a temperatura ambiente e a
estabilizou em temperaturas mais altas.
Prevé-se que as funcionalidades da crocina sejam afetadas

pela associacao a B-Ig e vice-versa.

B-lg / flavonoides

(GENG et al., 2020)

Estabelecer a relagao
quantitativa estrutura-afini-
dade de flavonoides com -
Ig e o mecanismo de intera-

gao correspondente.

In vitro: Espectroscopia de fluores-
céncia
In silico: Simulagbes de docking, si-
mulagdes de dindmica molecular e
QSAR.

O grupo hidroxila e a hidrofobicidade do flavonéides foram re-
lacionados as suas capacidades de ligacao com B-Ig. Ligagéo
do tipo interacdo de hidrogénio e de van der Waals foram as
principais forgas mantenedoras dos complexos de miricetina e

baicalina com -Ig.




30

Tabela 5-c: Alguns estudos realizados nos ultimos 7 anos (2015 -2022) sobre a interagdao entre B-Ig e pequenas moléculas.

B-lg/ Ligante

Objetivo

Metodologia

Conclusdes

B-lg / Acido citrico e
acido galico
(CHANPHAI & TAJMIR-
RIAHI, 2020)

Determinar os locais de liga-
¢do dos acidos na B-lg e os
efeitos da complexacdo sobre
a estabilidade e conformacgao

da proteina.

In vitro: UV/VIS, FTIR

In silico: Simulagbes de docking
e simulagdes de dinamica mole-

cular

A interagao acido-proteina ocorre por meio de contatos idnicos
e altera a estrutura secunddria da proteina: | na folha 3 e tha
alfa-hélice, levando a uma desestabilizacdo parcial da prote-

ina.

Estes &cidos podem ser transportados in vitro pela p-Ig.

B-lg / DIM

(WANG et al., 2019)

Investigar as interagdes forma-
das entre DIM (3,3'-Diindolil-

metano) e B-Ig.

In vitro: UV-VIS; FT-IR; poten-
cial ¢, Far UV-CD, Espectrosco-

pia de fluorescéncia

In silico: Simulag¢des de docking

molecular.

Com a interagéo B-Ig-DIM foi observado: tdiametro, tvalor do

potencial ¢ absoluto e 1 intensidade da fluorescéncia.

AGiigagzo = -40,06 kd/mol

B-lg / Teaflavina, acido
clorogénico e delfini-

dina-3-glicosideo

(XU et al., 2019)

Investigar o mecanismo da re-
ducédo de capacidade alergé-
nica da B-lg através de sua in-

teragcdo com trés polifendis.

In vitro: UV-Vis; espectroscopia
de fluorescéncia; FTIR; CD.

In silico: Simulag¢des de docking

molecular

Os polifendis causaram supresséo de fluorescéncia da B-Ig,

principalmente por mecanismo estatico.

Foram observados: 1 Fragbes de a-hélice e | das fragdes de

folha B na estrutura secundaria e terciaria de B-Ig.

Os polifenodis impedem que a IgE se aproxime da B-lg, po-
dendo fornecer um método viavel para reducéo da alergenici-
dade da 3-Ig.
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Tabela 5-d: Alguns estudos realizados nos ultimos 7 anos (2015 -2022) sobre a interagdao entre (B-Ig e pequenas moléculas.

B-lg/ Ligante Objetivo Metodologia Conclusées
Caracterizar a interagéo entre B-Ig In vitro: CD; UV-Vis; Es- Foram observados: 1 afinidade de ligagcao entre 3-Ilg e C3G por
e 3-glucdsido cianidina para me- pectroscopia de fluores- meio de interacao hidrofobica.
B-lg/ C3G Ihor compreensao das proprieda- céncia. 1 na estrutura principal da folha § e | na estrutura menor da a

(CHENG et al., 2017)

des fisico-quimicas das antociani-
nas complexadas com proteinas

do leite

In silico: Simulagbes de

docking molecular.

—helix da B —lg.

A interacdo induziu alteragdes na estrutura terciaria da 8 —Ig.

B-lg/Ciprofloxacina e ca-
namicina
(MEHRABAN et al., 2016)

Analisar a interagdo dos antibi6ti-
cos e delinear a localizagao de li-
gagao dessas drogas, caracteri-
zando o sitio de ligagao da cipro-

floxacina e canamicina na f3-Ig.

In vitro: UV-Vis; Espec-
troscopia de fluorescén-
cia; CD.

In silico: Simulacdes de

docking.

Ciprofloxacina tem 1 afinidade para 3-Ig e pode penetrar mais
profundamente no interior da proteina que canamicina.
Ambas as drogas interagem com [(B-lg por meio de mecanismo
de supressao estatico e podem ligar-se a este transportador
na formagdo do complexo equimolar, revelando potenciali-
dade da B-Ig como veiculo de transporte eficaz para estes an-

tibiéticos amplamente utilizados.

B-lg/ Tiazolidinedionas

(KHOSRAVI & HEIDARI-
KOHOLI, 2015)

Investigar a conformagéo da pro-
teina e sua afinidade de ligacao
com trés tiazolidinedionas para
compreender suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodina-

micas.

In silico: Simulagdes de
docking e simulacbes de

dindmica molecular

Todas as 3 tiazolidinedionas ligam-se na cavidade interna da
B-lg. A afinidade de ligagdo da B-lIg com as tiazolidinedionas
diminui na seguinte ordem: troglitazona> pioglitazona> rosigli-
tazona. As interagdes hidrofébicas, interacées do tipo ligacdes
de hidrogénio, empilhamento T1-11 e cations ™ desempenham

um papel importante na estabilidade dos complexos.
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3.3. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica largamente empregada em
pesquisa para estudar a interagdo de biomacromoléculas (como proteinas) e
pequenas moléculas de ligantes, devido a sua precisdo e relativamente facil
acessibilidade (GHALANDARI et al., 2014; XU et al., 2019). O uso da técnica como
ferramenta analitica oferece vantagens, dentre as quais se destacam alta
sensibilidade, rapidez e disponibilidade para automacido total da coleta e
processamento de dados. Comercialmente, os espectrometros de fluorescéncia
disponiveis permitem medir atributos de qualidade de alimentos de maneira rapida e

nao destrutiva.

A maioria das moléculas, a temperatura ambiente, encontra-se em seu nivel
vibracional e rotacional fundamental. Ao serem irradiadas com fétons de frequéncias
apropriadas, estas moléculas podem absorver energia, passando do estado
fundamental para varios estados vibracionais do estado eletronico excitado. Ao
sofrerem colisbes com outras moléculas, a molécula excitada perde energia
vibracional até alcancar o estado de menor energia. Este estado, por ser instavel, faz
com que as moléculas retornem para qualquer nivel vibracional do estado eletrénico
fundamental emitindo um féton (que carrega a energia fluorescente) com diferentes
energias e frequéncias. Munidos das intensidades emitidas nestas, é possivel obter o
espectro de emissao de fluorescéncia na espectroscopia de fluorescéncia (ELUMALAI
et al., 2010).

O espectofluorimetro, ou espectrofotdmetro de fluorescéncia, equipamento
utilizado para a execugao desse tipo de analise, € composto basicamente por um
sistema de iluminagao duplo de leds, que excitam a amostra e produzem sua emissao
(Figura 6). Em seguida, uma lente convergente focaliza a luz emitida na entrada do
monocromador de excitacao e é utilizado para modular este sinal com uma frequéncia
conhecida através de um acoplador 6tico. Apds isso, a luz entra em um monocromador
de emissao, responsavel pela decomposi¢do espectral, cujos componentes sao
detectados com um fotodiodo amplificado (PAVONI et al., 2014).
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Figura 6- Esquema do arranjo de componentes de um espectrofluorimetro.

O processo no qual uma molécula perde sua fluorescéncia pela presencga de
um agente chamado de supressor € denominado supressao (VALEUR, 2002). A
intensidade de fluorescéncia de uma macromolécula pode diminuir devido a uma
variedade de interagdes com outros compostos moleculares: rearranjo molecular,
transferéncia de energia, supressao devido a colisées, dentre outros (LAKOWICZ,
1999). Tal decréscimo da fluorescéncia € denominado supressao ou “quenching” e é

descrita pela relacdo de Stern—Volmer:
%= 1+ kg-19 - [Ligante] =1+ K, - [Ligante] (1)

Onde F, e F s&o as intensidades do fluoréforo na presenca e auséncia do supressor
(ligante), respectivamente, [ Ligante] é a concentragdo do supressor; K, é a
constante de Stern-Volmer; k, € a constante biomolecular da taxa de supress&o e 1,

€ o0 tempo de vida médio da biomolécula sem o supressor (1,45 ns para a B-lg)
(MOHAMMADI et al., 2015).

O mecanismo de supressao por fluorescéncia de pequenas moléculas que se
ligam a proteina pode ser classificado como supressao estatica ou dindamica, podendo
estes serem distinguidos em relagdo ao comportamento em fungao da temperatura.
Devido a formagao de um complexo entre o fluoréforo e o supressor, a constante de
supressao estatica tende a diminuir com o aumento da temperatura, ja a supressao
dindmica, é a favor de uma temperatura crescente, pois € controlada por encontros
de difuséo e colisdo (CHENG et al., 2017).
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Tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe) sdo os aminoacidos
responsaveis pela fluorescéncia intrinseca das proteinas. A B-lactoglobulina, proteina
de estudo, contém dois triptofanos (Trp) nos locais 19 e 61; quatro tirosinas (Tyr) nas
posigdes 20, 42, 102, 99 (JIA et al., 2017).

3.4. Metodologias de modelagem molecular in silico

A caracterizacdo de uma proteina s6 pode ser completa a partir do
conhecimento de sua sequéncia primaria e também de sua estrutura tridimensional, o
que possibilita inferir e mensurar seu mecanismo de funcionamento bioldgico (ou
tecnoldgico) e propor, a partir dai, intervengdes para obter desde o aumento até a
cessacao da atividade proteica (NADEAU et al., 2011; KUMAR et al., 2014). Para
estudar propriedades e comportamentos de sistemas em escala molecular e temporal,
as metodologias de modelagem molecular in silico tém sido utilizadas para corroborar
com técnicas in vivo/in vitro, explorando de maneira mais detalhada as bases
moleculares das propriedades fisicas macroscopicas das proteinas (SHARPE, 2017,
PIECZYWEK et al., 2020).

A modelagem molecular consiste em um conjunto de ferramentas para a
construcédo, edigao e visualizagao, analise e armazenamento de sistemas moleculares
complexos, tratando-se de um campo cientifico multidisciplinar, pois explora
fundamentos tedrico-matematicos da quimica, fisica e biologia em programas de
computador a fim de calcular estruturas, propriedades e modos de interagcao entre
entidades quimicas e bioquimicas, incluindo ions, moléculas e polimeros (LEACH,
2001; OLIVEIRA, 2009). Para o estudo molecular de proteinas e de seus complexos,
as principais ferramentas de modelagem molecular convencionalmente utilizadas séo

apresentadas e descritas de forma resumida nas subsecdes a seguir.
3.3.1. Mecanica molecular

A mecanica molecular utiliza os principios da fisica classica, assim, as
moléculas sao consideradas um conjunto de atomos interagindo por forgas
newtonianas harménicas, ou seja, os movimentos dos nucleos sao tratados por forcas
harmonicas ou elasticas, enquanto os elétrons sao tratados indiretamente, admitindo-
se que estes tém uma distribuicdo uniforme em torno dos nucleos (CRAMER, 2004).

Como resultado direto desta simplificacdo, os atomos sao tidos como esferas dotadas
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de uma massa m, um raio r e uma carga elétrica q, e as ligagdes covalentes sao
consideradas como uma mola de constante elastica k. Trata-se de um meétodo
computacional relativamente rapido, que pode ser empregado no calculo de estruturas
moleculares pequenas e até de sistemas oligo moleculares, englobando dezenas de
milhares de atomos (HOLTJE et al., 2003).

A expressao “campo de forgas” designa um conjunto de parametros e equacgdes
que devem ser rigorosamente ajustados, de forma se calcular o comportamento
adequado das moléculas — tidas como um conjunto de atomos esféricos ligados por
molas — durante os calculos de minimizagao de energia e de trajetérias de dinamica
molecular (MARTINEZ et al., 2007). Todos os campos de forgca visam uma
representacido o mais precisa possivel de aspectos de um sistema fisico. Por esta
razao, a questdo da qualidade geral de um campo de forga particular ndo pode ser
facilmente respondida. Dependera do tipo de propriedade e do sistema molecular sob
investigacdo (OOSTENBRINK et al.,2004). Entre os campos de forga mais utilizados
estdo CHARMm, GROMOS, AMBER e OPLS, em suas dezenas de versdes ajustadas
e atualizadas (HUANG et al., 2016).

Um campo de forgas classico é definido pela energia potencial total do sistema,
descrita como a soma de varios termos de energia, incluindo os termos para atomos
ligados, (representadas por ligagdes covalentes, dobramento angular, efc) e nao
ligados, os quais sdo computados baseando-se em uma lista de atomos vizinhos nao
ligados, dentro de certo raio de corte (Eq.2) (NAMBA et al., 2008; VERLI, 2014).

Viotal= D Vligados + X Vhio ligados (2)

Vtotal: Vliga(;()es covalentes T+ Véngulos de valéncia T Véngulos de torgao

+ Vdiedros improéprios + Veletrostéticas + VVanderWaals (3)

O campo de forga escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foi o
GROMOSS53A6 (Eqg.4), onde todo sistema molecular é tratado em nivel atdmico, todo
atomo tem trés graus de liberdade e momentum conjugado associado. Neste campo
de forga, os atomos de carbono alifaticos sao tratados como united atoms: o carbono
e os hidrogénios que estao ligados a ele sdo tratados como um unico atomo reduzindo
os graus de liberdade que sao simulados explicitamente (DE OLIVEIRA, 2020;
OOSTENBRINK et al., 2004)



36
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4TTE slrij) (4)

3.3.2. Preparo do receptor

A simulagéo de dinamica molecular (DM) & uma técnica bem estabelecida para
investigacdo de movimentos, ao longo de um intervalo de tempo de macromoléculas
biolégicas, possibilitando a visdo temporal e espacial de suas caracteristicas
conformacionais, em escala nivel molecular (DROR et al., 2012; ABRAHAM et al.,
2015). A DM é uma das técnicas computacionais mais versateis e uma das principais
ferramentas para estudo tedrico de moléculas biolégicas (FENG et al., 2015), podendo
ser encarada como uma ponte entre a teoria e o laboratério. Com seus dados, permite
que experimentos sejam testados e validados, ao mesmo tempo em que seus

resultados podem ser validados experimentalmente (ALLEN, 2004).

Estudos de processos dinamicos fisiolégicos complexos, como estabilidade de
proteinas e suas mudangas conformacionais, dobramento de proteinas,
reconhecimento molecular (proteinas, DNA, membranas e complexos) e transporte de
ions em sistemas bioldgicos, se beneficiam da efetividade da aplicagao de simulagdes
de dindmica molecular (WARSHEL, 2002).

Existem varios programas disponiveis que permitem a realizagdo de calculos
de simulagbes de dindamica molecular de biomoléculas, os mais empregados sao o
AMBER, NAMD, GROMOS, CHARMM e GROMACS. Dentre eles, o GROMACS
(GRoningen MAchine for Chemical Simulation) € um dos mais difundidos e utilizado
em pesquisas que envolvam dindmica molecular de proteinas, por seus amplos e
precisos recursos de parametrizagdo e por sua gratuidade de uso para fins
académicos (VAN DER SPOEL et al. 2005), sendo o escolhido para utilizagdo neste

trabalho.

A equagao de movimento de Newton (Eq.5) é a base para os célculos de
dindmica molecular, pois correlaciona as alteracbes na energia potencial de um

sistema as alteragdes nas posi¢des dos atomos ao longo do tempo (LEACH, 2001).
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Onde V é a fungdo de energia potencial (representada matematicamente pela
equacao do campo de forgas); m; € a massa do atomo, e r; representa a posigéo

espacial (xi, yi, zi) de cada atomo i do sistema.

Diversos algoritmos de integracdo numérica podem ser empregados para
resolugcao da Eq.5, diferindo-se entre eles pela precisdo e custo computacional. O
Algoritmo de Verlet (Eq.6) € o mais comumente utilizado e para minimizagdo de suas
imprecisbes numéricas, utiliza-se associado a ele o algoritmo “leapfrog”, caso haja
uma velocidade e posigao inicial para as interagdes. Nesta associagcao (algoritmo
Verlet Leapfrog, Eq.7 e EQ.8) as velocidades e as posi¢des sao atualizadas em

intervalos iguais a metade do passo de tempo At (VERLET, 1967).
r(t+ At) = 2%, (t) — 1 (t — At) + 3; (H)At? + 9 (At?) (6)
r; (t + At) =T; (t) — Aty (t + %) (7)

(t—%t)ﬂ‘}i (t+A7t)

2

B (£) = — (8)

Para se calcular trajetérias de dinamica molecular coerentes, os sistemas
moleculares devem ser submetidos a minimizagao de energia e equilibragao prévias.
Ademais, ja nessas duas etapas preliminares, a aplicagdo de condigdes periddicas de
contorno contribui para mitigar artefatos de calculos nas interfaces do sistema.

Como passo precedente para inicio das simulacbes de DM tem-se a
minimizacao de energia do sistema, que objetiva eliminar contatos incoerentes entre
os atomos e otimizar suas posi¢des relativas. Trata-se da técnica que visa encontrar
um conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema de
interesse. Através de ajustes nas posi¢coes atbmicas, o processo relaxa as distorgdes
nas interagdes quimicas, nos angulos entre ligagcdes e nos contatos de van der Waals
(PASCUTTI, 2002; NAMBA et al., 2008).

Em caso de sistemas com biomoléculas de arquitetura muito precisa, como as
proteinas, a minimizagao de energia deve ser feita em etapas graduais, em que sao
impostas restrigbes a seus atomos, e progressivamente vai-se removendo tais

restricdes — primeiro dos atomos das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos,
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depois do esqueleto (backbone) da molécula, e s6 entdo se eliminam todas as
restricoes. Caso a minimizagdo energética progressiva nao seja executada
previamente a simulacdo de dinamica, podera culminar em alteragdes
conformacionais na proteina ao ponto de desnatura-la, fazendo com que a mesma
perca sua “memoria” cristalografica irreversivelmente (OLIVEIRA, 2020).

A escolha do método numérico de minimizagao de energia depende de fatores
relacionados ao tamanho da molécula, disponibilidade e parametros, dados
armazenados e ao recurso computacional (CARVALHO et al., 2003). Dentre os
algoritmos de minimizagao mais utilizados, pode-se destacar: conjugate gradiente e
steepest descent. O Steepest Descent € um dos métodos mais antigos (proposto em
1847) e mais simples dentre a familia dos métodos de “otimizacédo por gradiente”. E
um algoritmo de otimizagao de primeira ordem, onde a escolha da dire¢gdo do minimo
da funcgéo f € a diregcdo oposta ao gradiente. Dentre suas vantagens, ndo necessita
calcular segundas derivadas, e nem resolver sistemas de equacgdes; entretanto, a sua
convergéncia se faz muito lentamente, uma vez que a progressao no sentido ao 6timo
€ efetuada em diversas mudancgas de direcdo (DE AZEVEDO, 1995). Ja o método de
minimizac&o de energia conjugate gradient € um algoritmo de otimizacao iterativa com
foco em encontrar o minimo da fungao por meio de passos iterativos proporcionais ao
gradiente negativo da fungao (AVIAT et al., 2017).

Apenas a minimizagao de energia nao habilita o inicio da simulagdo: para que
os calculos da trajetoria da DM sejam executados sem problemas iniciais que os
tornem inviaveis, faz-se necessario equilibrar o solvente e os ions ao redor da proteina
para que o sistema nao entre em colapso durante a simulagdo (CALIXTO, 2015). O
tempo de simulagdo necessario para a equilibracédo € variavel e depende do sistema
em estudo, variando comumente de 1 a 5 ns. Geralmente, da-se por finalizado quando
se alcanga o equilibrio termodindmico (NAMBA et al., 2008). O conjunto de
configuragbes e propriedades mantidas constantes durante a integracédo das
equacdes de Newton e que representam o estado do sistema, € chamado de
ensemble (ALLEN & TILDESLEY, 1987). Normalmente, a equilibracdo é conduzida
em duas fases com duragao de tempo semelhantes. A primeira fase € a NVT (do inglés
constant Number of particles, Volume, and Temperature), sendo o tempo gasto no
NVT proporcional ao numero de moléculas do sistema. A segunda fase é

caracterizada pelo equilibrio da presséao, realizada pelo conjunto NPT (do inglés
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Number of particles, Pressure, and Temperature) sendo todos os elementos do
acrénimo, constantes.

A forma mais comum de minimizar os efeitos de superficie (a interface com o
vacuo) e obter as propriedades macroscopicas a partir das trajetorias das simulag¢des
de DM é a utilizagao de condigdes periddicas de contorno (ou fronteira) (FRENKEL &
SMIT, 2002). Com essa abordagem, os atomos do sistema sdo colocados em uma
caixa (os tipos mais usados sdo cubos, dodecaedros rémbicos e octaedros
truncados), e a caixa original € replicada em todas as diregbes do espago (Figura 7).
Quando um atomo se move na caixa original, sua imagem periédica, em uma das
caixas imagem, move-se da mesma maneira, caso um atomo saia da caixa original,
sua imagem entra pela face oposta da caixa imagem, com a mesma velocidade. Deste
modo, o numero total de atomos na caixa central e no sistema como um todo é
conservado (VERLI, 2014).
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Figura 7- Representacdo das condigdes periddicas de contorno na caixa de
simulagao.

ApoOs calculadas as trajetorias, cabe ao cientista modelador analisa-las, a fim
de identificar alteragcdes conformacionais, deslocamento de moléculas e ions, e
também interagdes intramoleculares ou intermoleculares perdidas e formadas,
correlacionado esses eventos moleculares ao fendbmeno macroscopico em estudo (ou

os utilizando para prever racionalmente tais fenbmenos).
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3.3.3. Simulagdes de docking molecular

As simulagdes de docking visam a predi¢cao das posigoes e orientagdes mais
provaveis de uma pequena molécula quando acoplada a um alvo biomacromolecular
(proteina com frequéncia; as vezes acidos nucleicos) (VERDONK et al., 2011). Trata-
se de uma técnica computacional que permite obter detalhes do reconhecimento e
modo de interagdo entre proteina-proteina e receptor-ligante. De modo geral, com o
uso das simulagdes de docking podem ser observados os contatos intermoleculares,
obtida a energia de acoplamento e avaliada a afinidade de interagdo com o receptor
ou proteina (RENUGA et al., 2015).

O objetivo do docking € encontrar a melhor configuragdo dentro do sitio de
ligacdo do receptor, trazendo também informagdes fisico-quimicas das interagbes
moleculares. Quando o acoplamento proteina-ligante é explicitamente explicado em
simulacbes de docking, também ¢é possivel obter informagdes uUteis sobre como a
alteracdo conformacional coordenada de um ligante e uma proteina pode facilitar o
encaixe (WONG, 2008), fendbmeno frequentemente referido na literatura como induced
fit (KOSHLAND, 1958; HONG et al., 2017). Nesse processo de docking que ocorre
através do modelo de encaixe induzido, o ligante é capaz de gerar uma mudancga
conformacional no receptor para que eles se adaptem durante o reconhecimento
molecular. Durante o processo, o ligante € colocado em varias posi¢des iniciais
diferentes e tanto o encaixe geométrico quanto as energias de interagdo sao
avaliadas, e os complexos resultantes comparados e ranqueados (KITCHEN et al.,
2004).

Dentre as ferramentas basicas para a execug¢ao de uma simulagao de docking
estdo o algoritmo de busca conformacional e a fungao escore de energia (GUEDES
et al., 2013). Os algoritmos de busca exploram o perfil de energia livre para encontrar
o melhor modo de ligagao (posicionamento) do ligante dentro do sitio ativo do receptor,
enquanto as fungdes de escore avaliam a qualidade do modo de ligagao e selecionam
os complexos que correspondem as conformagdes mais relevantes (SILVA, 2015).

As simulagdes de docking molecular dependem da execugado de um software
em um computador que possua o sistema operacional Windows ou Linux, para tentar

formar a estrutura da intrincada combinagdo entre a macro e micromolécula em
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estudo. Embora exista uma grande quantidade de softwares a serem empregados nas

simulagdes de docking molecular, eles sédo diferentes em sua fungao ou preciséao.

O pacote AutoDock Vina, utilizado neste trabalho, € sem duvida um dos
programas de cédigo aberto mais utilizados, provavelmente devido a sua facilidade
de uso, rapidez e alta precisédo (80%) (EBERHARDT et al., 2021, LIU et al., 2018).
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ABSTRACT

Protein—flavor interactions may influence flavor perception in food products and,
therefore, they need to be deeply understood, at the molecular scale. We investigated
the coupling between the bovine whey protein B-lactoglobulin (B-Ig) and the vanillin
(VAN), the main compound present in the flavor vanilla, at pH 7.1 (which is
representative of close-to-neutral food formulations). Fluorescence quenching data
showed that the static quenching mechanism was predominant in the B-Ig/vanillin
complexes formation, and allowed estimating its thermodynamic parameters
AHyanp-1g = —30.3K -mol™!, ASyan/p-1g = —45.8K]-mol™'K™', and AGyan/p-14
ranging from —16.9 to —16.5 k] - mol~%, showing that the B-lg-VAN complexation was
spontaneous and enthalpically driven, with the involvement of both hydrogen bonding
and hydrophobic interactions, and only one site needed to promote the B-Ig/vanillin
complexes formation. In silico molecular docking assays were undertaken to identify
the specific binding sites and to verify the nature of intermolecular interactions between
B-lg and VAN. At pH 7.1, B-Ig forms dimers in aqueous medium, and this important fact
was considered. Molecular docking results showed that vanillin may bind to two
possible sites: A-site (interface between the two B-lg monomers) and B-site (3-barrel
entrance of B-Ig). The conjoint analysis of in vitro and in silico findings indicated that
the B-site is more likely to be the binding site of 3-Ig for the vanillin molecule. Indeed,
while in the A-site hydrogen bonds seemed to be stronger, in the B-site there was a
balance between the presence of hydrogen bonds, electrostatic interactions, and
hydrophobic interactions, in particular involving aromatic amino acid residues. The (-
lg amino acid residues involved in these interactions were Trp19, Tyr20, Val43, Glu44,
Leu156, Glu157, and His161.

KEYWORDS: In silico molecular modelling. Molecular spectroscopy. Protein-flavor
interaction. Whey proteins.
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1. INTRODUCTION

Flavor is one of the most determinant factors for the acceptance of foods, and
it plays an important role in consumer satisfaction [1,2]. The combined responses of
our cognitive processing and senses are responsible for the complete flavor
involvement when tasting food. Thus, the perception of taste (attributed to non-volatile
compounds), aroma (related to volatile compounds), and chemesthesis (i.e., the
sensitivity of mucosal surfaces to environmental chemicals) are the most important
factors related to flavor perception [3].

Vanilla (Fig 1a) is a worldwide appreciated flavor and probably the most popular
known plant-derived flavor, native to mature pods of the orchid Vanilla planifolia [4].
The main substance of vanilla extract is vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde),
which may also be chemically synthesized from guaiacol [5]. Besides its flavor
properties, vanillin molecules may present diverse bioactivities, such as anticancer [6],
anti-inflammatory [7], and antibiotic [8]. The presence of reactive functional groups
(carbonyl, phenolic hydroxyl, and ether) in flavor compounds affects their chemical
reactivity, making them susceptible to chemical transformations, such as oxidation,
hydrolysis, or even oligomerization, during processing and storage, resulting in the loss
of their odorant properties [9]. However, when flavor molecules are coupled with
proteins, flavor retention and/or their release rates may be extended, which contributes
to preserving desirable sensory properties [10]. Hence, studies on interactions
between proteins and flavor compounds have suggested that the flavor/protein
coupling in food products may positively impact the flavor profile of foods [11].

B-lactoglobulin (B-Ig; Figure 1b) is the predominant protein in bovine whey. It is
a member of the lipocalin family (Li et al., 2013), composed of 162 residues of amino
acids, with a molecular mass of ~ 18.4 kDa and isoelectric point (pl) at pH~5.2 [12].
Although the biological function of B-lactoglobulin remains a debated topic, lipocalins
share structural motifs giving rise to the ability of B-lactoglobulin to bind to small
hydrophobic ligands, as it carries fatty acid molecules in the milk of several
mammalians [13]. In an aqueous medium, B-lg may be present in different
oligomerization states, depending on the pH. At close-to-neutral pH, B-lg may be
comprised of homodimers, while at pH < 5.0, it may be present as a monomer—-dimer
equilibrium. On the other hand, at pH < 3.0, it may be predominantly a monomer [14,
15, 16]. More than 200 different compounds have been reported to bind to B-lg [17],



56

especially small hydrophobic molecules, including aromatic compounds, polyphenols
[18], drugs [19], and fatty acids [20]. Even though within the pH range 5.0-7.0 (which
encompasses the pH of many food products containing whey proteins), the 3-Ig forms
homodimers, most of the literature reports dealt with 3-lg monomers [21, 22, 23, 24,
25]. Consequently, identifying the binding sites for a given molecule onto this protein
may perhaps be inaccurate, and such mistaken conclusions may lead to incorrect

technological decisions when exploring B-Ig as a putative flavor carrier.

A) O B)

OCHj
OH

Figure 1- A) Molecular sctruture of vanillin. B) Ribbons representation of the crystal
sctruture of bovine monomer taken from the RCSB protein data bank (PDB ID:3NPO).

Therefore, in the present work, we sought to understand, at the molecular scale,
the coupling between B-lg and vanillin molecules, at pH 7.1, through fluorescence
spectroscopy and in silico molecular docking calculations. One noteworthy novelty of
this study is that the dimeric state of B-Ig at pH 7.1 was considered. Indeed, this was
not the case in most of the studies we found dealing with B-Ig/ligands interactions, as

they considered this protein as monomers regardless of the pH investigated.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. In vitro experiments
2.1.1. Materials

B-lg protein (A variant, purity = 90%), vanillin (99.9% purity), sodium phosphate
dibasic (Na2HPO4), sodium phosphate monobasic (NaH2PO4), and dimethyl sulfoxide
(DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co (St-Louis, MO, USA).
Deionized water (Reference A+, Millipore, Italy; electrical resistivity next to 18.2 MQ

cm™', at 25°C) was used in all experiments to prepare the dispersions.

2.1.2. Fluorescence spectroscopy analyses

Fluorescence spectroscopy measurements were performed in a fluorescence
spectrometer (SpectraMax M5, Molecular Devices, USA), at four different
temperatures (295, 298, 300, and 302 K), according to previous reports [26, 24, 27],
with some adaptations. B-Ig solution was formulated in a phosphate buffer stock
solution (50 mM, pH 7.1). Vanillin was dissolved with DMSO (2%) and then diluted in
a phosphate buffer stock solution. To form the vanillin/B-lg complexes, the
concentration of B-lg was kept constant at 25 yM while the vanillin concentration
ranged between 0-100 yM (100, 50, 25, 20, 12.5, and 6.25 yM). The fluorescence
spectra were recorded at 290-450 nm. The excitation wavelength was set at 280 nm

to excite only tryptophan and tyrosine residues.

Eq. 1 was then used to eliminate the inner-filter effect from the collected data to
estimate the correct fluorescence [28,29]:

FCOTT = FobseXp_z‘sos'g'l'[VAN] (1)

In Eq. (1), E.,» is the corrected fluorescence, F,, is the experimental fluorescence, ¢
is the molar extinction coefficient of the ligand at 280 nm, [ is the path length, and
[VAN] is the vanillin concentration. The € was estimated for vanillin, in the buffer and
at the wavelength described earlier in this section, by the slope of the absorbance

curve versus the ligand concentration.
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Then, the Stern-Volmer equation (Eq. (2)) was utilized to assess the
fluorescence quenching mechanism. In addition, to estimate the binding constant

(Kyan/p-19) @and the number of vanillin binding sites on the B-Ig dimer (n), the double-

reciprocal equation Eq. (6) was used:

2 =1+ kg7 - [VAN] = 1+ Kgy - [VAN] (2)
Fo—F
log% =log Kyan/p-1g + 1 " log [VAN] (3)

In Eq. (2) and (3), F,and F (dimensionless) are the fluorescence intensity
without and with the quencher, respectively; k,(L-mol'-s™) is the biomolecular
quenching rate constant; [VAN] (uM) is the vanillin (quencher) concentration; K,
(L'mol") is the Stern-Volmer quenching constant; Kyay/s-14is the association
constant; n is the number of binding sites; and 7, (ns) is the average lifetime of the
biomolecule without a quencher - reported to be 1.28 ns for Trp residues of B-Ig at
neutral pH [30,31,32].

To obtain the 4Sy 4y/5-14 (€ntropy change) and AHy 4y ,5-14 (€nthalpy change) in
the complexation between vanillin molecules and the B-lg dimer, the Van't Hoff

equation [33], Eq. (4), was used at four different temperatures:

_ AHyan/p-1g , ASvan/p-lg
In Kvan/p-ig = — RT R (4)

In Eq. (4), R and T are the gas constant (8.314 J-mol™1L™!) and the
experimental absolute temperature (K), respectively.
Then, the AG (free energy change in the complexation between vanillin

molecules and the (B-lg dimer) was calculated by VAN /S — lg applying Eq. (5):

AGVAN/[)’—lg = AHVAN/B—lg - TASVAN/ﬁ—lg (5)

2.2. In silico experiments
2.2.1. Computational Resources

The molecular dynamics simulations were carried out at the Universidade
Federal de Vigosa, in “Jupiter Calculation Cluster”, equipped with 1 AMD Opteron ™
Processor 6376 (16M cache, 2.3 GHz and 32 colors), 64 GB of RAM, 100 TB of storage
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capacity and 24 calculation nodes. All analyses were performed on a computer
equipped with an Intel® Core™ i7-8700 8th generation processor, 16 GB of RAM,
equipped with a NVIDIA® GeForce® GTX 1060 video card of 6 GB, GDDR5.

2.2.2. B-Ig and vanillin initial structures

Two crystallographic structures of B-Ig were used in this study, and both were

taken from the Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb). The dimeric structure

(PDB ID: 2Q39) [34] of B-Ig available in PDB was incomplete, lacking some amino acid
residues. Therefore, this dimer crystal was used as template for the insertion, by
superposition, of two monomers of the complete B-Ig crystal (PDB ID: 3NPO) [35]. After
this superposition, the 2Q39 structure was deleted, and the resulting dimer was used
in all subsequent molecular modeling assays. The protonation state of protein
residues, around neutrality, was the same obtained from the PDB structure (PDB ID:
2Q39), and the non-polar hydrogens were added according to the force field Gromos
53a6 parameters. The structure of the vanillin was prepared manually using the
software Avogrado, Version 1.1.2. Their tridimensional structures were obtained
through Discovery Studio Visualizer (v17. 2.0.16349, Dassault Systémes Biovia), each

molecule was first pre-optimized with the molecular mechanical force field (MMFF).

2.2.3. B-lg dimer relaxation procedure

To mitigate the impact of crystal packing effects and to minimize the absence of
solvation in the target structure (B-Ig dimer) during the docking, B-lg three-dimensional
structure was submitted to molecular dynamics simulation using the GROMACS 2018
package, equipped with the GROMOSS53A6 force field [36]. The protein was centered
in a dodecahedral box (with 1.4 nm between the protein and the box edges) with
periodic boundary conditions. The box volume was 842.20 nm? which was filled with
SPC water models. In addition, the system was neutralized by Na* and CI- enough for
creating a saline concentration of 0.15 mol-L-' (92 Na* and 76 CI'). Then, the system’s
energy was progressively minimized, by removing gradually the atomic positions
restraints. Two sets of steepest descent algorithm were run, with maximum converging
energy smaller than 10 and 1 kJ mol"' nm', respectively, followed by one set of
conjugate gradient algorithm with maximum converging energy smaller than 0.1 kJ

mol-'Tnm-'. Next, the system was balanced in a MD run of 1 ns, in the NVT ensemble
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(constant number of particles, constant system volume, and constant system
temperature), until reaching the temperature of 298 K. After that, the system was
equilibrated in 1 bar and 298 K, using several short MD runs in the NPT ensemble
(constant number of particles, constant system pressure, and constant system
temperature) [37, 38]. Finally, the systems were submitted to a MD production run of
50 ns and using the Verlet leapfrog algorithm for integration of Newton’s equations of
motion with time step = 2 fs [37]. In all MD runs, the cutoff for Lennard-Jones and
electrostatic interactions was set as 10 A.

To validate the constructed receiver structure, after completing these steps, the
dimeric structure was analyzed for RMSD, superimposing the resulting protein of the

system with the initial crystal, in the software PyMol.

2.2.4. Docking procedure

Docking assays, aiming at computationally calculating the most probable
vanillin/B-lg dimers complexes, were performed based on the methodology described
by De Oliveira et al. [38], with some adaptations, using the Autodock Vina package
[39]. The biomolecular target taken for these docking assays was the 3-lg dimer output
at the end of the relaxation procedure detailed in section 2.2.3. Briefly, a blind docking
procedure was carried out, without any a priori indication of binding sites for vanillin
onto the B-Ig dimers. This choice aimed to allow the prediction of different putative
binding sites for vanillin in the protein structure studied. The calculations were
configured with exhaustiveness = 64, a maximum energy range of 2 kcal-mol’, to
obtain 9 independent conformations in triplicate, ie., 27 poses. To identify
intermolecular interactions between VAN and 3-lg, all complexes were analyzed with
the Discovery Studio Visualizer (v17.2.0.16349, Dassault Systémes Biovia, free
version). The five conformers with greater number and type of intermolecular

interactions formed were selected to be examined in detail.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Invitro study: fluorescence spectroscopy

Fluorescence emission spectra of 3-lg, at pH 7.1, both without and with gradual
addition of vanillin (6.25; 12.5; 20; 25; 50 and 100 ymol-L-"), at four temperatures (295,
298, 300, or 302 K), are shown in Figure 2. The fluorescence intensity of B-lg alone
decreased as the temperature increased, shifting from ~ 5945 a.u. at 295 K, to 5172
a.u. at 302 K. Either alone or in the presence of vanillin, B-lg displayed a maximum
fluorescence emission at wavelength (A,.«) at 335 nm. It is well-known that the intrinsic
fluorescence of proteins originates essentially from aromatic amino acid residues,
being tyrosine (Tyr) and tryptophan (Trp) the main responsible ones for this phenome-
non [40]. Usually, protein-ligand coupling may reduce the intrinsic fluorescence inten-

sity of the protein, and such reduction is dependent on the ligand concentration [41].

In view of this, the basis of B-Ig/vanillin coupling, at pH 7.1 and temperatures
295, 298, 300, or 302 K, was further explored by fluorescence emission quenching,
aiming to investigate if different concentrations of the vanillin would affect the structure
of the protein. Noticeably, as the temperature increased, K, values (Eq. (2)) decreased
(Table 1). Fluorescence quenching analyses are generally undertaken to assess
protein—ligand interactions and to evaluate if the tertiary structure of the protein has
been affected. The quenching phenomenon is usually classified as dynamic or static
[42].

As also presented in figure 2, the increase in vanillin concentration from 0-100
umol-L-" amplified the fluorescence quenching, indicating that the B-Ig and vanillin
interacted at the pH and temperatures studied. In all cases, k, values (Table 1) were
greater than the maximum diffusion collision quenching constant for dynamic
quenching (2x10'° L-mol-'-s™"), suggesting that the static quenching mechanism was
predominant in the B-lg/vanillin complexes formation. In this type of mechanism, a non-
fluorescent complex is formed between the fluorophores in the ground state and the
quencher [43]. Jia et al. [44] investigated the interaction between three plant
polyphenols (chlorogenic acid, ferulic acid, and epigallocatechin-3-gallate) and B-Ig
and found the same mechanism for the three compounds. On the other hand, in
another study by Abdulatif Al-Shabib et al. [45], the molecular interaction of tea
catechin with B-Ig presented a dynamic quenching mechanism.
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Table 1- Quenching constants (K, and k) calculated for the interaction between B-Ig
and vanillin, at pH = 7.1 and four different temperatures.

T (K) K, .10* (L-mol™) kq.10%3 (L-mol's™") R?

295 2.03 1.57 0.954
298 1.99 1.55 0.946
300 2.01 1.57 0.944
302 2.00 1.56 0.940

Each B-Ig molecule has two Trp residues: Trp19, which is inside the cavity of
the barrel, and Trp61, located at the surface [46]. Usually, when temperature
increases, proteins may undergo conformational changes, triggering the additional
exposure of hydrophobic binding sites and enabling more ligand molecules to interact
with them [47,48,49]. However, fluorescence data (Figure 2) showed that the
temperature increase did not promote drastic conformational changes in 3-Ig, since the
Amax Femained unchanged (335 nm).

The binding constant (Ky 4y,-14) @nd the number of vanillin binding sites on the

B-lg dimer (n) were calculated from Eq. (3) (Table 2). At each temperature, n values
were < 1, indicating that the B-lg/vanillin complexation is more likely to occur at only
one protein binding site. Similar results were also reported for two other molecules
having some structural similarity with vanillin — chlorogenic acid and ferulic acid —when

interacting with B-lactoglobulin [44].

Table 2-Number of interaction sites (n) and Binding constants (K _(VAN/B-Ig))
calculated for the interaction between 3-Ig and vanillin, at pH = 7.1, and four different
temperatures.

T (K) n Kyan/p—1g- 10* (mol-L) R2
295 0.65 0.09 0.996
298 0.64 0.08 0.995
300 0.63 0.07 0.994
302 0.62 0.07 0.993

The nature of the driving forces involved in B-lg/vanillin complexes formation
was also investigated from these fluorescence spectroscopy data. The thermodynamic

parameters AHy,y/p-1g @nd ASyuy/p-1g Were calculated by plotting the natural

logarithm of Ky 4y ,5-14 versus T~' and then using Eq. (4). So, AGyay,s-14 Values were
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calculated by applying the Eq. (5). The values found for these thermodynamic
parameters are compiled in Table 3. The AGy 4y ,5-14 Values were negative for the four
temperatures, indicating that the B-lg/vanillin complexation was spontaneous, at the
pH and temperatures conditions of this study. AHy 4y ,5-15 @nd ASy 4y /p-14 Values were
both negative. In fact, as previously shown in Table 2, the values Ky 4y,5-,4, decreased
as temperature increased, having already suggested that the B-lg/vanillin coupling was
exothermic. Moreover, a negative value for ASy,y/s-14 IS suggestive that aromatic
hydrophobic interactions and hydrogen bonds interactions play a major role in the
formation of these complexes, rather than the release of solvation water molecules

from the protein surface [50].

Table 3- Thermodynamic parameters (AHyan/g-1g,ASvan/p-1g: @nd AGyan,g-ig)
calculated for B-Ig/vanillin interaction, at pH = 7.1.

T (K) AHVAN/ﬁ—lg (kJ . m0|-1) ASVAN/ﬂ—lg (J . m0|-1' K-1) AGVAN/ﬁ—lg (kJ m0|-1)
295 -16.87
298 -16.59
-30.32 -45.82
300 -16.57

302 -16.53
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Figure 2- Intrinsic fluorescence spectra of B-lg (25 umol-L") in the presence of vanillin (0—100 umol-L"), at pH 7.1 and four different temperatures.
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Figure 3-Stern-Volmer plots of B-Ig (25 umol-L-") in the presence of vanillin (0-100 pumol-L-1), at pH 7.1 and four different

temperatures.
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In the related literature, negative values for AG, AH and AS have been reported
for the complex formation between (3-Ig and the flavonoids myricetin (aglycon) and
baicalin (glycosylated) [26], as well as between this protein and caffeic acid [11]. Also,
some authors have documented spontaneous processes (AG < 0) with both AH > 0
and AS > 0 in B-lg/catechin and B-Ig/capsaicin complexes formation, indicating that
these complexations are endothermic phenomena in which the protein (3-lg) interacts
with the ligands by displacing solvation water molecules from the protein surface and
forming hydrophobic intermolecular interactions [45,24]. Chanphai & Tajmir-Riahi [22],
on the other hand, reported that complexes citric acid/B-lg and gallic acid/pB-lg are
formed with AH < 0 and AS > 0, and argued that both ligand-protein ionic interactions
and solvating water molecules release were involved in these complexations. Our
results, along with these literature data, indicate that even if the protein is the same,
different binding sites features and molecular specificities of the ligands lead to diverse
molecular complexation mechanisms, so each ligand requires a detailed study and no
generalization on their molecular coupling with B-Ilg must be made.

Itis worthy emphasizing that the AHy 4y /3-1g @nd ASy 4y /514 Values were derived
from a van't Hoff plot, by fitting the Eq. (4) to experimental data obtained for
In[Kyan/p-15] = f(T™1), considering the four temperatures studied (295, 298, 300, and
302 K). The value of AHy 4y ,3-14 Was obtained from the slope of the plot, whereas the
ASyan,p-19 Value was estimated from the y-axis intercept of the same graph. Then, the
values of AGyay/p-15 could be calculated by using Eq (5) separately for each

temperature, even if the four values did not present drastic differences (Table 3).

3.2.  In silico study: computational molecular docking

Computational docking essays were performed to deeper examine, in a
molecular level, the interactions between vanillin and B-lg. The complexes were
segregated into sites where vanillin was located (A: Dimer interface and B: B-barrel
entrance), both highlighted in Fig 4-A. The five retained complexes in our study
(namely V1, V2, V3, V4, and V5) presented the vanillin docked either in A-site or B-
site, as summarized in Figure 4-C. For the A-site (Dimer Interface), the V1 and V2
complexes had the vanillin in similar orientations with only small conformational

differences among them at upper end, whereas V3 had this ligand standing at the lower
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end of the same site. For the B-site (3-barrel entrance), V4 and V5 had the vanillin also

in similar orientations.



: SITEA Ser27. Asp28, lle29, Leu133, Phe136, Aspl137, Leul40, Lys141,
Al Dimerinterfal:e; Met145, Arg148. Ser150, Phe151, Asn152, GIn155, and lle162 |

: SITE B Trp19, Tyr20, Ser24, Val43, Leu156, Glud4, Glu157, Glu158 and His161 |
. p-barrel entrance

C)

-
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Figure 4-A) Putative binding sites identified for the vanillin in the B-Ig dimer, B) Connolly surfaces and C) ribbons representations of the
B-lg dimer with the vanillin molecule docked within the five putative binding sites (complexes V1, V2, V3, V4, and V5).
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B-lg has been reported to have three main interaction binding sites: the 3-barrel
(also known as the central cavity or cup), the space between the a-helix and the barrel
surface, and, in the case of the dimer, the monomer/monomer interface [53,54,23].
The B-site has been reported as one of the biggest hydrophobic ligand-binding sites in
the monomeric form of B-Ilg [51]. Alternatively, Pu et al. [52] demonstrated that
flavonoids also bind on the outer surface rather than on the hydrophobic cavities of -
lg. Swain et al. [55] and Zhan et al. [24] found out that vitamin B12 and capsaicin,
respectively, were able to bind only at the B-barrel site. Loch et al. [56], when studying
the dimeric form of B-lg, reported that desipramine was present inside the 3-barrel, at
the B-barrel entrance (B-site) and, in a cavity at the dimer interface (A-site), providing
experimental evidence that the 3-Ig dimer was able to accommodate ligand molecules
simultaneously at different binding sites.

Hence, to select the most probable binding modes, the calculated binding
affinity, as well as the amount and type of intermolecular interactions, were analyzed.
Also, each pose was studied individually through visual inspection of Connolly surfaces
(Figure 5) to examine the shape fitting of the different vanillin conformations at both (3-
lg putative binding sites. Besides, figure 6 brings bidimensional schematic depictions
of the interactions between vanillin and 3-Ig shown in figure 5.

Binding energy values of complexes V1-V5 varied little, ranging from -4.8
kcal-mol' to -5.0 kcal-mol' (in Table 4). In addition to being very similar in these cases,
binding energy values calculated by score functions of docking algorithms are, in
general, not binding free energies, as they come from numerous empirical data, and
their physical meaning is controversial. Therefore, the complexes should not be
compared in terms of these energy values, and systematic analyses of the ligands'
fitting and their intermolecular interactions must be done for them all. Such analysis is

presented for each complex in the paragraphs hereafter.
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Figure 5-Connolly surfaces of the 3-Ig dimer with the vanillin molecule docked within each of the five putative binding sites (complexes V1,
V2, V3, V4, and V5). For each complex, the binding site was zoomed to show the intermolecular interactions formed by vanillin.



71

Figure 6-2D schematic diagram of intermolecular interactions formed by vanillin (complexes V1, V2, V3, V4, and V5). Hydrogen
bonds are represented as green dashed lines; electrostatic ([1-anion) interactions as orange dashed lines; [J-alkyl interactions as
purple
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Table 4-Data about intermolecular interactions identified in the five best-scored B-lg-VAN complexes obtained by in silico docking
calculations.

B-lg dimer Calculated
binding Complex binding Interaction type Donor # Acceptor # Distance (A) Angle DHA (°) #
site energy
Hydrogen Bond Lys141:Hzs Van: Og 2.2 159.3
Hydrogen Bond Arg148:Hni2 Van: O, 21 169.0
Hydrogen Bond Arg148:Hnz Van: O, 29 130.2
V1 -4.8 kcal-mol-! Carbon-oxygen hydrogen bond Van:Cqg Asp137:0q2 3.6 -
Hydrophobic (n-sigma) Van:AC Leu133: Gy 3.6 -
Hydrophobic (alkyl-alkyl) Van:Cqo Leu140:SD 54 -
Hydrophobic (rn-alkyl) Phe136:AC Van:Cqo 4.9 -
Hydrogen Bond Arg148:Hni2 Van: Og 21 144.6
Hydrogen Bond Arg148:Hnz Van: Og 2.4 124.5
; Hydrogen Bond Ser150: Hq Van: Og 2.1 1331
A V2 5.0 keal-mof Hydrophobic (z-sigma) Van:AC Leu133: SD 36 -
Hydrophobic (alkyl-alkyl) Van:Cqo Leu140 5.3 -
Hydrophobic (r-alkyl) Phe136:AC Van:Cqg 4.9 -
Hydrogen Bond Asn152: H, Van: Og 2.5 1501
Hydrogen Bond Van:Hq, Ser27:0 2.5 111.0
Carbon-oxygen hydrogen bond Asp28: C, Van: O, 3.8 -
V3 -4.9 kcal-mol Carbon-oxygen hydrogen bond Van:Cqo 1e162:04 3.7 -
Carbon-oxygen hydrogen bond Van:Cqo lle162:0, 3.7 -
Hydrophobic (n-sigma) Van:AC l1e29: Cyq 3.5 -
Hydrophobic (alkyl-alkyl) Van:Cqo 11e29:SD 4.2 -
Hydrogen Bond Tyr20: Hy Van: Og 2.1 149.7
Hydrogen Bond Van:Hq; Trp19:0 2.2 151.3
Hydrogen Bond Van:Hq; Val43:0 2.7 96.6
V4 -5.0 kcal-mol”! Eletrostatic (n-anion) Van:AC Glu44:0q; 4.6 -
Hydrophobic (alkyl-alkyl) Van:Cqo Leu156:SD 41 -
Hydrophobic (n-alkyl) Tyr20:AC Van:Cqo 5.1 -
Hydrophobic (r-alkyl) His161:AC Van:Cqo 4.4 -
B Hydrogen Bond Tyr20: Hy Van: Og 2.8 142.2
Hydrogen Bond Van:Hq, Trp19:0 2.8 134.2
Hydrogen Bond Van:Hq; Val43:0 24 112.2
; Carbon-oxygen hydrogen bond Van:Cq4 Glu157:0 3.6 -
Vs -5.0 keal-mol” Eletrostatic (-anion) Van:AC Glud4:0; 44 -
Hydrophobic (alkyl-alkyl) Van:Cqo Leu156:SD 41 -
Hydrophobic (n-alky!) Tyr20:AC Van:Cio 5.2 -
Hydrophobic (r-alkyl) His161:AC Van:Cig 4.3 -

# AC refers to the center of mass of an aromatic ring, whereas SD refers to the side chain of aliphatic hydrophobic amino acid residues
# Angle values were measured for H-bonds only.
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In the V1 complex, the vanillin molecule was buried in the A-site cleft, with the
plane of the aromatic ring parallel to the cleft walls. Two vanillin oxygen atoms — on the
hydroxyl, and carbonyl groups — formed strong hydrogen bonds respectively with the
B-Ig residues Arg148, Arg148 and Lys141 (lengths from 2.1 to 2.9 A; DHA angles from
130.2° to 169.0°). Also, the vanillin aromatic ring center formed a n-alkyl interaction
[57] with the Leu133 side chain, whereas the Phe136 residue aromatic ring center
formed another m-alkyl interaction with the methoxyl —CHs group of vanillin. In fact,
even though intermolecular interactions involving aromatic rings are pivotal in both
chemical and biological recognition, little attention is usually paid to such interactions
[58,59]. Finally, a carbon-oxygen hydrogen bond [60] was formed between the vanillin
molecule and the Asp137 residue. This latter represents another underappreciated
category of molecular interactions in the biochemical literature, but it began to receive
the deserved attention over the past few years [61, 62].

Regarding the V2 complex, the vanillin molecule was also buried in the A-site
cleft, with the plane of the aromatic ring parallel to the cleft walls. Three strong
hydrogen bond interactions were observed between the residues Arg148, Arg148,
Ser150, and the oxygen atom present in the carbonyl group of vanillin (lengths from
2.1 to 2.4 A; DHA angles from 124.5° to 144.6°), which may contribute to the stability
of the B-Ilg-VAN complex. In addition, the vanillin aromatic ring center formed a n-sigma
interaction with the Leu133 side chain, whereas alkyl-alkyl and =-alkyl interactions
were formed between the methoxyl —CHs group of vanillin and the B-lg residues
Leu140 and Phe136, respectively.

For the V3 complex, even though vanillin penetrated A-site cleft (at the contact
between the two protein monomers), it was displaced compared to its location in
complexes V1 and V2. The vanillin molecule formed two strong hydrogen bonds (both
with lengths from 2.5 A; DHA angles from 150.1° and 111.0°) involving the atoms
carbonyl oxygen and the hydroxyl hydrogen and, respectively, the amino acids
residues Asn152 and Ser27. A hydrophobic n-sigma interaction between the vanillin
aromatic ring center and the 1le29 residue was also identified. In addition, three carbon-
oxygen hydrogen bonds were formed between methoxyl and hydroxyl groups of
vanillin and the Asp28 and lle162 residues.

In the V4 complex, the vanillin molecule bound in the B-site cleft. Tyr20, Trp19

and Val43 were directly involved in three hydrogen bonds with the carbonyl oxygen
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and hydroxyl hydrogen of vanillin (lengths from 2.1 to 2.7 A; DHA angles from 96.6° to
151.3°). The vanillin aromatic ring center formed a w-anion interaction with the Glu44
side chain carboxylate. Furthermore, one alkyl-alkyl and two =w-alkyl interactions were
formed between the methoxyl —CHs group of vanillin and the residues Leu156, Tyr20
and His161, respectively.

Last, in the V5 complex, the vanillin molecule also bound in the B-site cleft, but
with an orientation slightly different from that observed in the complex V4. Similarly,
three hydrogen bonds between the residues Tyr20, Trp19, Val43 and the carbonyl
oxygen and hydroxyl hydrogen of vanillin (lengths from 2.4 to 2.8 A; DHA angles from
112.2° to 142.2°) were formed. As in the case of V4, the vanillin aromatic ring center
formed a w-anion interaction with the Glu44 residue. Moreover, one carbon-oxygen
hydrogen bond was formed between the carbonyl carbon of vanillin and the Glu157
residue, and three hydrophobic interactions involving the vanillin methoxyl —CHs group
and the B-lg residues Leu156, Tyr20 and His161 were formed.

These analyses of molecular docking results for the five B-Ig-VAN putative
complexes, together with data from fluorescence spectroscopy, allowed the following
inferences:

i) both hydrogen bonds and hydrophobic interactions are involved in the van-

illin/B-lg complexation.

ii) hydrogen bonds between vanillin and B-Ig were detected for complexes in

the protein A-site (V1, V2, and V3) and B-site (V4 and V5).
ii) in the A-site, the hydrogen bonds formed between vanillin and B-lg pre-
sented smaller lengths (< 2.4 A) and larger angles (all DHA angles > 110°),
which are indicative of stronger and potentially more stable H-bonds [58,59].

iv) in the B-site, even if intermolecular hydrogen bonds were weaker (greater
lengths and smaller DHA angles, in average), vanillin also formed hydro-
phobic interactions — in particular, involving B-lg aromatic amino acid resi-
dues.

v) The B-site, comprises amino acid residues Trp19 and Tyr20. It is known that

the intrinsic fluorescence of B-Ig is mainly given by Trp19 residue [67].

The conjoint analysis of these inferences led us to the hypothesis that the B-site
of B-lg seems more likely to be the binding site for the vanillin. This hypothesis is to be

further investigated by applying other molecular modelling tools allowing a quantitative
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assessment of the temporal stability of both conformations and positions of the vanillin

molecule in each complex, as well as of the intermolecular interactions identified.

4. CONCLUSIONS

The molecular coupling of B-Ilg dimers and vanillin (VAN) was studied by
combining fluorescence spectroscopic and computational molecular docking assays.
Estimated thermodynamic parameters estimation revealed that AGy,y/p-14 <O,
AHyan/p-19 <0, and ASy,n/p-1g <0, indicating that the formation of B-lg/VAN
complexes was spontaneous and enthalpically driven, at the pH and temperatures
studied, with both hydrogen bonding and hydrophobic interactions as the main forces
sustaining B-Ig/VAN supramolecular structures. These results also pointed that only
one site was needed to promote the B-lg/VAN interaction. In silico molecular docking
results corroborated most of these findings. According to such calculations, the cleft
between the two -lg monomers (namely A-site) can shelter one vanillin molecule, with
the formation of strong hydrogen bonds and a few hydrophobic interactions. Also, the
vanillin may bind within the p-barrel entrance (namely “B-site”), forming some hydrogen
bond interactions and different hydrophobic interactions, especially involving aromatic
amino acid residues of the protein. Together, these results allowed raising the
hypothesis that the B-site of is more likely to be the binding site of p-lg for the vanillin
molecule. Such hypothesis is now under a deeper investigation by our team, by means
of the application molecular dynamics calculations on the putative B-Ig/VAN complexes

obtained by molecular docking experiments.
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CONCLUSOES GERAIS

Através do presente estudo com a investigagdo conjunta de metodologias “in
vitro” e “in silico”, pdde-se elucidar de forma mais detalhada o mecanismo de interagao
entre a B-lg e a vanilina, obtendo resultados promissores para imensuraveis campos
de aplicagao e avancgos tecnoldgicos em diversos ramos, principalmente na industria
de alimentos.

Por intermédio da tabulagdo dos resultados advindos da espectroscopia de
fluorescéncia, foi possivel determinar informagdes sobre o comportamento da B-Ig
com a adigdo gradual de vanilina em diferentes temperaturas, além de estimar
parametros termodinamicos que forneceram informacdes sobre o tipo de interagdes
envolvidas na formacdo dos complexos e o numero de sitios necessarios para a
ocorréncia da interagao.

Os resultados das simulagbes de docking, foram visualizados através das
superficies de Connolly, onde os dois sitios formados (Sitio A: interface do dimero e
Sitio B: entrada do B-barril) foram identificados. Os dados fornecidos em escala
molecular referentes aos tipos, angulos, distdncias das interacbées e residuos de
aminoacidos envolvidos foram fatores determinantes para a inferéncia do sitio mais
favoravel para alocagao da vanilina.

Conclui-se que o Sitio B possui grande potencial para ser o sitio para a vanilina
e, possivelmente, para outros compostos aromaticos estruturalmente semelhantes.
Os resultados obtidos neste estudo servirdo de ponto de partida para futuras
simulacdées de dindmica molecular a fim de validar, otimizar e analisar em escala

temporal o comportamento dos referidos complexos.



