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RESUMO

A doenga renal crénica (DRC) € uma sindrome caracterizada pela reducao
progressiva da capacidade de filtracdo glomerular do organismo. Esse processo
causa o acumulo de diversos compostos organicos que através de reacgbes e
interagdes com as proteinas presentes no organismo podem causar danos em varios
tecidos e 6rgaos. O presente estudo teve como finalidade empregar a ressonancia
magnética nuclear (RMN) aliada a calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) na
avaliagdo das interacdes intermoleculares das toxinas urémicas p-cresil sulfato
(PCS) e indoxil sulfato (IS) com a proteina albumina sérica humana (HSA). Dessa
forma, o experimento de RMN STD foi empregado para realizar o mapeamento dos
epitopos dos ligantes e a determinagédo das constantes de dissociagdo de ambas as
toxinas, bem como avaliar a influéncia da temperatura e da forca ibnica nessas
interacoes. Além disso, foi realizado o ensaio de competicdo entre o PCS e o
diazepam (inibidor do sitio Il da HSA). O mapeamento dos epitopos através do
experimento de RMN STD mostrou que os hidrogénios H-3/5 e H-5 do PCS e IS,
respectivamente, sdo os que apresentam maior proximidade com o sitio de ligacao
da proteina. Através da determinagao das constantes de dissociagédo (PCS: K4 = 6,5
mM e 4,8 mM a 25 °C) foi observada uma afinidade moderada de ambas as toxinas
com a HSA purificada revelando a maior afinidade da IS pela proteina. Também foi
possivel observar que a temperatura e a forga ibnica causam o aumento da
interacdo do IS com a HSA purificada (Ka = 2,4 mM a 37 °C e 2,3 mM a 25 °C),
respectivamente. Enquanto para o PCS o aumento da temperatura resultou na
diminuicao da interagcdo com HSA (Kd = 8,5 mM a 37 °C) e o aumento da forga i6nica
ndo afetou essa interacéo (Kad = 6,8 mM a 25 °C). Esses resultados sugerem que a
HSA purificada pode ainda conter resquicio de acetiltriptofanato de sddio e caprilato
de sédio e que esses compostos afetam de formas distintas a interagao das toxinas
urémicas com a HSA. Na auséncia desses compostos, observou-se um aumento da
afinidade de ambas as toxinas (PCS: Ka = 2,9 mM e IS: Ka = 3,1 mM a 25 °C) com a
HSA (= 99% de pureza), corroborando a hipétese de que a presenga dos resquicios
de acetiltriptofanato de sodio e caprilato de sddio interferem de modo que diminuem
a afinidade do PCS e IS com HSA. O ensaio de competi¢cdo indicou que o PCS tem
afinidade pelo sitio Il da HSA. Através dos experimentos de ITC foi possivel a
determinagdo dos parametros cinéticos e termodindmicos dessas interagbes. Com
relacdo aos dados termodinamicos obtidos pelo ITC, foi observado que a ligagédo do
PCS e IS com a HSA envolve interacdes eletrostaticas e hidrofébicas. Além disso,
observou-se que a interagdo desses compostos com a proteina é governada
principalmente pela contribuicdo entalpica o que sugere a presenga de ligagdes de
hidrogénio ou interagcdes de Van der Waals entre essas moléculas e a proteina.
Dessa forma, o experimento de RMN STD aliado a ITC permitem o entendimento
das forgas que regem as interagdes de PCS e IS com a HSA e esses resultados
podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapéuticas para aumentar a
remogao desses compostos do organismo dos pacientes acometidos pela DRC.

Palavras-chave: RMN STD. ITC. Interagdes intermoleculares. Ligantes. Proteinas.



ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) is a syndrome characterized by the
progressive reduction of the body's glomerular filtration capacity. This process
causes the accumulation of various organic compounds that, through reactions and
interactions with proteins present in the body, can cause damage to various tissues
and organs. This work intended to apply nuclear magnetic resonance (NMR) and
isothermal titration calorimetry (ITC) to evaluate the intermolecular interactions of
uremic toxins p-cresyl sulfate (PCS) and indoxyl sulfate (IS) with the protein human
serum albumin (HSA). Therefore, the experiment of saturation-transfer difference
(STD) NMR was adopted to perform epitopes mapping of ligands and determine
dissociation constants of both toxins and the influence of temperature and ionic
strength on these interactions. Besides, the competition assay between PCS and
diazepam (site Il inhibitor of HSA) was performed. Epitopes mapping using STD
NMR experiment showed that hydrogens H-3/5 of PCS and H-5 of IS are the nearest
to the protein binding site. A moderate affinity of both toxins with the purified HSA
was revealed by determining dissociation constants (PCS: K4 = 6,5 mM and 4,8 mM,
25 °C), suggesting a higher affinity of IS with the protein. Furthermore, it was possible
to observe that the temperature and ionic strength cause increased interaction
between IS and purified HSA (Ka = 2,4 mM at 37 °C and 2,3 mM at 25 °C,
respectively). For PCS, temperature increment resulted in decreased interaction with
HSA (Kd = 8,5 mM at 37 °C), and the increase of ionic strength did not affect this
interaction (Ka = 6,8 mM at 25 °C). These results suggest that purified HSA may
present some vestiges of sodium acetyltryptophanate and sodium caprylate, and
those compounds affect in distinct ways interactions of uremic toxins with HSA. In the
absence of those compounds, it was observed an increase in affinity for both toxins
(PCS: Ka = 2,9 mM and IS: K¢ = 3,1 mM at 25 °C) with HSA (=299% of purity),
corroborating with the hypothesis of the affinity decrease of PCS and IS with HSA
interfered by the presence of vestiges of sodium acetyltryptophanate and sodium
caprylate. The competition test indicated the affinity of PCS with site Il of HSA. ITC
experiments enabled the determination of the kinetic and thermodynamic parameters
of those interactions. In relation to the thermodynamic data obtained by the ITC, it
was observed that linkage of PCS and IS with HSA involves electrostatic and
hydrophobic interactions. Therefore, it was indicated that the interaction of these
compounds with the protein is controlled mainly by the enthalpic contribution that
suggests the presence of hydrogen bonds or Van der Waals interactions between
these molecules and the protein. Lastly, STD NMR experiment combined with ITC
allows the knowledge of strengths that rule interactions of PCS and IS with HSA, and
those results can assist the development of therapeutics strategies to increase the
removal of these compounds from people committed by chronic kidney disease
(CKD).

Keywords: NMR STD. ITC. Intermolecular interactions. Ligands. Proteins.
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tsat — Tempo de saturagao

Wo — Transi¢des de zero quantum

W1 — Transigdes de single quantum

W2 — Transi¢des de duplo quantum
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1 INTRODUGAO

A doenca renal crénica (DRC) € um importante e crescente desafio
enfrentado pelos sistemas de saude, devido ao constante aumento de sua incidéncia
em todas as faixas etarias (JHA et al., 2013). Essa sindrome €& causada por
inumeras doencgas que tém em comum a redugao progressiva da capacidade de
filtracdo glomerular, que leva a um acumulo de compostos organicos, resultando em
insuficiéncia renal cronica (BARRETO et al., 2014). Esses compostos sdo chamados
de "toxinas urémicas" ou "solutos de retengao urémica" e em organismos saudaveis
sdo excretados pelos rins. Entretanto, suas concentragcbes aumentam gradualmente
com o progresso da DRC, causando diversos danos em varios 6rgaos e tecidos do
corpo, sobretudo o sistema cardiovascular (BARRETO et al., 2014).

As toxinas urémicas pertencentes a classe caracterizada pela ligagédo a
proteinas plasmaticas nao sao facilmente removiveis através dos processos
convencionais de diadlise. Embora a grande maioria delas tenha baixa massa molar,
ex: o p-cresil sulfato (PCS) e indoxil sulfato (IS) (FIGURA 1), o complexo resultante
da ligacéo toxina-proteina forma uma molécula grande demais para atravessar os
poros das membranas, sendo eliminada apenas uma pequena parcela que se
mantem na forma livre (ITO; YOSHIDA, 2014; LEKAWANVUJIT, 2018).

FIGURA 1. ESTRUTURAS DAS TOXINAS UREMICAS.

°
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Os estudos indicam que o PCS e o IS contribuem para o desenvolvimento
de outras doencgas em pacientes com DRC, bem como podem ser responsaveis pelo
aumento da morbidade cardiovascular desses pacientes (GRYP et al., 2017,
LEONG; SIRICH, 2016).

Uma vez que as interagbes entre essas toxinas urémicas e as proteinas

plasmaticas podem regular e modular a fungdo das proteinas, bem como afetar a
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eliminacdo desses compostos, o estudo dessas interagdes € particularmente Uutil
para compreender o impacto desses complexos nos mais diversos processos
bioldgicos que ocorrem nas células (ANGLISTER; SRIVASTAVA; NAIDER, 2016).

Atualmente, ha um crescente interesse em investigar os processos
dinamicos das interagdes proteina-ligante, a fim de melhorar a compreenséo
fundamental dos seus mecanismos de atuacdo (KARPLUS; KURIYAN, 2005;
KARPLUS, 2010). Essas interacdes podem ser estudadas por varias técnicas
biofisicas (FECHNER et al., 2014), incluindo Calorimetria de Titulacdo Isotérmica
(KABIRI; UNSWORTH, 2014), Ultracentrifugacdo Analitica (HARDING; ROWE,
2010), Microbalanca de Cristal de Quartzo (FEE, 2013a), Ressonancia Plasménica
de Superficie (FEE, 2013b), Espectrometria de Massas (KOOL et al., 2011),
Espectroscopia de Absorgédo no Ultravioleta e Visivel (SURYAWANSHI et al., 2016),
Espectroscopia de Fluorescéncia (SLAUGHTER; LI, 2010), Disperséao de Raios X de
Baixo Angulo (PERRY; TAINER, 2013), Microscopia de Forca Atébmica (WHITED;
PARK, 2014) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (LIAN, 2013).

Portanto, o conhecimento do funcionamento das interagcdes das toxinas
urémicas ligadas as proteinas plasmaticas pode auxiliar no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para aumentar a remogao desses compostos do organismo,

com potencial impacto na diminui¢do na progressao da DRC.

1.1 A RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A RMN ¢é uma das mais poderosas e importantes ferramentas
espectroscopicas utilizadas para a investigacao de propriedades fisico-quimicas em
sistemas complexos, podendo ser aplicada tanto na elucidagao estrutural de
moléculas de baixa massa molar e macromoléculas, como também no estudo das
interagdes entre essas moléculas.

Desde o seu surgimento ap6és a |l Guerra Mundial (1945-1956), quando Felix
Bloch e Edward Purcell observaram, independentemente, como a agua (BLOCH,
1946) e a parafina (PURCELL; TORREY; POUND, 1946) absorviam radiofrequéncia,
a RMN vem passando por transformagdes que proporcionaram maior versatilidade e

ampliacédo de sua aplicagao.
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1.1.1 Teoria basica da RMN

Os nucleos de todos os atomos podem ser caracterizados por um numero
quantico de spin nuclear (/), que pode ter valor superior ou igual a zero, sendo essa
propriedade fundamental para o fendbmeno da RMN. De acordo com a fisica
classica, todas as particulas que possuem uma carga em movimento continuo
(momento angular) podem gerar um momento magnético. Portanto, o momento

magnético do spin nuclear (i) pode ser definido de acordo com a EQUACAO 1:

EQUACAO 1

=l
I

-

"Gl

onde, P é o momento angular do spin nuclear e y é a constante de proporcionalidade

denominada razao giromagnética que é diferente para cada is6topo de um elemento
quimico (CLARIDGE, 2009).

Ambos os momentos angular e magnético de spin nuclear s&do grandezas
vetoriais e possuem magnitude e orientagdo espacial quantizadas. Dessa forma,
quando um determinado nucleo € colocado em um campo magnético estatico
externo (Bop), os momentos magnéticos se alinham em relagdo ao campo em um
numero discreto de orientagées. Segundo a mecanica classica, o campo magnético
estatico externo (Bp) impde um torque no momento magnético de spin nuclear, que
passa a fazer uma trajetoria circular em torno do campo Bp. Este movimento é
denominado precessao ou, mais especificamente precessao de Larmor (CLARIDGE,
2009). Essa taxa de precessao ¢ definida pela velocidade angular (w rad s™' ou v Hz)
conforme a EQUACAO 2:

w= —yB,ouv= —Le EQUACAO 2

-

LT

A condicao de ressonancia ocorre quando o nucleo muda seu estado de
spin, impulsionado pela absorgdo de um quantum de energia. Isso ocorre mediante
a aplicagdo de um pulso de curta duragao e alta poténcia na regido da frequéncia de
Larmor dos nucleos a serem analisados. A energia envolvida nesse processo pode
ser descrita como (EQUACAO 3):
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AE = hp = 2% EQUACAO 3

onde h é a constante de Planck.

Apos esse pulso, os spins excitados passam a relaxar por dois mecanismos
distintos e simultaneos: a relaxagao longitudinal ou spin-rede (T1) e a relaxacao
transversal ou spin-spin (T2). E durante esse tempo que se observa o sinal induzido
pela magnetizagdo dos spins, o FID (Free Induction Decay), que contém todas as
frequéncias espectrais sobrepostas (CLARIDGE, 2009).

1.1.2 A RMN aplicada ao estudo das intera¢gdes proteina-ligante

A RMN é uma técnica bastante versatil e poderosa para o estudo da
dindmica das interagbes proteina-ligante, especialmente porque além de fornecer
informacdes estruturais, possibilita também a aquisicao de informagdes quantitativas
do epitopo da proteina e do ligante (a superficie de contato da macromolécula-
ligante) (TAKEUCHI; WAGNER, 2006; FURUKAWA et al., 2016).

Com relacdo a anadlise quantitativa, a RMN tem sido utilizada para
determinar a constante de dissociagdo (Kd) das interagbes proteina-ligante
(FIELDING, RUTHERFORD; FLETCHER, 2005; FIELDING, 2007), em particular,
para investigar interagdes relativamente fracas (Ka > 10 yM), que séo dificeis de
serem investigadas por outros métodos biofisicos (ROWE, 2011).

As abordagens experimentais envolvendo RMN que vém sendo utilizadas
nessa area podem ser divididas em dois grupos: o primeiro que envolve a analise do
espectro de RMN da proteina e, o segundo no qual os espectros de RMN do ligante
sao analisados (AGUIRRE; CALA; KRIMM, 2015).

A primeira abordagem monitora as mudangas dos deslocamentos quimicos
dos sinais das proteinas causadas pelas interagbes com o ligante e a estrutura 3D
do complexo proteina-ligante pode ser resolvida recorrendo aos experimentos
heteronucleares realizados com amostras de proteinas marcadas isotopicamente
(3C, ™N, 2H). As principais desvantagens dessa abordagem sdo o tempo
experimental e a necessidade da obtencdo de proteinas com alta estabilidade e
solubilidade (CALA; GUILLIERE; KRIMM, 2014).
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Por outro lado, a abordagem que analisa as propriedades dos ligantes é
mais interessante, devido a maior sensibilidade e por fornecer espectros de RMN
mais simples e resolvidos, quando comparados aos espectros de proteinas
(FIGUEIREDO; MARSAIOLI, 2007). Através dessa abordagem, o epitopo do ligante
(a superficie de contato da macromolécula-ligante) é obtido por meio dos
experimentos de RMN usando o deslocamento quimico, relaxagao longitudinal (T+1),
relaxagao transversal (T2) (através da largura de linha), difusdo e transferéncia de
magnetizacédo (FIELDING, 2007). A transferéncia de magnetizacao através do Efeito
Nuclear Overhauser (NOE) é considerado o state-of-the-art no que diz respeito ao
estudo de interagdo macromolécula-ligante sobre o ponto de vista do ligante. Dentre
os experimentos que se baseiam no NOE destacam-se o Transferred Nuclear
Overhauser Effect (tr-NOE), Water-Ligand Observed via Gradient SpectroscopY
(WaterLOGSY) e Saturation Transfer Difference (STD).

1.1.3 Efeito Nuclear Overhauser (NOE)

O Efeito Nuclear Overhauser (NOE) foi descrito pela primeira vez ha mais de
60 anos. O NOE é a mudanga na area do sinal de um nucleo causada pela
saturagao do sinal de um segundo nucleo (OVERHAUSER, 1953). Essa alteragao é
resultado da transferéncia de polarizagdo via mecanismos de relaxagao spin-rede
entre nucleos que apresentam acoplamentos dipolares. A magnitude dessa
interagcdo pode ser expressa como uma diferenga relativa de intensidades no
equilibrio (lo), e na presenca do efeito de NOE (1) (EQUACAO 4).

n,{5} = f;ﬂ*’n EQUAGCAO 4

A equacao 4 representa o efeito NOE sentido pelo nucleo | quando o nucleo

S é perturbado, sendo | e lo a intensidade do sinal na presenca e auséncia de
irradiagéo do nucleo S.

Considerando um sistema homonuclear de dois nucleos | e S de spin 72 que

nao apresentam ligagdes quimicas entre si, logo ndo partilham acoplamento escalar

(J1s = 0 Hz), no entanto encontram-se suficientemente proximos espacialmente para

que ocorra entre ambos um acoplamento dipolar (acoplamento espacial entre dois
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spins nucleares através da sua componente magnética) (FIGURA 2a) (CLARIDGE,
2009).

Na parte superior da FIGURA 2b é possivel observar que ocorre uma
saturagao dos spins nucleares S, ou seja, a diferenga populacional nos dois estados
energéticos (as e PBs) passou a ser nula (CLARIDGE, 2009). Através da relaxagao
longitudinal dos spins, o sistema ira procurar atingir um novo equilibrio térmico. As
vias pelas quais ira ocorrer a relaxagao de spin sao:

1. Transi¢cbes de duplo quantum (Wais) que representam a probabilidade de
ocorrer transicdes entre niveis energéticos pB-aa. Com o intuito de restabelecer o
equilibrio térmico das populagbes dos spins nucleares S, 0s spins nucleares nos
estados BB irdo relaxar para aa, promovendo um aumento da diferengca entras as
populagdes | (a1 e Bi), e consequentemente sera observado um aumento da
intensidade da ressonancia do nucleo |. Este fenbmeno é denominado de NOE
positivo.

2. Transi¢cdes de zero quantum (Wois), que descrevem a probabilidade de
ocorrer transi¢cdes entre niveis energéticos aifs e asfi. Analogamente ao mecanismo
descrito anteriormente, havera relaxagdo de spin de asPi para aifs, promovendo
consequente uma diminuicdo das diferencas de populagdes entre os distintos
estados energéticos relativos aos spins nucleares de |. Este fenbmeno ira promover
uma diminuicdo da intensidade da ressonéncia associada a esse nucleo - NOE

negativo.
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FIGURA 2. DIAGRAMAS DE NIiVEL DE ENERGIA E DIFERENCAS DE POPULACAO PARA DOIS
SPINS S E I, QUE COMPARTILHAM UM ACOPLAMENTO DIPOLAR.
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FONTE: Adaptado de CLARIDGE, 2009.

LEGENDA: (a) em equilibrio, (b) apds saturacao instantdnea dos spins S, (c) apds relaxamento via
processos W2 e (d) apds relaxamento via processos Wo. abaixo de cada um estdo os espectros
correspondentes.

A equacao de Solomon para o NOE resume o que até agora foi
estabelecido, pois considera todas as varias taxas de relaxacdo envolvidas
(EQUACAO 5):

_ ¥z W, -, — ¥5 |5 ]
mis}= v [W,,HLFL +W3] o [@] EQUACAO 5
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onde oOis: representa a taxa de relaxacdo cruzada para os dois spins e pis:
taxa de relaxacéo longitudinal dipolar total do spin I.

O sinal do NOE ira depender da eficiéncia dos processos de relaxagao
cruzada (ois). Quando os processos de relaxagcdo através das transigcbes W2
prevalecem, o sinal do NOE assume magnitude positiva e quando a relaxagao
ocorre por transicdes Wo a fungdo assume magnitude negativa. Vale-se ressaltar
que durante o experimento a transicdo W+S encontra-se saturada, ndo podendo
ocorrer relaxagdo por esta via, entretanto a via de relaxagdo W1' encontra-se livre
podendo reduzir ou até mesmo anular o efeito NOE.

Em outras palavras, o NOE esta intrinsicamente ligado ao tempo de
correlagdo (1c) das moléculas ligadas e livres. Portanto, para pequenas moléculas
que se movimentam rapidamente (wotc < 1), sdo observados NOE positivos com um
aumento maximo de sinal de 50%. Em contrapartida, para grandes moléculas com
movimentos lentos (woTc > 1), um NOE negativo maximo de —100% €& observado. Ja
para aquelas moléculas que apresentam movimentos intermediarios com o produto
woTec = 1, os efeitos de NOE sdao muito pequenos, praticamente nulos (FIGURA 3)
(AGUIRRE; CALA; KRIMM, 2015).
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FIGURA 3. RELAGAO DO AUMENTO DA INTENSIDADE DO SINAL PROVENIENTE DO NOE (n)
PELO PRODUTO wortc.
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Fonte: Adaptado de AGUIRRE; CALA; KRIMM, 2015.

LEGENDA: wo: frequéncia do espectrometro e 1c: tempo de correlagdo da molécula.

Em outras palavras, quando uma molécula pequena se liga a uma
macromolécula, essa assimila caracteristicas intrinsecas da macromolécula e adota
o NOE correspondente, ou seja, passa a apresentar fortes NOEs negativos, que
refletem a conformacdo do ligante no estado complexado (ESQUEMA 1). Dessa
forma, a ligagdo de um ligante a um receptor macromolecular pode facilmente ser
diferenciado através da fase e da intensidade do NOE observado (CARLOMAGNO,
2005).
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ESQUEMA 1. PROPRIEDADES DE RMN DE MACROMOLECULAS E MOLECULAS PEQUENAS

- - Ky = kel = [RELRL g A
Py,  Laney o P
I_/ ﬁv e, y. Lol
g o | | w
| R |
| _'., '-._
'l.\ /_ -{_ \-\u\_ #./:
e = Ken —y
Propriedades de L Mov. Browmiano lento:  Mov. Browniano rapido:

relaxacdo rapida; NOE  relaxacdo lenta; NOE

S e negativo; difusdo lenta  positivo; difusdo rapida

FONTE: Adaptado de PELLECCHIA; SEM; WUTHRICH, 2002.

Nos experimentos de tr-NOE sado utilizados pulsos de alta poténcia para
alterar o estado fundamental de equilibrio dos spins nucleares que durante o tempo
de mistura (Tm) retornam ao equilibrio como consequéncia do processo de relaxagao.
Os tr-NOEs intramoleculares s&o usualmente muito maiores do que os
intermoleculares. Sendo os tr-NOEs intramoleculares a chave para definir as
conformagdes do ligante complexado, enquanto os tr-NOEs intermoleculares,
permitem a determinagcdo da orientagdo do ligante complexado no sitio ativo da
proteina (MOSELEY; CURTO; KRISHNA, 1995)

1.1.4 O experimento de Saturation Transfer Difference (STD)

Dentre os experimentos de transferéncia de NOE, o de Saturation Transfer
Difference (STD) € o mais difundido, provavelmente, por possibilitar a identificagao
do epitopo de ligacdo do ligante, bem como, as constantes de dissociagédo dos
complexos (MAYER; MEYER, 2001).

Inicialmente, a RMN STD foi aplicada no estudo da interagdo entre
carboidratos e a proteina aglutinina do gérmen de trigo e representa um dos
métodos mais sensiveis e populares de triagem de ligantes (MAYER; MEYER,
1999). Recentes aplicagbes desse experimento demonstraram sua versatilidade.
Fernandes e colaboradores (2014) aplicaram a RMN STD para investigar a
associacdo entre antocianinas e carboidratos. Em outro trabalho, Ko e

colaboradores (2015) caracterizaram o processo de inibicGo da enzima
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adenosinatrifosfatases (ATPase) pela interagdo com a molécula apoptozol que
resulta na indugao do processo de apoptose em células carcinogénicas.

Além disso, foram observados excelentes resultados da aplicagédo da RMN
STD em estudos de interagbes envolvendo aminoacidos imobilizados em suporte
sélidos com nucleotideos (CRUZ et al., 2013), drogas anti-inflamatérias néo
esteroidais e enzimas (VIEGAS et al., 2011a), polifendis e proteinas salivares
(GARCIA-ESTEVEZ et al., 2017; BRANDAO et al., 2017), hidrogéis (RAMALHETE et
al., 2017), bem como, peptideos e receptores heterodiméricos de adesédo da
superficie celular (GUZZETTI et al., 2017).

A RMN STD é uma técnica atrativa devido a diversidade de informagdes que
podem ser obtidas. Por exemplo, uma amostra contendo uma mistura de potenciais
kkligantes pode ser preparada, e as moléculas que interagem com determinado
receptor macromolecular podem ser identificadas simplesmente pela presencga de
sinais no espectro de RMN STD (GAO et al., 2014).

Outra carateristica dessa interessante ferramenta é a possibilidade de
determinar o epitopo de ligagdo do ligante através das intensidades relativas dos
sinais presentes no espectro de RMN STD, o qual fornece informagao sobre a
posicao relativa do ligante em relagdo ao sitio de ligacdo (ANGULO et al., 2008;
MAYER; MEYER, 2001). Isto pode fornecer informacbdes importantes para a
determinacdo da estrutura 3D do complexo proteina-ligante quando combinadas
com as ferramentas da modelagem molecular, uma vez que o0s modelos
tridimensionais podem ser validados comparando os dados experimentais de RMN
STD com os previstos a partir do modelo (KRISHNA; JAYALAKSHMI, 2008).
Avancos recentes, permitem ainda mapear o tipo de residuo proteico (polar, alifatico
ou aromatico) préximo a diferentes regides do ligante através do experimento de
Differential Epitope Mapping Saturation Transfer Difference (RMN DEEP-STD)
(MONACO et al.,, 2017), auxiliando ainda mais a determinagdo estrutural do
complexo proteina-ligante.

Outras vantagens da técnica de RMN STD incluem a menor susceptibilidade
a falsos positivos em comparagdo com outras técnicas espectroscopicas (HARNER,;
FRANK; FESIK, 2013), e quando comparadas com experimentos de RMN baseados
no receptor requer uma quantidade relativamente pequena de proteina sem

marcacao isotdpica e sem limite de tamanho superior para o receptor (> 30 kDa).
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Normalmente, os experimentos de RMN STD sao realizados utilizando
concentragdes em milimolares de ligante e micromolares de proteina. Os
experimentos simples de triagem podem variar de 10 minutos a 1 hora de duragao,
até 1 dia para determinacdo da constante de dissociagdo (Kd). Além disso,
normalmente n&o é possivel o estudo de complexos com alta afinidade (Kda em nM),
uma vez que esses complexos geralmente possuem cinéticas desfavoraveis para
serem observados no experimento de RMN STD (WALPOLE et al., 2019).

O experimento de RMN STD consiste basicamente na aquisicdo da
diferenca de dois espectros (FIGURA 4). No primeiro experimento (on-resonance), a
magnetizacdo dos hidrogénios do receptor é seletivamente saturada via um trem de
pulsos Gaussianos (sequéncia de pulsos com formato Gaussiano). Devido a difusao
de spin, a saturagcdo se propaga rapidamente pelos hidrogénios do receptor via
relaxagao cruzada intramolecular. Se houver a interagcdo com o ligante, a saturagao
€ transferida da proteina para os hidrogénios do ligante que estdo na interface
receptor-ligante via relaxacdo cruzada intermolecular. Em seguida, as moléculas do
ligante que receberam a transferéncia de magnetizagdo devido a interagdo com o
receptor se dissociam e voltam para a solugédo onde seu estado saturado persiste
por causa da pequena velocidade de relaxagao longitudinal do mesmo (MEYER;
PETERS, 2003).

Posteriormente, um experimento de referéncia (off-resonance) & obtido
aplicando um trem de pulsos fora da janela espectral, onde nenhum sinal é
perturbado. Os experimentos on-resonance e off-resonance sao obtidos em um
esquema alternado e subtraidos sequencialmente por meio da ciclagem de fase. O
resultado da diferenca dos espectros fornece somente os sinais dos ligantes que
foram saturados (FIGURA 4) (MEYER; PETERS, 2003).

A intensidade dos sinais no espetro de STD correlaciona-se com a distancia
entre os hidrogénios do ligante e da proteina. Quanto mais préximos os hidrogénios
do ligante estiverem da proteina, mais intenso € o sinal correspondente no espectro
STD devido a transferéncia de magnetizacdo mais eficiente (MEYER; PETERS,
2003).
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FIGURA 4. REPRESENTAGAO DO EXPERIMENTO DE RMN STD.
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FONTE: Adaptado de VIEGAS et al., 2011b.

LEGENDA: O equilibrio entre o ligante livre e ligado ao receptor permite a transferéncia da
magnetizagao intermolecular do receptor para a ligante.

O mapeamento do epitopo do ligante, normalmente, é realizado com base
na amplificagdo da magnetizagéo do sinal que é traduzida pelo fator de amplificagéo
de STD (Astp), assumindo que ndo depende do tempo de saturagdo escolhido
(MAYER; MEYER, 2001) (EQUACAO 6):

Agpp = ofsar, B L, B EQUAGAO 6

I [F] I [Pl

onde, lo é a intensidade do sinal no espectro de referéncia (off-resonance) e
lsat € a intensidade do sinal no espectro saturado (on-resonance). Em outras
palavras, para determinado excesso de ligante [L] em relagdo a proteina [P], utiliza-
se a razao entre as intensidades do espectro STD (Isto = lo - Isat) € 0 espectro de
referéncia lo. Assim, o hidrogénio com o maior Asto € igual a 100%, sendo os
restantes normalizados em relagao a este.

No entanto, as taxas de relaxagao longitudinal significativamente diferentes
dos hidrogénios do ligante podem produzir artefatos na definigdo do epitopo
(MAYER; JAMES, 2004; YAN et al., 2003). Com o intuito de superar esses

problemas Mayer e James (2004) propuseram a utilizagdo do fator de amplificagao
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STD inicial (STDo), que pode ser calculado pelo ajuste das curvas de Astp

experimentais & uma fungdo monoexponencial (EQUACAOQ 7):

Asrp, ) = STD™ (1 — e Featfaat ) EQUAGAO 7

onde Astpisat) € @ area do sinal observado no espectro de STD; STD™Max
representa a assintota da curva de STD; ksat € um fator relacionado as propriedades
de relaxacdo de um determinado hidrogénio que mede a velocidade de saturagao do
sinal no experimento de STD e tsat € 0 tempo de saturacao.

Assim, os valores de Astpbo sao obtidos utilizando a seguinte equagao:

85TD(tsg,)
Btege Eoqr 0

Astpy = = STD™™ x Rogelsrpy = STD™ xkog,

EQUACAO 8

A determinacédo da constante de dissociacao (Kd¢) por RMN é afetada por
diferentes parametros experimentais, em particular, o tempo de saturagdo (tsat)
empregado, a intensidade do sinal no espectro STD e a concentragao do receptor
(ANGULO; ENRIQUEZ-NAVAS; NIETO, 2010). Esses efeitos podem ser removidos
por meio da construgdo de uma isoterma de ligagdo (Langmuir) como fungédo da
concentracao do ligante na amostra pelos valores dos fatores de amplificagcdo STD
inicial (Astoo) (ANGULO; ENRIQUEZ-NAVAS; NIETO, 2010).

Dessa forma, os valores de Astpo obtidos pela Equacao 8 para diferentes
concentragcdes do ligante sdo ajustados a Equacgao 9, analoga a bem estabelecida
equacgao de velocidade da reagao enzimatica (vo) de Michaelis-Menten (JOHNSON,;
GOODY, 2011):

_ lesrplLl X
‘qﬁmum = LoD EQUACAO 9

onde Astpoy € o fator de amplificacdo STD inicial para determinada
concentracao do ligante, asto € o valor de Asto maximo, [L] € a concentragcdo do

ligante e Kq a constante de dissociagao.
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1.2 CALORIMETRIA DE TITULAGCAO ISOTERMICA (ITC)

A calorimetria de titulagao isotérmica (ITC) € uma das principais ferramentas
analiticas utilizadas nos estudos de interagdo entre macromoléculas e ligantes. Essa
técnica permite obter a constante da associagao (Ka), a estequiometria de reacao (n)
e o0s parametros termodinémicos, variagdo de entalpia (AH), variagdo de entropia
(AS) e a energia de Gibbs (AG), em uma unica medida. Além disso, € uma técnica
robusta, de alta sensibilidade e nao apresenta artefatos experimentais (FALCONER,;
COLLINS, 2011).

A aplicacédo dessa técnica tem apresentado excelentes resultados nas mais
variadas areas de estudos (FALCONER, 2016). Por exemplo, na avaliagcédo do
comportamento termodindmico de complexos de coacervatos utilizados no
desenvolvimento de novos produtos e o encapsulamento de compostos bioativos,
como os acidos graxos 6mega-3 e a vitamina D3 (WATER et al., 2014; DONG et al.,
2015; DIARRASSOUBA et al., 2015; ERATTE et al., 2015). Além disso, tem sido
utilizada para a caracterizagdo de interagcbes moleculares, como proteinas-
polissacarideos, proteinas-nanoparticulas, proteina-proteina, proteina-ligante,
drogas-DNA e proteinas-DNA (GROLIER; DEL RIiO; 2009; FALCONER, 2016;
CALLIES; DARANAS, 2016).

A técnica de ITC & baseada no principio de compensacao de calor. O
equipamento € constituido por uma seringa de titulacdo e duas células iguais (uma
célula de referéncia e outra de reacgédo), que devem ser mantidas na mesma
temperatura. A seringa de titulagao é carregada com o titulante, a célula de reacao é
preenchida com a espécie a ser titulada e a célula de referéncia é preenchida com
agua ultrapura (FIGURA 5A).

O experimento é realizado por inje¢des sequenciais do titulante na célula de
reacao, com intervalos entre cada inje¢cdo. Durante a inje¢ao da aliquota do titulante
na célula de reacao, a seringa de titulagdo homogeneiza o sistema e a reagao se
processa com absorgao ou liberagcdo de calor. Em seguida, os sensores do sistema
registram a diferenca de calor entre as células de reagao/referéncia e acionam o
sistema de aquecimento/refrigeracdo para manter as duas células sob a mesma

temperatura, antes da proxima injecao (FIGURA 5B-C). Apds algum tempo a espécie
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titulada é totalmente saturada e o instrumento detecta somente a mudancga de calor
devido a diluicao do titulante no solvente (FIGURA 5D).
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FIGURA 5. REPRESENTACAO DO FUNCIONAMENTO DO EXPERIMENTO DE CALORIMETRIA
DE TITULAGCAO ISOTERMICA (ITC).
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FONTE: Adaptado de SAPONARO, 2018.
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Os dados brutos obtidos no equipamento sdo as curvas de analise que
representam o calor absorvido ou liberado a cada injegdo em fungdo do tempo
(FIGURA 6). A area dos sinais observados nas curvas de ITC é plotada em fungao
da razdo molar gerando uma curva (isoterma de ligagao) que permite a obtengao
dos dados de variagao da entalpia — AH (corresponde a intersecg&o das duas linhas
assintoticas correspondentes para a formacdo de calor minima e maxima),
estequiometria da reacdo — n (controla a posi¢céo do ponto de inflexdo da sigmoide)
e constante de associagcdo — Ka (correspondente a inclinagédo no ponto de inflexao)
(BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012; NUNEZ et al., 2012; FRASCA, 2016)
(FIGURA 6).

FIGURA 6. REPRESENTACAO DO APARATO DE ITC, DADOS BRUTOS DE UM EXPERIMENTO E
A ISOTERMA DE LIGAGCAO AJUSTADA COM O MODELO DE ONE SET OF SITES
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FONTE: Adaptado de FRASCA, 2016.
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1.3 A DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

A doencga renal crénica (DRC) é definida basicamente como a perda
progressiva e irreversivel da capacidade dos rins de filtrar o sangue e assim eliminar
do organismo as substéncias organicas exogenas e endogenas (NEIRYNCK et al.,
2013). Dessa forma, as concentracoes dessas substancias aumentam gradualmente
com o progresso da DRC, interagindo negativamente com as varias fungbes
bioldgicas. Nesse cenario, esses compostos sdo denominados solutos de retengéo
urémica ou toxinas urémicas. Por outro lado, o quadro clinico € caracterizado como
estado urémico ou uremia (literalmente, “urina no sangue”) (BARRETO et al., 2014).

A DRC esta associada a um conjunto de complicagdes envolvendo varios
sistemas de 6rgaos importantes, que incluem anemia, disturbios minerais e 6sseos,
neuropatia periférica, disfungdo cognitiva, aumento de infeccbes e desnutricdo
(YANG et al., 2011; BELLO et al., 2017).

Embora haja avangos significativos na terapia de dialise e na compreenséo
da fisiopatologia da DRC, a taxa anual de mortalidade de pacientes portadores de
DRC é elevada devido principalmente as complicagcdes relacionadas a doenca
cardiovascular decorrente do acumulo das toxinas urémicas (COHEN; HORL, 2012;
HAUSER et al., 2008; RONCO; CLARK, 2018).

1.3.1 Toxinas urémicas e albumina sérica humana

As toxinas urémicas sao substancias organicas que em condi¢gdes normais
sdo excretadas pelos rins, mas que sao retidas no organismo quando a fungao renal
esta prejudicada (COHEN et al., 2007). Além disso, algumas caracteristicas
precisam ser observadas para que uma substancia seja denominada de toxina
urémica, dentre elas a quantificagdo em fluidos corporais; aumento de sua
concentracdo e relagdo com um ou mais sintomas da uremia; bem como o
decréscimo da concentragdao dessa toxina quando o paciente for tratado e obtiver
uma melhora no quadro clinico da uremia e, por fim, deve-se observar os efeitos
urémicos semelhantes aos encontrados na uremia em ensaios realizados in vivo ou
in vitro (GLASSOCK, 2008).
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A classificagdo das toxinas urémicas é realizada com base nas suas
propriedades fisico-quimicas e remocao por dialise, de acordo com essas

caracteristicas elas podem ser divididas em trés tipos (BARRETO et al., 2014):

e Moléculas livres com massa molar < 500 gmol-' e sollGveis em agua. Por
exemplo, a ureia e a creatinina que podem ser removidas facilmente por

dialise;

e Moléculas médias com massa molar > 500 gmol-'. Os compostos desse
grupo sao geralmente peptideos, tais como: 32-microglobulina e a leptina,
€ sao apenas removiveis por membranas de porosidade grande durante o

processo de dialise;

e Moléculas ligadas as proteinas, tais como: indoxil sulfato (IS) e p-cresil
sulfato (PCS) que apesar de apresentarem baixa massa molar, sdo de
dificil remogcdo por didlise devido a interagdo com as proteinas

plasmaticas.

Nos ultimos anos, estudos tém investigado a interagdo das toxinas urémicas
com as proteinas devido a sua alta toxicidade (POVEDA et al., 2014; GRYP et al.,
2017; LIU, TOMINO; LU, 2018). Dentre estas toxinas avaliadas, podemos citar o
PCS, que pode exercer varios efeitos nocivos no organismo. Esse composto € um
produto da sulfatacdo do p-cresol (PC), proveniente da fermentacdo dos
aminoacidos aromaticos tirosina e fenilalanina pela microbiota bacteriana no
intestino grosso (WATANABE et al., 2012). Outra toxina urémica proveniente do
metabolismo de proteinas ingeridas na dieta € o indoxil sulfato (IS) sendo um
derivado sulfatado do aminoacido triptofano (WATANABE et al., 2012) (FIGURA 7).
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FIGURA 7. REPRESENTACAO DO METABOLISMO DAS TOXINAS UREMICAS (PCS E IS) NO
SISTEMA BIOLOGICO.
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FONTE: Adaptado de MEIJERS; EVENEPOEL, 2011.

Um dos primeiros estudos realizado in vitro demonstrou que o PCS causa o
aumento do estresse oxidativo em leucocitos, o que sugere que este composto pode
contribuir para a propens&o do dano vascular em pacientes com DRC (SCHEPERS
et al., 2007). Além disso, dados mostraram que o PCS estimula a liberagao de
microparticulas endoteliais, um marcador de dano endotelial (MEIJERS et al., 2009),
induz estresse oxidativo tanto nas células endoteliais da veia umbilical humana,
quanto nas células musculares lisas vasculares humanas (GROSS et al., 2015) e
tem efeitos pro-apoptoticos e pro-inflamatorios sobre as células epiteliais tubulares
proximais humanas, os quais podem em conjunto com outros fatores levar ao
estresse oxidativo, promovendo a progressdao da DRC (POVEDA et al., 2014). De
acordo com Han e colaboradores (2015), o PCS também induz a atividade da
enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) e a produgao
de espécies reativas de oxigénio em cardiomiocitos, facilitando a apoptose cardiaca
resultando em disfungéo diastélica em camundongos nefrectomizados.

Comumente, a concentragcao de PCS no sangue de individuos saudaveis é
cerca de 6 uM, porém em pacientes em estagio final de DRC essa concentragao
aumenta para valores superiores a 300 uM. Esse aumento na concentragdao pode
ser associado a interacao do PCS com as proteinas plasmaticas, o que resulta na
eliminagdo de apenas cerca de 29% do PCS via hemodialise (BERGE-LEFRANC et
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al., 2010). O acumulo dessa toxina nesses pacientes tem sido associado com o
surgimento de lesdes vasculares, mortalidade e ativagdo de leucdcitos na produgao
de radicais livres (GRYP et al., 2017).

Em relacdo ao IS, estudos clinicos demonstraram que ha um aumento
gradual na concentragao sérica dessa toxina em pacientes portadores da DRC ao
longo dos estagios da doenga, sendo esta diretamente associada com a calcificagao
de aorta e rigidez vascular (BARRETO et al., 2009). Segundo Yang e colaboradores
(2012) foi observado em células endoteliais humanas tratadas com IS que a
producao de o6xido nitrico (NO) e 6xido nitrico sintase endotelial fosforilado (eNOS)
diminuiram, enquanto a produgdo de MCP-1 aumentou significativamente. Além
disso, as altas concentragdes de IS induziram o estresse oxidativo na aorta e nos
rins em ratos do tipo Sprague-Dawley com insuficiéncia renal (KOIZUMI et al., 2014).

Estudos demonstram ainda que o mecanismo pelo qual o IS gera este
estresse envolve seu transporte para dentro da célula através dos transportadores
OATs (OAT1 e OATS3), na qual a enzima NADPH oxidase ativa células endoteliais,
tubular renal e células mesangiais glomerulares (DEVINE et al., 2014; KOIZUMI et
al., 2014).

Em individuos saudaveis a taxa de excrecdo média do IS varia de 50-70
mg/dia (BARRETO et al., 2014). Entretanto, assim como acontece com o PCS, em
pessoas no estado de uremia ha o aumento dessa toxina no organismo. Nesses
pacientes, cerca de 90% do IS encontra-se ligado a proteinas, principalmente a
albumina sérica humana (HSA) (LEONG; SIRICH, 2016). Tal interagao prejudica a
remogao do IS por hemodialise, uma vez que impede a sua passagem pelas
membranas de dialise (LEONG; SIRICH, 2016).

Dentre as proteinas presentes no plasma sanguineo, encontra-se a albumina
sérica humana (HSA) que é a proteina mais abundante e desempenha uma ampla
variedade de fungdes no meio biolégico, contribuindo com 80% da pressdo osmética
sanguinea e sendo essencialmente responsavel pela manutengdo do pH do sangue
(KRAGH-HANSEN, 1981). Além disso, atua como uma proteina de transporte e de
armazenamento temporario para numerosos compostos endogenos e exdgenos
(KRAGH-HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002). Uma extensa revisdo sobre os
aspectos genéticos, bioquimicos, biomédicos e biotecnologicos dessa proteina foi

realizada por Fanali e colaboradores (2012).
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A estrutura primaria da HSA é constituida basicamente por uma unica cadeia
polimérica que contém 585 residuos de aminoacidos totalizando uma massa
molecular aproximada de 66 kDa. Essa cadeia polimérica pode ser dividida em trés
grandes dominios (I, Il e lll) que séo divididos em dois conjuntos de subdominios (A
e B) (FIGURA 8, p. 36). Além disso, a estrutura da HSA também pode ser dividida
em seis sitios de ligacado, baseados na afinidade de seus ligantes, como pode ser
observado a seguir (KRAGH-HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002; FASANO et al.,
2005):

e sjtio | (localizado no subdominio IlIA, tem preferéncia por anions

heterociclicos pequenos);

e sjtio Il (localizado no subdominio IlIA, tem preferéncia por &acidos

carboxilicos aromaticos);

e sitios lll e IV (afinidade por acidos graxos de cadeia longa);

e sitio V (localizado no subdominio IA, regido onde estd o aminoacido

Cis34, tem preferéncia por ions metalicos como Au, Ag, Hg e Cd);

e sitio VI (também chamado de N-terminal), composto pela sequéncia dos
trés aminoacidos (Asp-Ala-His), esta localizado no inicio da cadeia

polimérica e possui afinidade por ions metalicos como o Cu e Ni.
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FIGURA 8. ESTRUTURA DA HSA.
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FONTE: Adaptado de FANALI et al., 2012.

LEGENDA: Representacéo dos trés dominios da HSA e os subdominios A e B (dominio IA, em azul;
dominio IB, em ciano; dominio IIA em verde escuro; dominio IIB em verde claro; dominio IlIA em
amarelo; dominio IlIB em vermelho).

Por apresentar diversos sitios ativos, a interacdo da HSA com as toxinas
urémicas tem sido alvo de estudos que visam entender o papel dessa proteina no
carreamento desses compostos. De acordo com Bergé-Lefranc e colaboradores,
(2010) foi observado que as toxinas PC e PCS se ligam a HSA com afinidade
moderada a 25 °C e fraca a temperatura fisiolégica de 37 °C, sendo que os locais de
ligacdo das duas moléculas sdo idénticos ou muito proximos. Em outro trabalho
realizado por Watanabe et al. (2012) foi observado que as toxinas PCS e IS tém
maior afinidade pelo sitio de ligacao Il da HSA e que ambas as moléculas competem

pelo mesmo sitio. Dessa forma, ha uma preocupagdo no que se refere a
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compreensao do fendbmeno de interagdo dessas toxinas com as proteinas, em
especial com a HSA. Essas interagdes podem ter um impacto direto sobre a
eliminacao desses compostos.

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar os
mecanismos de interacdo entre a HSA e os compostos PCS e IS. Para o
cumprimento dos objetivos do projeto, foram utilizados, principalmente,
experimentos de RMN STD e ITC visando entender o papel dessa proteina na
eliminacdo dessas substancias do organismo de pacientes acometidos com a

doenca renal crénica.
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Caracterizar e elucidar os tipos de interagdes intermoleculares entre as

toxinas urémicas (PCS e IS) e a HSA.

2.1.2 Objetivos especificos

v Realizar o mapeamento dos epitopos das toxinas PCS e IS através dos
experimentos de RMN STD;

v Determinar as constantes de dissociacédo (Kd) das toxinas PCS e IS na

presenca da HSA;

v/ Avaliar o efeito da temperatura e do aumento da forga ibnica nas
constantes de dissociagdao (Kd) das toxinas PCS e IS na presenca da
HSA;

v Avaliar os potenciais sitios de ligagdo de cada toxina através de
experimentos RMN STD utilizando compostos inibidores especificos de

sitios de ligacdo da HSA, como o diazepam (sitio Il);

v’ Determinar as constantes de associacdo (Ka) e parametros
termodinamicos (entalpia, entropia e energia livre de Gibbs) de cada
toxina (PCS e IS) na presenga da HSA utilizando a técnica de
calorimetria por titulagdo isotérmica (ITC), visando corroborar com os
dados obtidos por RMN.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 INFORMACOES GERAIS

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes: albumina de soro
humano 20% (Alburex®), albumina de soro humano 299% (Sigma-Aldrich®), indoxil
sulfato (Sigma-Aldrich®), p-cresol (Sigma-Aldrich®), acido clorosulfénico (Vetec®),
hidroxido de potassio (Neon®), cloreto de sédio (Neon®), fosfato de sddio bibasico
(Merk®), fosfato de sodio monobasico (Merck®), etanol (Emsure®), cloroférmio
(Tedia®), metanol grau HPLC (Tedia®) piridina (Vetec®) e agua deuterada 99,9%
(CIL®).

As analises por cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio para HPTLC ALUGRAM® RP-18 W, com
indicador UV254, recortadas em dimensdes de 1,5 por 3 cm. As eluicbes foram
feitas empregando solventes orgéanicos puros ou combinados, e as revelagdes das
placas foram realizadas em uma camara com luz UV (254 nm) e iodo sublimado.

A andlise de espectrometria de massas (EM) foi realizada em um
espectrometro LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific) pertencente ao Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana (UFPR), com
analisador de massas do tipo ion trap linear, equipado com uma fonte de ionizagao
por eletrospray (ESI) programada para operar no modo positivo e negativo de
aquisicao. As informagdes foram registradas pelo modo de aquisi¢do continua,
disponivel no X-calibur. A amostra foi diluida a 10 ppm em metanol grau HPLC e
injetadas diretamente no espectrémetro de massas. A faixa monitorada foi de m/z
50-800 Da.

Os espectros de dicroismo circular (DC) foram obtidos usando o
espectrofotometro JASCO J-815 equipado com uma unidade de controle de
temperatura.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni e bidimensionais (RMN
1D/2D) foram adquiridos em um espectrometro Bruker Avance 111-600 operando a
14,1 Tesla (observando os nucleos de 'H e '3C a 600 MHz e 150 MHz,
respectivamente) equipado com uma sonda 5 mm trinuclear TXI com detecgao

inversa e gradiente no eixo z.
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As curvas de de calorimetria de titulagao isotérmica foram obtidas em um

calorimetro modelo ITCz200, da MicroCal (Northampton, Estados Unidos).
3.2 PURIFICACAO DA ALBUMINA HUMANA SERICA (HSA)

Em uma membrana de didlise de celulose Spectra/Por® com cut-off de 8
kDa, a HSA (1 mL) foi submetida a uma didlise fechada por 96 h utilizando uma
solugédo aquosa de NaCl (2 mol L"). A cada 24 h a solugdo salina foi trocada, sendo
gue na ultima etapa foi utilizada apenas agua destilada para a remogao do NaCl. Em
seguida, a HSA foi congelada, liofilizada e posteriormente armazenada a -28 °C. A

pureza da HSA foi avaliada por experimentos RMN de 'H.

3.3 SINTESE DO P-CRESIL SULFATO (PCS)

\©\ 1. HSO4CI, Piridina, 0 °C, 2 min ! \©\ o o |
> Na” :
oH 2 KOHgq), 0°C, 8h. : o050 K* |

A sintese do PCS foi adaptada da metodologia reportada por Feigenbaum,;
Neuberg (1941). Em um baldo de 25,0 mL, equipado com agitagcdo magnética em
banho de gelo, foi adicionado p-cresol (PC) (1,0 g; 9,2 mmol) dissolvido em piridina
(4,0 mL). Na sequéncia, foi adicionado gota a gota acido clorosulfénico (0,9 mL; 13,9
mmol) e posteriormente, uma solugdo de hidroxido de potassio (4,0 mol L") foi
adicionada até a mistura reacional atingir pH 12. A reagao foi mantida sob agitacéo,
de 0 °C a temperatura ambiente, por 8 horas e o produto monitorado por
cromatografia de camada delgada (CCD) eluida com metanol:cloroformio (9:1).

Entdo, em um funil de separacao, a mistura foi lavada com éter (2 x 10 mL)
e a fase aquosa foi evaporada sob pressdo reduzida em um rotaevaporador. O
sélido laranja obtido a partir da fase aquosa foi purificado por uma etapa de
cristalizacdo em etanol a quente (5 x 10,0 mL). As porcdes alcodlicas foram

combinadas e o solvente removido sob pressdo reduzida sem aquecimento. O
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produto foi obtido como um sélido laranja com rendimento de 90% e a estrutura

confirmada por RMN e espectrometria de massas.
3.4 PREPARO DA SOLUCAO TAMPAO FOSFATO DE SODIO (PBS)

A solucdo tampao fosfato de sodio pH 7,2 foi preparada pela adicdo de
fosfato de sodio dibasico (146,2 mg), fosfato de sd6dio monobasico (26,2 mg) e
cloreto de sédio (2,6 mg) em D20 (5,0 mL) a temperatura ambiente. Em seguida, a

solucao foi sonicada por 3 min até a completa dissolucédo dos sais.
3.5 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR (DC)

Os espectros foram obtidos usando cubetas de quartzo com caminho ético
de 1 cm. O nitrogénio foi utilizado como gas de purga em um fluxo de 10 L min-'. A
concentragdo de HSA utilizada nos experimentos foi de 0,02 mg mL"' em &gua
ultrapura, contendo 50 mM de PBS, pH 7,2, 50 mM de NaCl, 25 °C.

A estabilidade térmica da HSA foi avaliada fixando o comprimento de onda
em 209 nm e elevando-se a temperatura de 25 a 100 °C com uma taxa de
aquecimento de 1 °C por minuto. Logo apds o sistema foi resfriado de 100 a 25 °C.

A elipticidade residual molar média ([0]) foi calculada utilizando uma massa
molecular de 66,437 kDa e um numero de residuos de aminoacidos igual a 585

usando a relagao da Equacao 10.

[g] = L= EQUACAO 10

(Cxlxmn)

Onde 6 é o grau de elipticidade (graus), / € o comprimento 6ético (cm), C é a
concentragédo (mg ml-'), M é a massa molecular (kDa) e n é o nimero de residuos de
aminoacidos na proteina. A [0] é dada em graus cm? dmol' (CORREA; RAMOS,
2009).
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3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES DE RMN

Todas as amostras foram preparadas em tubos de RMN de 5 mm com
volume final de 600 yL de D20 (99,9 %) e para os experimentos de RMN STD foram
adicionados 50 mM de PBS (pH 7,2) e 50 mM de NaCl mantendo-se o volume final
igual a 600 uL.

A avaliagédo dos parametros do experimento de RMN STD (frequéncia de
offset do espectro on resonance) e a duragéo da trava de spin (sequéncia de pulsos
que permite manter a magnetizagcdo no plano transversal por certo tempo) foi
realizada utilizando-se uma amostra de IS e HSA com razao ligante/proteina igual a
50/1. Essa mesma relagao foi utilizada para os experimentos de mapeamento do
epitopo de cada ligante.

Enquanto para os experimentos de titulagdo por RMN STD, a concentragao
do ligante variou de 0,8 a 4,0 mM, com relagdo a razao entre ligante e proteina, os
experimentos foram realizados variando-se o excesso de ligante (L) em relagéo a

proteina (P) de 20 a 100 vezes, como pode-se observar na TABELA 1.

TABELA 1. CONDIGCOES GERAIS UTILIZADAS PARA O EXPERIMENTO DE TITULAGAO POR
RMN STD

Excesso de ligante [P] [L]
[L)/ [P] (M) (mM)
20 40 0,8
30 40 1,2
40 40 1,6
50 40 2,0
80 40 3,2
100 40 4,0

3.7 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H

Antes da aquisicdo dos experimentos de RMN de 'H e STD, o shimming foi
otimizado e o angulo de 90° foi calibrado automaticamente usando o comando
“pulsecal’. Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos com as sequéncias de

pulso zgesgp ou comgprid que pré-saturam o sinal residual da agua, cada ciclo foi
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obtido com tempo de espera antes de cada aquisi¢gdo (d1) igual a 2 s sendo
repetidos até acumular 32 transientes e janela espectral igual a 12019,23 Hz. Os
deslocamentos quimicos foram calibrados em relagcdo ao sinal do 2,2,3,3-Das-

trimetilsililpropionato de sddio tetradeuterado — TMSP-d4 (0,0 ppm).

3.8 AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN STD

A aquisicao dos espectros de RMN STD foi realizada utilizando a sequéncia
de pulsos com supressao de agua, presente na biblioteca da Bruker, stdiffesgp. 3.

Inicialmente, foi realizada a otimizagao de dois parametros presentes na
sequéncia de pulso do experimento STD que devem ser avaliados para cada tipo de
proteina especifica. O primeiro deles é a frequéncia de offset do espectro on-
resonance, dessa forma avaliou-se os seguintes valores de offset. 600, 450, 300, -
300 e -600 Hz. O segundo parametro se refere a trava de spin (d29), sendo assim
foram avaliados os tempos de 20, 30 e 40 ms. A irradiagcdo fora da faixa de
frequéncia dos sinais da proteina foi realizada em 24000 Hz (fora da janela
espectral) onde nenhum sinal da proteina ou do ligante estao presentes. A saturagéo
seletiva dos hidrogénios da proteina foi realizada por um trem de pulsos gaussianos
com duragcdo de 50 ms cada, separados por um intervalo de 1 ms. O tempo de
espera entre cada aquisicédo (d1) foi de 5 s, numero de transientes (NS) igual a 256
e janela espectral de 9000 Hz (15 ppm).

As condicdes de aquisi¢cao dos espectros de RMN STD para o mapeamento
do epitopo dos ligantes e para os experimentos de titulagdo foram idénticas as
anteriormente descritas. A regido espectral de excitagcdo do espectro on-resonance
foi fixada em 0,75 ppm e a trava de spin igual a 40 ms. Além disso, nos
experimentos de titulagdo o tempo de saturacéo (d20) foi variado em 0,5, 0,75, 1,0,
1,5, 2,0, 2,5, 3,0 e 4,0 s para cada razao [L]/[P], totalizando 48 experimentos.

A avaliacdo do efeito da temperatura e do aumento da forga ibnica nas
constantes de dissociagdo (Kq) de cada toxina (PCS e IS) com a HSA foi realizada
utilizando experimentos de titulagdo por RMN STD, elevando-se a temperatura para
37 °C e a quantidade de cloreto de sddio para 200 mM, respectivamente.

A avaliacdo do potencial sitio de ligagdao do PCS com a HSA foi realizada
utilizando o experimento de competicdo por RMN STD, no qual o composto PCS foi

titulado em uma solugéo contendo 2 mM de diazepam e 40 uM de HSA (50:1).
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3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES DE ITC

Uma solugao de 0,1 mM de HSA foi preparada em solugédo tampao de PBS
(50 mM; pH 7,2) contendo 50 mM de NaCl. As solugbes de PCS (10 mM) e IS (30
mM) foram preparadas em solu¢do tampao de PBS (50 mM; pH 7,2) contendo 50
mM de NaCl. Ambas as solu¢des foram filtradas e degaseificadas por 10 minutos

antes da realizacdo das analises.

3.10 ANALISES DE ITC

A metodologia desenvolvida para as analises de ITC foi baseada no trabalho
de Bergé-Lefranc et al. (2014). A célula de referéncia foi preenchida com 200 L de
agua deionizada, enquanto a célula de reacdo foi preenchida com o mesmo volume
de solugao de proteina HSA. Foram injetadas sequencialmente 30 aliquotas de 1,3
ML das solugdes de PCS ou IS.

Cada injecao teve uma duragao de 1,5 s e um intervalo de 120 s entre as
sucessivas injecoes. A temperatura da solugado da célula de titulagao foi mantida a
37 °C e a solugao foi agitada a 1000 rpm em todos os experimentos para assegurar
a homogeneizacéo do sistema durante as titulagbes. As medidas de ITC foram
conduzidas em duplicata e os resultados foram reportados como a média das
titulagdes. SEnod a primeira injecao relaizad com menor volume de toxian

O calor de diluigao da titulagao do branco da proteina com a solugao tampéao
foi subtraida dos dados brutos. O software Microcal ORIGIN 7.0® do ITC foi utilizado

para o tratamento dos dados coletados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 PURIFICACAO DA ALBUMINA HUMANA SERICA (HSA)

A etapa de purificagdo da HSA foi realizada visando a eliminagdo dos
compostos acetiltriptofanato de sodio e caprilato de soédio contaminantes presentes
na composi¢cdo do medicamento Alburex® (FIGURA 9). Através da analise do
espectro de RMN de 'H (FIGURA 10b) é possivel determinar a presenga de varios
sinais relativos a HSA (sinais alargados devido a rapida relaxagao transversal da
macromolécula) bem como sinais relativos aos compostos de baixa massa molar

presentes tanto na regiao de hidrogénios aromaticos quanto na regiao alifatica.

FIGURA 9. ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS PRESENTES NO MEDICAMENTO ALBUREX®.
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A presenca desses compostos torna-se ainda mais evidente quando utilizada
a sequéncia de pulsos comgprid na aquisicdo do espectro de RMN de 'H (FIGURA
10a). Basicamente, a sequéncia de pulsos comgprid se caracteriza pela aplicagao
de um pulso inicial de RF de 90°, seguido de um pulso de RF de 180° e a aquisicao
de uma sequéncia de ecos de spin [90°-(1-180°-1)n-FID], onde 1 (d20) representa os
intervalos entre os pulsos de 180° e n (I4) o numero de vezes em que a sequéncia &
repetida. Portanto, ao selecionar o d20 apropriado pode-se eliminar os sinais da
proteina, devido a perda de coeréncia de fase oriunda do curto tempo de relaxagao
transversal inerente as macromoléculas.

Sendo assim, avaliando-se os espectros de RMN 'H da HSA apds o
procedimento de dialise, nenhum sinal referente aos contaminantes foi observado
(FIGURAS 11a e 11b).
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FIGURA 10. ESPECTROS DE RMN DE 'H DA HSA ANTES DA PURIFICACAO. (A) comgprid COM
T =200 ms e (B) zgesgp (600 MHz, 25 °C, D20).

FIGURA 11. ESPECTROS DE RMN DE 'H DA HSA DEPOIS DA PURIFICACAO. (A) comgprid COM
T =200 ms e (B) zgesgp (600 MHz, 25 °C, D20).
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Visando obter informacdes referentes a conformacédo da HSA purificada, foi
adquirido o espectro de dicroismo circular (DC). Com base nos resultados obtidos,
pbdde-se observar no espectro duas bandas negativas em 209 e 221 nm,
caracteristicas da estrutura a-hélice da HSA (GAO et al., 2004), indicando que o
processo de purificagdo empregado ndo causou alteragdes na estrutura secundaria
da HSA (FIGURA 12).

FIGURA 12. ESPECTRO DE DC DA HSA purificada (pH 7,2, 50 mM DE PBS, 50 MM DE NaCl, 25
°C).
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Além disso, a técnica de DC pode ser usada para estudar a estabilidade de
uma proteina na presencga de condigdes desnaturantes, por exemplo, temperatura e
pH extremos. Conforme a temperatura aumenta, a estabilidade da proteina é
afetada e, portanto, ocorre a perda de estrutura. Dessa forma, a transi¢cao pode ser
facilmente determinada fixando o comprimento de onda onde a diferengca de sinal
entre a proteina enovelada e desenovelada € grande.

Ao avaliar o grafico de DC do experimento de desnaturacdo térmica da HSA,
foi observado que a HSA é estavel até 55 °C e em temperaturas maiores ocorre a
desnaturacao da proteina acompanhada pela perda acentuada da elipticidade,
sendo a temperatura critica calculada igual a 78,8 °C (FIGURA 13). O valor da
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elipticidade em 209 nm a 100 °C ndo € igual a zero indicando que o processo de
desnaturacdo n&o €& completo. Além disso, a diminuicdo da temperatura no
experimento de renaturagcdo nao afeta os valores de elipticidade sugerindo que a
perda da estrutura da proteina € um processo irreversivel nessas condicdes.
Segundo o trabalho de Lang e Cole (2015) empregando a técnica de calorimetria
exploratdria diferencial com uma taxa de aquecimento de 1 K por minuto, a HSA livre
de acidos graxos apresenta a temperatura de desnaturagdo de ~62 °C, porém na
presenca de acidos graxos essa faixa € deslocada para ~75-80 °C, indicando que as
moléculas de acidos graxos nao foram completamente removidas durante o
processo de purificagdo. Entretanto, sob condigdes fisiolégicas normais, ha entre 0,1
a 2 moléculas de acidos graxos ligadas a albumina (CURRY et al.,, 1998),
possivelmente competindo com outros ligantes pelos sitios de ligagdo e conferindo a
proteina uma estabilidade adicional. Dessa forma, diante dos sistemas em estudo
optou-se por dar continuidade no trabalho utilizando essa HSA uma vez que assim a

proteina estaria em uma situacéo mais proxima daquela que ocorre in vivo.

FIGURA 13. VALORES DE ELIPTICIDADE MOLAR RESIDUAL EM FUNGCAO DA TEMPERATURA
PARA HSA purificada (50 mM DE PBS (pH 7,2), 50 mM DE NacCl).
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4.2 SINTESE DO P-CRESIL SULFATO (PCS)

Um composto amorfo de coloragédo alaranjada com rendimento de 90% e
pureza de acima de 98% foi obtido a partir da reacdo do p-cresol com acido
clorosulfonico. Analisando o espectro de RMN de 'H, foi observada a presencga de
dois dupletos caracteristicos de hidrogénios aromaticos de sistema para-substituido
em 0 6,57 (2H, d, J = 8,5 Hz) e 6 6,99 (2H, d, J = 8,5 Hz). Este perfil é facilmente
reconhecido pela presenca de desdobramento de segunda ordem dos sinais
(FIGURA 14).

FIGURA 14. ESPECTRO DE RMN DE 'H DO PCS (600 MHz, 25 °C, D20).
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Pela andlise do mapa de correlagdo direta 'H-"3C HSQC foi observado que
esses sinais correlacionam aos carbonos em 6 121,3 (C-2/C-6) e & 132,9 (C-3/C-5),
respectivamente (FIGURA 15). Verificou-se também, a presenca de um simpleto na
regido de alifaticos em & 2,18 (3H, s) o qual apresenta correlagdo com o carbono em

0 22,1 caracteristico de um grupo metilico ligado a um anel aromatico.
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FIGURA 15. MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-3C HSQC DO PCS (H: 600 MHz, 13C: 150 MHz,
25 °C, D20).
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Pela andlise do espectro de RMN de '*C{'H} (FIGURA 16), observou-se a
presenca de 5 carbonos, sendo 4 aromaticos entre & 166,0 e d 121,3 e um alifatico
em & 22,1, sendo o deslocamento quimico em 166,0 ppm caracteristico de um

carbono aromatico oxigenado.

FIGURA 16. ESPECTRO DE RMN DE "3C{'H} DO PCS (150 MHz, 25 °C, D:0).
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A presenga do substituinte sulfato na molécula foi observada pela analise
por espectrometria de massas (EM) (FIGURA 17), utilizando a técnica de ionizagéo
eletrospray operando no modo negativo de aquisicdo de dados (ESI), que
evidenciou uma molécula desprotonada [M-H]- com m/z 187,08 Daltons compativel
com a férmula molecular C7H7SO4 (calculado 187,19 Da) (FIGURA 17). Dessa
forma, as informagdes contidas nas analises de RMN e EM, corroboraram para

confirmar a sintese do composto p-cresil sulfato (PCS).

FIGURA 17. ESPECTRO DE MASSAS DO PCS (m/z 187,08).
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4.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO EXPERIMENTO DE RMN STD

Antes da aquisicdo dos espectros de RMN STD para o calculo das
constantes de dissociagdo ou para o mapeamento de epitopos, existe um conjunto
de parametros experimentais que necessitam ser otimizados. O primeiro deles foi a
frequéncia de offset do espectro on-resonance. Esse parametro deve ser escolhido
criteriosamente, pois somente os sinais da proteina devem ser irradiados para que a
saturagcdo se propague via relaxagdo cruzada intramolecular entre hidrogénios da
proteina e seja transferida para os compostos complexados por relaxagao cruzada
intermolecular na interface receptor-ligante. Dessa forma, foram avaliadas as
seqguintes frequéncias de offset. 600, 450, 300, -300 e -600 Hz.
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Como pode-se observar nos espectros de RMN STD apresentados na
FIGURA 18, a frequéncia de 450 Hz (0,75 ppm) foi a que apresentou os melhores
resultados, sendo observados todos os sinais do composto IS na regidao espectral
entre 7-8 ppm, auséncia de sinais alargados referentes a HSA e sinais pouco

intensos referentes a possiveis contaminantes na regido entre 0,5-3,5 ppm.

FIGURA 18. ESPECTROS DE RMN STD DO IS VARIANDO A FREQUENCIA DE OFFSET NO
ESPECTRO ON-RESONANCE (600 MHz, 25 °C, D20, pH 7,2).
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O segundo parametro otimizado se refere a trava de spin, chamada de filtro
T1p, que elimina o sinal residual da proteina facilitando a analise. Neste sentido,
foram avaliados os tempos de 20, 30 e 40 ms, sem perdas significativas de
intensidade dos sinais do ligante, conforme apresentado na FIGURA 19.

A andlise dos espectros de RMN de STD permitiu observar que o
experimento referente ao tempo de 40 ms forneceu o melhor perfil espectral, com a
maior atenuagdo dos sinais da proteina e possiveis contaminantes presentes na
amostra, sem perdas significativas de intensidade dos sinais do composto IS

(FIGURA 19). Dessa forma, a frequéncia de offset do espectro on-resonance em 450
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Hz e a trava de spin em 40 ms foram fixadas para os demais experimentos de RMN
STD.

FIGURA 19. ESPECTROS DE RMN STD DO IS VARIANDO A TRAVA DE SPIN (600 MHz, 25 °C,
D20, pH 7,2).
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4.4 MAPEAMENTO DO EPITOPO DO LIGANTE POR RMN STD

Com relagdo ao mapeamento dos epitopos dos ligantes & possivel
observamos que através dos espectros de RMN de 'H ha um alargamento dos sinais
dos compostos na presencga da proteina. Isso ocorre, pois, as moléculas de baixa
massa molar passam a assumir caracteristicas similares as macromoléculas, ou
seja, passam a apresentar tempos de relaxagdo transversal curtos que implicam na
perda de coeréncia de fase dos sinais e, portanto, resultando em sinais mais
alargados (FIGURAS 20 e 21).
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FIGURA 20. ESPECTROS DE RMN DE 'H DO PCS COM E SEM A PRESENCA DA HSA (600 MHz,
25 °C, D20).
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FIGURA 21. ESPECTROS DE RMN DE 'H DO IS COM E SEM A PRESENCA DA HSA (600 MHz, 25
°C, D;0).

IS+HSA

78 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 ppm



58

Com relagdo ao espectro de RMN STD, o processamento € feito como
demonstrado na FIGURA 22, utilizando como exemplo o PCS na presenca de 40 uM
de HSA (razdo molar proteina-ligante igual a 1:100). E realizada a subtragdo dos
sinais presentes no espectro saturado (on-resonance) daqueles sinais presentes no

espectro de referéncia (off-resonance) resultando no espectro da diferenga (STD).

FIGURA 22. EXEMPLIFICACAO DA OBTENGCAO DO ESPECTRO DE RMN STD DO PCS NA
PRESENCA DA HSA (600 MHz, 25 °C, D20, 50 mM PBS, 50 mM DE NaCl).
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Uma vez que todos os espectros de RMN STD foram processados, existem
duas abordagens para realizar o0 mapeamento do epitopo do ligante. A primeira
delas é feita com base na amplificacdo da magnetizagcdo do sinal que é traduzida
pelo fator de amplificagdo de STD (Astp), assumindo que nao depende do tempo de
saturacdo escolhido (MAYER; MEYER, 2001). Portanto, o hidrogénio com o maior
Astp € igual a 100%, sendo os restantes normalizados em relagéo a este.

Porém, as diferentes taxas de relaxagao longitudinal dos diferentes pacotes
de spins podem produzir erros na definicao do epitopo (MAYER; JAMES, 2004; YAN
et al., 2003). Dessa forma, existe uma segunda abordagem proposta por Mayer e

James (2004) que visa suplantar esses problemas, através da utilizagado do fator de
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amplificagdo STD inicial (STDo), que pode ser calculado pelo ajuste matematico dos
dados das curvas de Astp experimentais, levando em conta a area do sinal
observado no espectro de STD, as propriedades de relaxacdo de um determinado
hidrogénio e o tempo de saturagdo utilizado no experimento. Nesse trabalho, o
mapeamento do epitopo foi realizado utilizando o fator de amplificagdo STD inicial
(AsTDO)

Entretanto, visando demonstrar a diferengas entre essas duas abordagens
na TABELA 2 sdo apresentados os mapeamentos dos epitopos do PCS e IS
levando-se em consideragao diferentes tempos de saturagéo (0,5 a 4 s) e o fator de
fator de amplificagdo STD inicial (Astoo) e pode-se observar que o epitopo dos
ligantes podem ser diferentes em fungdo do tempo de saturagcdo escolhido. Por
exemplo, quando utilizado um tempo de saturacédo de 4,0 s, foi observado que os
sinais dos hidrogénios H-2/6 (100%) e H-2 do PCS e IS, respectivamente, foram os
qgue apresentaram maiores fatores de amplificacdo no espectro de STD.

No entanto, quando foram utilizados os valores de Astpo calculados através
de ajustes matematicos reportados por Angulo, Enriquez-Navas e Nieto, 2010
(FIGURA 23), foram observados que os hidrogénios H-3/5 (100%) do PCS e o H-5
(100%) do IS apresentaram maior proximidade com a proteina, indicando que o uso
de tempos de saturagao longos pode causar um decaimento do fator de amplificagao
observado devido aos processos de relaxagao T1, subestimando a interacdo e
proximidade dos ligantes com a proteina. Além disso, em ambas as toxinas o anel

aromatico parece ser fundamental na interagdo com a HSA.

TABELA 2. MAPEAMENTO DE EPITOPOS RELATIVOS AOS VALORES DE Asm PARA
DIFERENTES TEMPOS DE SATURACAO E PARA UM LIMITE DE TEMPO DE SATURACAO QUE
TENDE A ZERO (Astoo)

Epitopo do PCS Epitopo do IS

H-2/6 H-3/5 CHs H-2 H-4 H-5 H-6 H-7

tsat = 0,5 s (%) 95,3 100 89,1 | 84,0 923 916 100,0 757
tsat=0,75s (%) 97,1 100 896 | 942 682 100 93,5 81,3
tsat = 1,0 s (%) 95,8 100 852 | 992 941 97,8 100 88,2
tsat = 1,5 s (%) 98,1 100 86,0 | 98,7 932 100 98,2 931
tsat = 2,0 s (%) 99,5 100 86,3 | 100 951 94,3 94,1 95,5
tsat = 2,5 s (%) 100 99,1 852 | 100 941 96,0 95,1 96,1
tsat = 4,0 s (%) 100 98,8 838 | 100 94,8 92,1 942 951
Astpo (%) 96,4 100 88 93,4 84,6 100 98,2 835
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FIGURA 23. MAPEAMENTO DO EPITOPO DE LIGACAO DO PCS E IS A PARTIR DOS
EXPERIMENTOS DE RMN STD

4.5 ESTUDOS DE TITULACAO POR RMN STD

4.5.1 Determinacao das constantes de dissociagao das toxinas urémicas (PCS e IS)

ligadas a albumina humana

Uma vez definidos os epitopos das toxinas utilizando o experimento de RMN
STD, a proxima etapa foi a determinar a magnitude das interagcdes das toxinas
urémicas (PCS e IS) com a albumina humana através do calculo das constantes de
dissociacgoes (Ka).

Segundo Angulo, Enriquez-Navas; Nieto (2010), alguns parametros podem
influenciar significativamente na determinacdo das constantes de dissociagcao (Kad)
por RMN STD, tais como: a concentragdo da proteina, o tempo de saturacao (tsat) e
a intensidade do sinal no espectro STD. Visando eliminar essas influéncias, esses
autores propdéem que o calculo dessas constantes seja feito através da construcéo
de uma isoterma de ligagdo (Langmuir) como fungdo da concentragao do ligante na
amostra pelos valores dos fatores de amplificagdo STD inicial (Astoo) (ANGULO,
ENRIQUEZ-NAVAS: NIETO, 2010).

Dessa forma, utilizando essa metodologia foi possivel determinar as
constantes de dissociac&o dos sistemas PCS (Kd = 6,5 mM) e IS (K4 = 4,8 mM) com
a HSA a 25 °C; esses valores indicam que ambas as toxinas possuem uma afinidade
moderada com a HSA nas condi¢des estudadas (FIGURA 24 e 25, TABELA 3).

Na literatura é reportada a constante de afinidade obtida por calorimetria de
titulagao isotérmica (Ka) do PCS com a HSA sendo igual a 401 M (K4 = 2,5 mM, 25
°C) (BERGE-LEFRANC et al., 2010), enquanto para o IS com a HSA sendo igual a
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1750 M-! (Ka = 0,6 mM, 25 °C) (BERGE-LEFRANC et al., 2014). Em contrapartida,
em um estudo realizado por Watanabe e colaboradores (2012) utilizando a técnica
de ultrafiltracdo, foi demonstrado que tanto o PCS quanto o IS possuem alta
afinidade com HSA com uma constante de associacdo similar na ordem de 10° M-
(Ka =10 uM, 25 °C) (WATANABE et al., 2012).

Como pode ser observado, ndo existe um consenso sobre esse tema na
literatura. Entretanto, vale ressaltar, que essas diferencas podem ser explicadas
devido as diferentes metodologias experimentais e técnicas analiticas utilizadas
nesses estudos.

FIGURA 24. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astooi; EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO PCS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 25 °C).
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FIGURA 25. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astooi; EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO IS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 25 °C).
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TABELA 3. CONSTANTES DE DISSOCIACAO (Kd) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES DE

Astoo PARA O PCS E IS (50 mM PBS, 50 mM DE NacCl, 25 °C)

K4 (mM)
Sinais PCS IS
H-2 6,0 2,6
H-3 54 -
H-4 - 6,1
H-5 54 7,1
H-6 6,0 3,9
H-7 - 4,2
CH; 8,1 -
Média 6,5 4,8
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4.5.2 Avaliacao da influéncia da temperatura e do aumento da forca idnica nas

constantes de dissociacdo (Kd) do PCS e IS ligados a HSA

Ao alterar a concentracdo de um sal, em uma solugdo, a propriedade
modificada é a forga iGnica, que depende da concentracdo do eletrdlito e da sua
valéncia (DE VICENTE, 2004). Segundo Fennema et al. (2010), forgas ibnicas
baixas neutralizam as cargas da superficie das proteinas. Este evento pode ter
influéncias diferentes de acordo com a proteina, variando conforme as
caracteristicas da carga superficial da molécula.

A avaliacao do efeito da temperatura no sistema foi realizada utilizando as
temperaturas de 25 °C e 37 °C, enquanto para os ensaios da influéncia da forca
i6nica foram utilizados 50 mM e 200 mM de NacCl.

Como pode ser observado na TABELA 4, o aumento da temperatura
conduziu ao aumento da constante de dissociacdo do PCS (Kq = 8,5 mM), ou seja,
diminui a interagcado dessa toxina com a HSA, enquanto o aumento da forga ibnica
nao alterou a constante de dissociagdo (Kd = 6,8 mM) (FIGURAS 26 e 27). Isso pode
ser explicado pelo aumento da energia cinética do sistema em consequéncia da
elevacédo da temperatura que por sua vez desloca o equilibrio de ligagao no sentido
dos reagentes no estado livre. Em contrapartida, o aumento da forgca i6nica pode

nao ter sido o suficiente para provocar o mesmo comportamento para essa toxina.
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FIGURA 26. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astooi; EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO PCS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 37 °C).
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FIGURA 27. CURVA DE TITULAGCAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGAO DA CONCENTRAGCAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO PCS. (50 mM DE PBS, 200 mM DE NacCl, 25 °C).
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Entretanto, para o composto IS tanto o aumento da temperatura quanto o
aumento da forga i6nica implicaram na diminuicdo da constante de dissociagéo
(FIGURAS 28 e 29, TABELA 4), sugerindo que nessas condigbes ocorre uma maior
afinidade dessa toxina com HSA. Esses resultados, assim como aquele observado
nos experimentos de dicroismo circular, sugerem que a HSA pode ainda conter
resquicio de acetiltriptofanato de soédio. O que sugere que nessas condigdes esse
composto pode influenciar nas interagdes dessas toxinas com HSA através da

competi¢cdo pelo mesmo sitio de ligagao.

FIGURA 28. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astooi; EM FUNCAO DA CONCENTRAGCAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO IS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NacCl, 37 °C).
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FIGURA 29. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astooi; EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO IS (50 mM DE PBS, 200 mM DE NacCl, 25 °C).
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TABELA 4. CONSTANTES DE DISSOCIAGAO (K4) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES DE
Astoo PARA O PCS E IS

PCS IS

SINAIS | Kg(mM)A  Ko¢(mM)®E  Ka(mM)® | Ko(mM)A Ka(mM)®B  Kqg (mM)C
H-2 6,0 8,1 6,3 2,6 2,3 18
H-3 5.4 7,5 6,0 . ; ]
H-4 . . - 6,1 2,8 2,6
H-5 5.4 7,5 6,0 71 2,4 2,4
H-6 6,0 8,1 6,3 3,9 2,2 2,3
H-7 ; ; - 4,2 2,2 2,5
CH; 8,1 9,9 8,0 ; ; )

MEDIA 6,5 8,5 6,8 4,8 2,4 2,3

Condigoes de analise: A: 50 mM PBS, 50 mM de NaCl, 25 °C; B: 50 mM PBS, 50
mM de NacCl, 37 °C e C: 50 mM PBS, 200 mM de NacCl, 25 °C.
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4.5.3 Avaliagéo da influéncia de contaminantes nas constantes de dissociagao (Kd)
do PCS e IS ligados a HSA

Visando avaliar a influéncia dos possiveis contaminantes sobre as constantes
de dissociacdo do PCS e IS com a HSA purificada, foram realizados experimentos
utilizando uma HSA comercial com pureza de 299% (FIGURAS 30 e 31).

Como pode-se observar na TABELA 5, houve uma diminuicdo dos valores
das constantes de dissociacédo para o PCS (Kda = 2,9 mM) e IS (K4 = 3,1 mM),
indicando que nesses sistemas ha uma maior interacdo desses compostos com a
HSA. Portanto, sugere-se que a presenga de resquicios de acetiltriptofanato de
sodio e caprilato de sddio na HSA purificada do medicamento Alburex provoque a
diminuicdo dessas interagdes através da competicdo por sitios de ligacéo similares

ou por mudangas causadas na conformacao da proteina.

FIGURA 30. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGAO DA CONCENTRAGCAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO PCS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 25 °C).
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FIGURA 31. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoor; EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO IS (50 mM DE PBS, 50 mM DE NaCl, 25 °C).
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TABELA 5. CONSTANTES DE DISSOCIACAO (Kq) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES DE
Astoo PARA O PCSE IS

PCS IS
SINAIS | Ky (mM)A Ks (mM)B | Kg(mM)A K4 (mM)B
H-2 6,0 2,8 2,6 2,2
H-3 5,4 2,8 - .
H-4 - - 6,1 3,5
H-5 5,4 2,8 7.1 4,4
H-6 6,0 2,8 3,9 2,8
H-7 - - 4,2 2,9
CHs 8,1 34 - -
MEDIA 6,5 2,9 4,8 3,1

Condicoes de analise: A: HSA purificada a partir do Alburex, 50 mM PBS, 50 mM de
NaCl, 25 °C; B: HSA comprada da Sigma, 50 mM PBS, 50 mM de NacCl, 25 °C.
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4.5.4 Caracterizagao do sitio de ligagado do PCS

Para identificar o sitio de ligacédo do PCS na HSA purificada foi realizado o
experimento de competigdo por RMN STD utilizando o dizepam como composto
inibidor do sitio Il da HSA (YAMASAKI et al., 2013).

\ o

oS
)

O resultado desse experimento mostra que a constante de dissociacdo do
PCS com HSA aumenta de 6,5 para 37,8 mM na presenga do diazepam (FIGURA
32, TABELA 6). Portanto, a presenca do diazepam no sistema implica na diminuigao
da interagdo do PCS com a HSA, sugerindo que ambos os compostos competem

pelo mesmo sitio de ligacéo.

FIGURA 32. CURVA DE TITULAGAO UTILIZANDO O Astoon; EM FUNCAO DA CONCENTRAGAO
DE LIGANTE [L] PARA O COMPOSTO PCS (2 mM DE DIAZEPAM; 50 mM DE PBS, 50 mM DE
NaCl, 25 °C).
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TABELA 6. CONSTANTES DE DISSOCIACAO (Kq) CALCULADAS UTILIZANDO OS VALORES DE
Astoo DO PCS

PCS
SINAIS K4 (mM)A Ka (mM)B
H-2/6 6,0 18,0
H-3/5 5,4 22,7
CH; 8,1 72,8
MEDIA 6,5 37,8

Condigdes de analise: A: 50 mM PBS, 50 mM de
NaCl, 25 °C e B: 2 mM de diazepam; 50 mM PBS,
50 mM de NaCl, 25 °C.

4.6 ESTUDOS DE TITULACAO POR ITC

4.6.1 Determinagao das constantes de associagao das toxinas urémicas PCS e IS

ligadas a albumina humana

Os dados obtidos para o estudo das interagdes do PCS e IS com a HSA
purificada foram tratados utilizando o programa do ITC associado ao Origin 7.0 que
permite o ajuste dos dados experimentais a diferentes modelos matematicos de
acordo com a necessidade. Nesses modelos, pode-se ajustar a quantidade de sitios
de ligagao disponiveis para a interagdo. Além disso, essa quantidade de sitios &
especifica para cada ligante.

No caso da proteina HSA com as toxinas PCS e IS, sabe-se que essa
interacdo ocorre principalmente em um Unico sitio de ligacdo (BERGE-LEFRANC et
al., 2010; BERGE-LEFRANC et al., 2014), o que justificou o0 emprego do modelo de
1 sitio no ajuste dos dados. Além disso, pdde-se observar que as curvas obtidas
nesse estudo apresentaram perfil similar a uma isoterma, diferentemente do
esperado que seria um perfil sigmoide caracteristico desse tipo de interagdo. Desse
modo, a definicdo dos parametros termodindmicos e cinéticos dessas interacdes

torna-se menos exata e precisa (FIGURAS 33 e 34).
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FIGURA 33. CURVAS DE ITC E ISOTERMAS DE LIGAGAO CORRESPONDENTES A TITULAGAO
DA SOLUCAO DE PCS (10 mM) NA SOLUCAO DE HSA (0,1 mM), pH 7,2 A 37 °C. TODOS OS

EXPERIMENTOS FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.
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FIGURA 34. CURVAS DE ITC E ISOTERMAS DE LIGACAO CORRESPONDENTES A TITULAGAO
DA SOLUGAO DE IS (30 mM) NA SOLUGAO DE HSA (0,1 mM), pH 7,2 A 37 °C. TODOS OS

EXPERIMENTOS FORAM REALIZADOS EM DUPLICATA.
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Contudo, uma forma de contornar essa problematica foi fixando o valor da
estequiometria da interagdo no modelo empregado para o tratamento dos dados.
Segundo Bergé-Lefranc e colaboradores (2010 e 2014), a estequiometria de
interacdo do PCS e do IS com a HSA é de aproximadamente 1, dessa forma esse
valor foi utilizado, e os valores de constante de ligacédo (Ka), entalpia de ligacao (AH)
e entropia (AS) para cada um dos compostos estudados foram calculados. Além

disso, a energia livre de Gibbs (AG) foi obtida através da Equacéao 11:

AG = AH—TAS EQUACAO 11

Visando comparar os dados obtidos com os resultados dos experimentos de
titulacdo por RMN STD foram calculados os valores das constantes de dissociacao

(Kq) a partir da Equagéao 12.

K, =— EQUAGAO 12

Ky

Os valores de Ka, K4, AS, AH e AG obtidos para ambos os sistemas estao
expressos na TABELA 7.

TABELA 7. PARAMETROS TERMODINAMICOS DO ESTUDO DE INTERAGAO ENTRE HSA E AS
TOXINAS UREMICAS PCS E IS OBTIDOS PELA TECNICA DE ITC.

AMOSTRAS
PARAMETROS PCSsA ISB
n 1 1
Ka (M) 779 £ 20,4 785+ 20,9
Kq (mM) 1,3+ 0,05 1,3+ 0,05
AH (Jmol™) -48280 + 703,3 -144750 * 2139,5
A4S (Jmol'K) -100,45 -411,5
AG (Jmol) -44563,35 -129524,5

Condicoes de analise: A: 0,1 mM de HSA, 10 mM de PCS, 50 mM de PBS, 50 mM de NaCl, pH 7,2,
37 °C; B: 0,1 mM de HSA, 30 mM de IS, 50 mM de PBS, 50 mM de NaCl, pH 7,2, 37 °C.

Do ponto de vista energético, a interacdo entre a proteina HSA e os

compostos PCS e IS é exotérmica, ou seja, a interagdo molecular possui carater
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atrativo. Esse carater exotérmico é verificado por meio da dire¢do dos picos nas
curvas de ITC (FIGURAS 33 e 34).

Através da analise dos dados obtidos, pode-se observar que a interagcao de
ambos os compostos com a HSA é governada por altos valores de entalpia negativa
0 que sugere a presenca de ligagdes de hidrogénio ou interacdes de Van der Waals
entre essas moléculas e a proteina (O'‘BRIEN; HAQ, 2004). Além disso, essa
observacao indica que a interacdo entre o PCS e o IS com a HSA envolve forcas
eletrostaticas, conforme relatado anteriormente por Reynold e colaboradores (1967)
em seu estudo sobre a interacdo de compostos sulfatados com a albumina sérica
bovina.

Ademais, os dados termodinamicos observados para ambas as toxinas
permitiram sugerir que a ligacdo envolve interagdes eletrostaticas e hidrofébicas
(VELAZQUEZ-CAMPOY; TODD; FREIRE, 2000).

Esses resultados sugerem uma tendéncia similar aos resultados
apresentados nos trabalhos de Bergé-Lefranc e colaboradores (2010 e 2014) que
avaliaram a interagdo da HSA com o PCS e IS por ITC. Entretanto, novas analises
sao necessarias visando comprovar o comportamento observado, tendo em vista
que as curvas de titulagao isotérmicas obtidas ndo apresentaram um perfil sigmoidal

0 que pode comprometer a determinagao dos parametros termodinamicos.
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5 CONCLUSAO

O experimento de RMN STD mostrou-se uma ferramenta eficiente para a
caracterizagdo do mapeamento do epitopo das toxinas PCS e IS. Além disso, o
experimento de RMN STD permitiu o estudo da interagdo dessas toxinas com a
albumina sérica humana (HSA) através da determinacdo das constantes de
dissociagdo (Kd) do complexo proteina-ligante, bem como possibilitou o estudo da
influéncia dos fatores temperatura, forca ibnica e pureza da proteina nas interacdes
entre os ligantes e a proteina.

Através desse experimento, foi observado que os hidrogénios H-3/5 e H-5
do PCS e IS, respectivamente, apresentaram maiores fatores de amplificagdo nos
espectros de RMN STD. Esse dado sugere que esses hidrogénios apresentam
maior proximidade com o sitio de ligagcdo da proteina. A afinidade moderada de
ambas as toxinas com a HSA purificada foi determinada pelas constantes de
dissociagao que assumiram valores de 6,5 mM e 4,8 mM a 25 °C para o PCS e IS,
respectivamente, revelando a maior afinidade do IS pela proteina.

Com relagao a avaliagao da influéncia da temperatura e da forga i6nica nas
constantes de dissociacdo do PCS e IS, observou-se o aumento da interacéo do IS
com a proteina, apresentando as constantes de dissociagao de Ka = 2,4 mM e Kq =
2,3 mM, respectivamente. Enquanto para o PCS o aumento da temperatura resultou
na diminui¢cdo da interagdo com a HSA (K4 = 8,5 mM) e o aumento da forga ibnica
nao afetou essa interagdo (Kq = 6,8 mM). Esses resultados sugerem que a HSA
purificada pode ainda conter resquicio de acetiltriptofanato de sédio e caprilato de
sodio.

Dessa forma, outros experimentos foram conduzidos a 25 °C utilizando a
HSA (= 99% de pureza) e observou-se um aumento na afinidade de ambas as
toxinas (PCS: Kad = 2,9 mM e IS: Kdq = 3,1 mM) com a proteina, corroborando com a
hipétese de que a presenca dos resquicios de acetiltriptofanato de sédio e caprilato
de sddio interferem nessas interagdes diminuindo a afinidade desses ligantes com
HSA. Esse resultado € interessante pois evidencia a complexidade da compreensao
desse tipo fendmeno, em que a presenga de mais de um ligante que compete pelo
mesmo sitio precisa ser levado em consideragao.

A utilizagdo do diazepam no ensaio de competicdo com o PCS e a HSA

resultou na diminuicdo da interagdo do PCS com a HSA (Kq4 = 37,8 mM), sugerindo
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que ambos os compostos competem pelo mesmo sitio de ligagdo na proteina.
Entretanto, a adigcdo do diazepam no sistema IS e HSA resultou na sobreposigao
dos sinais de ambos os ligantes no espectro de RMN, tornando a utilizagéo deste
inibidor inviavel para o estudo deste sistema por RMN STD.

Com relacao aos dados termodinamicos obtidos pelo ITC, foi observado que
a ligacado do PCS e IS com a HSA envolve interagdes eletrostaticas e hidrofébicas.
Além disso, observou-se que a interacdo desses compostos com a proteina é
governada principalmente pela contribuigdo entalpica o que sugere a presenga de
ligagcdes de hidrogénio ou interagbes de Van der Waals entre essas moléculas e a
proteina.

Todos esses resultados fornecem uma contribuicdo para o entendimento das
forgcas que regem as interacées de PCS e IS com a HSA, que podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para aumentar a remocgao desses

compostos do organismo dos pacientes acometidos pela DRC.

5.1 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos neste estudo, é possivel elaborar
algumas sugestdes para a sua continuidade. S&o elas: otimizar as condigdes dos
experimentos de ITC para ambas as toxinas (PCS e IS) visando a obtengao das
curvas sigmoides para que os paramentos termodinédmicos e cinéticos dessas
interacdes sejam determinados com maior acuracia. Além disso, avaliar a influéncia
de mudangas estruturais na HSA através da glicagdo dessa proteina, buscando
entender o papel dessas alteragdes estruturais na retengdo dessas toxinas em
pacientes com DRC, uma vez que é comum a presenca de outras enfermidades

associadas a essa doenga, como por exemplo a diabetes.
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