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ELUCIDATION OF THE INDUCED CHIRALITY OF DANSYLGLYCINE BY ITS INTERACTION WITH HUMAN SERUM
ALBUMIN. Human serum albumin (HSA) plays an important role in the transport of a wide variety of substances, including
compounds with pharmacological properties. The dansylglycine (DanG) is a fluorescent amino acid derivative specific for the site II
of HSA. This work aimed to elucidate the induction of chirality in the DanG due to its bonding to the HSA. Theoretical electronic
circular dichroism spectra (ECDs) were simulated using the Density Functional Theory (DFT) and the implicit Solvation Model
based on Density (SMD). The DanG-HSA complexation resulted in the appearance of a positive ECD spectrum centered at 346 nm.
Focusing on the dihedral angles between the -N(CH;), group bounded to the naphthalene ring, the potential energy surface (PES)
of the DanG was obtained. Analysis of the various conformations obtained revealed that the calculated dihedral angle (150°) is in
agreed with the experimental ECD spectrum. In addition, we observed that the nitrogen atom of the -N(CH,), group presented the
greatest contribution to the HOMO-LUMO transition that gives rise to the n—7* electronic transition involved in the generation of
the ECD signal. Molecular docking analysis of the complexation between DanG and HSA revealed a conformation with a dihedral
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angle similar to that obtained by DFT.
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INTRODUCAO

A Albumina do Soro Humano (HSA) confere um importante
papel no transporte de substancias com propriedades farmacold-
gicas devido a sua alta concentragdo no plasma e especificidade,
colocando-a como a proteina fundamental responsdvel na implica¢do
farmacocinética dos medicamentos.! A proteina HSA é uma das mais
abundantes no plasma humano, encontrada predominantemente nos
fluidos corporais; possui importantes fungdes fisioldgicas devido a
sua alta capacidade como portadora e como reservatério para molé-
culas enddgenas e exdgenas. Apresenta-se como um mondomero de
67 kDa; possui trés dominios globulares, divididos em dois subdo-
minios: [A, IIA, IB, IIB, IIIA e IIIB. Os principais sitios de ligagio
para farmacos, referidos como sitio I e sitio II, estdo localizados nas
cavidades hidrofébicas dos subdominios IIA e IIIA, respectivamen-
te,”® denominados de Sudlow I e II. A relevincia em entendermos
as bases estruturais da especificidade da interagdo entre a proteina
HSA e moléculas consideradas como farmacos € devido ao fato de
buscarmos e aperfeicoarmos um melhor entendimento da interagao,
tanto ao nivel atdmico como molecular, que podera definir entdo as
possiveis abordagens terapéuticas para o tratamento de enfermidades
e no alivio de sintomas advindos de doengas ou sindromes.*'?

A Simulagdo Computacional utilizada neste trabalho tem como
propdsito a busca de um maior entendimento das interagdes entre
a proteina HSA e o aminodcido Dansilglicina (DanG), buscando
subsidios tedricos para uma possivel comparacio com os resulta-
dos experimentais. Outra caracteristica importante da simulacéo
computacional, adotada neste trabalho, € o seu cardter preditivo das
propriedades quimicas e fisicas de sistemas de interesse como, por
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exemplo, na predi¢do da conformacdo adotada pela DanG no sitio
de interagdo da HSA."3!4

A caracterizagdo de como um farmaco pode se ligar na proteina
HSA torna-se de suma importancia na busca do entendimento de
sua distribui¢do pelo corpo humano, na sua taxa de metabolismo e a
sua excrecdo. Sendo assim, a caracterizagdo, tanto do ponto de vista
estrutural como de variagdes de energia de ligagdo, conduz a para-
metros que auxiliam na determinag@o da afinidade entre as espécies,
da constante de liga¢do e do nimero de sitios de interagdo. Com este
intuito, utilizamos o aminodcido DanG no estudo e caracterizacio
dos sitios de ligagdes a proteina HSA, buscando uma explicacio
para a origem da sua quiralidade quando da formagdo do complexo
entre ambos.

Aminodcidos dansilados apresentam um alto rendimento quén-
tico de fluorescéncia; esse rendimento aumenta consideravelmente
quando o aminoécido interage com os sitios da HSA. Observamos
um deslocamento nos picos de emissdo para comprimentos de onda
menores do espectro eletromagnético devido a ocorréncia de um
fendmeno tipico de transferéncia, do aminodcido, do meio hidrofilico
para o meio hidrofébico no interior da proteina. Com a diminuigdo
da fluorescéncia do complexo HSA-DanG, provocado pela adi¢ao de
um farmaco especifico, podemos obter um parametro analitico para a
detec¢do do seu sitio de ligagdo.>?° Qutra abordagem experimental
que pode fornecer informac¢des fundamentais sobre a interagdo entre
as biomoléculas e os farmacos sdo os métodos espectrais de dicroismo
circular eletrénico, (ECD, Electronic Circular Dichroism). Além
dos métodos experimentais de andlise foram utilizados os métodos
de simulacdo computacional baseados na Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) e no Docking Molecular na busca da interpretacio
dos dados obtidos experimentalmente e na elucidacdo da quiralidade
induzida 2 molécula de DanG quando complexada a proteina HSA.>-
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PARTE EXPERIMENTAL
Produtos quimicos

Dansilglicina (DanG - C,,H(N,0,S), Albumina do Soro Humano,
livre de 4cidos graxos e de globulinas, 99% (HSA), Fosfato dibasico
de sédio (Na,HPO,), Fosfato monobdasico de sédio 99% (NaH,PO,),
Acetonitrila 99,8% (C,H;N), Tetrahidrofurano 99,5% (THF, C4H8O),
Metanol 99,9% (CH,;OH), foram fornecidos pela Sigma Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Alcool etilico 99,66% (C,H,0)
fornecido pela J. T Baker Chemical Company (Phillipsburg, New
Jersey). A solugdo estoque de HSA 1 mmol L™ foi preparada dissol-
vendo-se a massa de 0,066 g de HSA em 1,0 mL de tampao fosfato
de sddio 0,05 mol L', pH 7,0. 60,0 uL dessa solugdo foram diluidas
para 2,0 mL, gerando uma concentracao final de 30,0 pmol L', a qual
foi submetida as andlises. Para o preparo de 1,0 mL da dansilglicina
(DanG) 10 mmol L' (Massa Molar = 308,35 g mol"), foi pesado
0,00323 g de DanG e dissolvido em 1 mL de dlcool etilico. A partir
desta fizeram-se as dilui¢des necessdrias em agua, metanol, etanol,
acetonitrila e THF. A solucdo estoque foi mantida na geladeira e a
solu¢do de trabalho foi descartada apds a medigdo. A concentracio da
solugdo estoque de HSA (1 mmol L), preparada em tampao fosfato
50 mmol L', pH 7,0, foi determinada por sua absorbancia na regido
do UV-Vis (HSA, €55 = 35.219 mol'L cm™).

Espectroscopia UV-Vis

As medidas foram realizadas num espectrofotdmetro UV-Vis
Lambda 35 (Perkin Elmer, Shelton, CT, USA). O equipamento
foi ajustado para determinar o espectro de absorbancia no inter-
valo de 250-450 nm. O volume da solucio, do aminoacido DanG,
(100 pumol L) foi mantido fixo num valor de 10,0 uL adicionado
em cada solvente num volume fixo de 990,0 uL, apresentando um
volume final igual a 1.000,0 uL. Antes de cada andlise as amostras e
a placa transparente com as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos.

Elipticidade: dicroismo circular eletronico (ECD)

Os estudos de ECD foram realizados em um espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco, Japan) equipado com controle termostatizado e
agitacdo magnética no compartimento da amostra. Todas as medidas
foram corrigidas para a absor¢do do tampao fosfato 0,05 mol L,
pH 7.0. Para os estudos na regido do Ultra-Violeta préximo, foi utili-
zado um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco, Japan). As medidas
foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 3 mL com 10 mm
de caminho 6ptico, numa concentragio de 30 pmol L' da proteina
HSA e 30 umol L' do aminodcido DG. Os estudos foram feitos em
tampao fosfato 0,05 M, pH 7.0, a temperatura de 25 °C. Os espectros
foram obtidos na faixa de comprimento de onda entre 250-500 nm,
com uma largura de banda de 1 nm, com um tempo de resposta 1 s,
e tempo de varredura de 50 nm/min.

Metodologia computacional

Teoria do Funcional da Densidade

As conformacdes do aminodcido DanG em fase gasosa e nos
solventes dgua, etanol, metanol, acetonitrila e THF foram calcu-
ladas ao nivel DFT utilizando os funcionais hibridos B3LYP e
CAM-B3LYP com o conjunto de fungdes de base 6-311++G(2d,p),
usando o programa Gaussian09% e as facilidades computacionais do
GridUNESP. No cdlculo dos espectros tedricos de ECD e de absor-
¢do UV-Vis foram utilizados os seguintes parametros no programa
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Gaussian 09: TD(FULL,SINGLET,NSTATES=15) SCRF(SMD,
SOLVENT). As estruturas otimizadas ndo apresentaram frequén-
cias imagindrias, ndo sendo, portanto, estados intermedidrios; foi
utilizado: CAM B3LYP/6 311++G(2d,p) Opt Freq. A visualizagio
e interpretacdo dos resultados foram feitas através do software
GAUSSVIEWS 5.0.%

Docking molecular

O docking foi realizado utilizando as seguintes estruturas cris-
talogréficas obtidas do banco de dados “Protein Data Bank™ (PDB):
2xvu® e 2xw1% com resolucio de 2,6 e 2,5 A, respectivamente. Estas
estruturas sdo complexos cristalograficos: (a) 2xvu € uma HSA livre
de 4cidos graxos complexada com dansil-L-asparagina (DanN) em
dois sitios, onde estdo presentes os residuos de aminoacidos W214
(sitio I) e Y411 (sitio II); (b) 2xvu é uma HSA livre de 4cidos graxos
complexada com dansil-L-norvalina (DanNV) em um tnico sitio,
onde estd presente o residuo de aminodcido Y411 (sitio II).

Os calculos de docking molecular foram realizados utilizando
o software computacional baseado em algoritmos genéticos GOLD
(CCDC)** v.5.6.2 e foi utilizada a funcdo de ajuste GoldScore
apresenta a seguir:

Funcdo de ajuste = S(hb_ext) + 1,3750*S(vdw_ext) + S(int)

em que S(hb_ext) € a energia das ligacdes de hidrogénio protei-

na-ligante, S(vdw_ext) € a energia das interagdes de van der Waals

proteina-ligante, e S(int) ¢ uma penalidade para ndo incentivar as
interacdes internas do ligante.

Os célculos de docking foram realizados de maneira similar nos
dois casos:

(a) foram adicionados atomos de hidrogénio em rotina interna do
programa, e foram retiradas as moléculas de dgua, pois niao foram
observadas interacdes dos ligantes com as mesmas.

(b) os ligantes foram retirados e foi feito o redocking (reconstru¢do
do complexo original) para avaliar os procedimentos e para
podermos ter um score para ser comparado com os dos obtidos
nos cdlculos. Os raios das cavidades utilizadas para os cédlculos
(além da cavidade ocupada por cada um dos ligantes, conforme
Figura 1), foram R = 8 A em cada sitio para a proteina 2xvu e
R =7 A, no caso de 2xv1. A cavidade tinica em 2xv1 ficou entdo
com um raio calculado, R,,, = 10.146 A e origem O em: 9,35;
2,43; -14,40. No caso de 2xvu uma das cavidades, que inclui o
aminodcido W214, ficou com um R, = 12,231 A e origem O
em: 4,48; -9,22; 8,10; a outra cavidade, que inclui o aminodcido
Y411, R, = 11,408 Ae origem O em: 9,12; 1,81; -15,38.
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Figura 1. Esquema mostrando a cavidade que vai acomodar os ligantes no
docking

Os ligantes para os cdlculos de docking foram os seguintes:
(a) DanN: dansil-L-aparagina; o ligante do complexo cristalografico
na estrutura de cédigo PDB igual a 2xvu,
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Figura 2. Ligantes utilizados no docking. DanG1: dngulo diedro C22-N15-C5-C4 = 103,31° e dngulo diedro N29-526-C9-C3 = -57,03°; DanG2: dangulo diedro
C22-N15-C5-C4 = -90,01° e dngulo N29-§26-C9-C3 = -70,01°. A numeragdo segue aquela apresentada na Figura 5

(b) DanNV: dansil-L-norvalina: o ligante do complexo cristalografico
na estrutura de cédigo PDB igual a exvl,

(c) DanG1: dansil-glicina (Figura 2), obtida por cédlculos ab initio
apresentados neste traballho e

(d) DanG2: dansil-glicina (Figura 2) obtida da base de dados Pub-
Chem (Open Chemistry Database), https://pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/compound/Dansylglycine.

Para os cdlculos de docking somente os ligantes foram consi-
derados flexiveis, ou seja, sem restri¢des aos angulos de torcdo. A
selecdo dos compostos resultantes dos cdlculos de docking foi feita
em programas de visualizagao gréfica (Accelrys DS Visualizer v3.5,
Biovia Discovery Studio 2017 R2)* considerando-se o padrdo de
poses (posicao, conformacio e orientagdo) do ligante e para aqueles
dentro do padrio, com maior score.

Ap0s a selecao da melhor pose, foram consideradas as interacdes
ndo covalentes dos ligantes, dentro do sitio e analisadas quanto ao
tipo e caracteristica da interacdo, utilizando programas de visuali-
zagdo grafica.**3 Também foram realizados cdlculos para avaliar o
gradiente reduzido da densidade eletronica (RDG)* a partir dos
quais foi possivel visualizar as isosuperficies RDG das interacdes
nao covalentes (NCI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo do espectro de absorbancia da DanG em diversos
solventes

Na Figura 3(a) apresentamos os espectros de absor¢@o na regiao
do UV-Vis do aminoacido DanG nos diversos solventes considerados
onde ndo foi observada uma variagdo expressiva nos maximos de
absor¢do. Uma excegdo foi com o solvente dgua, na qual o espectro
apresentou-se menos intenso e com uma menor definicdo entre as
bandas de absorc¢do no valor de 324 nm. Os outros solventes apre-
sentaram um maximo de absorcao (Tabela 1) identificada como uma
transi¢do n — ¥, e no caso do solvente metanol esse valor foi igual
a 338 nm, e de 338 nm para o etanol, de 343 nm para acetonitrila
e de 340 nm para o solvente THF. Os diversos solventes foram uti-
lizados pelo fato de terem caracteriticas préticas e apréticas, como
constatado por seus valores de constante dielétrica (Tabela 1), onde
buscamos identificar uma possivel modifica¢@o no espectro na regi¢do
do UV-Vis e relacionar com uma possivel interpretagdo para o fato
de o aminoédcido DanG ser transferido de um meio hidrofilico para
um meio hidrofébico quando da interacdo com a proteina HSA. No
solvente dgua observamos um deslocamento hipsocromico (para
comprimentos de onda menores do espectro eletromagnético) junto

com um efeito hipocromico (uma diminuicdo da absorbéancia) na
regido de 250 nm, diferentemente dos demais solventes utilizados
onde nio observamos modificagdes tanto nas posi¢des como nas in-
tensidades do espectro de absorc¢do. Na Figura 3(b) observamos uma
pequena diminuigdo no valor da absorbancia para os solventes: dgua,
etanol e acetonitrila. No entanto, ndo houve qualquer deslocamento
no maximo de absor¢do do aminodcido DanG quando comparado
com os resultados experimentais. Este comportamento deverd ser
mais bem analisado, pois no modelo tedrico consideramos o solvente
de maneira implicita, levando em consideracdo somente o valor da
constante dielétrica dos mesmos.

Para a determinag@o dos espectros de absorcdo do aminoa-
cido DanG na regido do UV-Vis e ECD utilizamos o funcional
CAM-B3LYP e a fungdo de base 6-311++G(2d, p), nos mesmos
solventes.**> Na Figura 3(b) apresentamos os espectros obtidos para o
aminodcido DanG nos diversos solventes. Podemos observar uma boa
concordancia entre os valores obtidos na simulagio computacional e
aqueles obtidos experimentalmente, ressaltando o caso do solvente
dgua que apresentou um deslocamento em relac¢ao, ao espectro obti-
do tedricamente, para a regido do azul do espectro eletromagnético.
Na Tabela 1 apresentamos o valor da constante dielétrica para os
solventes estudados bem como o valor para o mdximo de absor¢ao
no espectro de UV-Vis.

Tabela 1. Médximo de absorg¢ao e constante dielétrica € dos solventes utilizados

Solventes € Maiximo de absor¢do (nm)
Agua 80,00 324
Metanol 24,30 338
Etanol 33,00 338
Acetonitrila 36,60 343
THF 7,52 340

Interacio do aminoacido DanG com a proteina HSA:
dicroismo circular eletronico (ECD)

De posse do conhecimento de que o aminodcido DanG liga-se
ao sitio II da proteina HSA,?® utilizamos a técnica de ECD para
descobrirmos em qual configurag@o, R ou S, a mesma se apresenta
quando complexada com a HSA. Observamos que a molécula de
DanG, quando diluida em tampao no pH 7,0, ndo apresentou sinal
de dicroismo circular, o que ja era previsto, pois néo se trata de uma
molécula opticamente ativa, isto €, ndo possui dtomos de carbono
quirais. Na Figura 4(a) o espectro de ECD foi medido na faixa de
250 nm a 500 nm e observamos que a complexacio entre DanG e
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Figura 4. (a) Complexacdo da DanG-HSA (b) ECD da DanG em diferentes solventes e suas configuracoes R e S

proteina HSA resultou no aparecimento de um sinal de ICD centra-
do em 346 nm. Esta inducdo de quiralidade na molécula de DanG
¢ devido a sua interagdo com a proteina, e pode ser explicada pela
ligagdo ao ambiente assimétrico que caracteriza os sitios de ligacdo
nas proteinas.

Foi utilizado o funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base
6-311++G(2d, p) para o estudo teério do ECD,** da DanG nas
configuragdes R e S. Na Figura 4(b) observamos que, na presenga dos
diferentes solventes, a molécula de DanG apresentou configuracio
R com sinal positivo, e na configuragio S um sinal negativo no sinal
de ECD. A comparacdo entre o espectro de ECD experimental com
aqueles simulados em diferentes solventes nos leva a concluir que a
conformagdo adquirida pelo aminoédcido DanG ao se ligar a proteina
deve apresentar uma configuragio R.

Figura 5. Estrutura da DanG com os dtomos numerados

Estudo da superficie de energia potencial (SEP) e ECD da
DanG

Na Figura 5 apresentamos a estrutura da molécula de DanG com
anumeracdo utilizada para a identificagdo dos dtomos a serem consi-
derados nos célculos da SEP e de ECD referentes aos angulos diedros.

A SEP da DanG foi calculada a partir do funcional hibrido B3LYP
e a fungdo de base 6-31G(2d, p) no vacuo. Na Figura 6 apresentamos
a SEP (com intervalos de 10° entre cada ponto da curva desde 0° até
360°), na qual podemos verificar a presenga de minimos e maximos
de energia como uma func¢io do angulo diedro representado pelos
atomos: C22-N17-C5-C4. A SEP foi calculada de maneira ndo rigi-
da, isso €, para cada valor do angulo diedro a estrutura da molécula
inteira foi otimizada.

2 9.
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Figura 6. SEP do aminodcido DanG

Apresentamos na Figura 7 (a) o espectro da DanG no solvente
dgua para os angulos diedros de 0°, 10°, 120°, 130°, 140° e 150° onde
podemos verificar que o sinal de ECD obtido foi positivo para todos
os angulos diedros considerados. Para o angulo de 0° o mdximo no
espectro de ECD encontra-se em 350 nm, e 2 medida que aumentamos o
angulo diedro este maximo sofre um descolamento para comprimentos
de onda menores: para o angulo de 130° o valor maximo € igual a 310
nm e a medida que aumentamos o diedro o angulo para 140° e 150°
o valor mdximo passa a ser igual 315 e 320 nm, respectivamente. Na
Figura 7 (b) apresentamos o espectro da DanG no solvente dgua para
os angulos diedros de 20°, 30°, 40°, 50°, 60°, 70° e 80°, a partir da qual
podemos verificar que o sinal de ECD obtido foi negativo para todos
os angulos diedros considerados. A medida que aumentamos o valor
do angulo diedro no intervalo de 20° a 60°, o sinal de ECD ndo sofre
mudancas significativas situando-se préximo a 350 nm. A medida que
aumentos o valor do angulo diedro para 70° e 80°, foi observado um
aumento na intensidade do sinal e um deslocamento hipsocrémico,
com maximos de elipcitidade iguais a 326 e 317 nm, respectivamente.
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Nos cdlculos da SEP da DanG, considerando os angulos diedros
formados pela ligacdo do grupo —N(CH,), do anel naftalenico, mostra-
ram que a partir das vdrias conformacdes possiveis e seus respectivos
ECDs tedricos o valor do angulo diedro igual a 150° (ECD positivo
centrado em 320 nm) apreentaram uma boa concordancia com o es-
pectro obtido experimental. Por outro lado, o diedro de 80° apresentou
um sinal do espectro de ECD oposto ao observado experimentalmente.

Com o objetivo de obter e confirmar os resultados de ECD obtidos
tanto tedrica como experimentalmente, foi realizado célculos de docking
molecular. Esperdvamos que os resultados de docking molecular para a
estrutura da molécula de DanG, no sitio de interaco, apresentasse um
valor de angulo diedro préximo aquele obtido pela técnica de DFT e
confirmasse o sinal de ECD obtido experimentalmente.

Os resultados obtidos para os cédlculos de docking sdo apresen-
tados na Tabela 2, na qual estdo inseridos os valores de energia para
a melhor pose (posi¢do, orientacdo e conformagdo do ligante) na
cavidade da proteina HSA em cada calculo realizado. Foram realiza-
das trés simulagdes: (a) uma para ligantes no sitio receptor de 2xw1;
nesse sitio estd presente o residuo de aminodcido Tyr411; (b) uma
para ligantes no sitio receptor de 2xvu; nesse sitio estd presente o
residuo de aminodcido Trp214; (c) uma para ligantes no sitio receptor
de 2xvu; nesse sitio estd presente o residuo de aminodcido Tyr411.

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que, para o caso em
que o receptor € a proteina 2xw1, em que apenas o sitio II estd ocu-
pado pelo ligante, o escore do redocking (reconstrucio do complexo
cristalogrifico) e os de DanG sdo muito préximos, indicando que o
ligante DanG pode se acomodar neste sitio assim como o ligante
cristalografico.

Para o receptor de 2xvu, oberva-se que os calculos de redocking
indicam uma preferéncia pelo sitio II, sugerindo que este sitio € o
preferencial. Os angulos de torsdo das moléculas sdo apresentados
na Tabela 3.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, podemos
observar que apesar das moléculas ligantes DanG terem condigdes
iniciais diferentes, a condigdo final, obtida com o docking molecular
4 praticamente a mesma.

30
1 (b) 20°
20 — 30°
8 —— 40°
:r.; 10 50°
= — 60°
'§- 04 T T 70°
i 0 450 500 550 600 .
-10- rimento de onda (nm) — 80
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Figura 7. Espectros de dicroismo circular (a) positivo e (b) negativo da DanG no solvente dgua em funcdo dos angulos diedros

Tabela 2. Resultados de docking molecular para 2xvu e 2xw 1

Proteina Licante Sitio I (W214) Sitio IT (Y411) AEscore = Sitio IT — Sitio I
& Energia (kcal/mol) Energia (kcal/mol) (kcal/mol)
DanN-1 70,7 87,2 16,3
DanN-2 73,4 86,7 13,3
2xvu
DanG1 62,7 77,8 15,1
DanG2 61,3 78,3 17,0
DanNV - 60,9 -
2xwl DanGl1 - 50,7 -
DanG2 - 61,8 -
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Tabela 3. Angulos de tor¢io de DanG para resultados de docking no sitio I

angulo (°) angulo (°)

Condigdes Ligante C22-N17-C5-C4  N29-S26-C9-C3
DanGl 103,31 MD-57,03
Inicial
DanG2 90,01 70,01
DanGl 111,96 61,69
Final
DanG2 110,90 68,28

Na Figura 8 apresentamos o ligante DanG no sitio II da proteina
HSA em uma representagio de superficie para a proteina, a partir da
qual podemos observar que o grupo naftil ocupa o bolso interno da
proteina e o grupo carboxilico estd voltado para o solvente.

receptor HSA

Figura 8. Molécula de DanG no sitio Il da proteina HSA

A andlise das interagdes realizada com o programa de visuali-
zagdo gréfica® indica que o grupo naftil da molécula se estabiliza
pelas intera¢des do tipo 7 entre os aminodcidos Asn391 e Leu453,
conforme pode ser obervado na Figura 9. O grupo carboxilico da
DanG faz ligagdes de hidrogénio com Arg410 e o grupo sulfona faz
interagdes com a Tyr411.

A Figura 9 mostra que:

(a) Os principais aminoacidos que interagem com a molécula DanG
no sitio I sdo Tyr411, Leud53, Asn391 e Arg410,
(b) B1: o grupo naftil fica estabilizado pelas interagdes CH---w com

o residuo de Leu453 e com o residuo de aminodcido Asn391.

B2: E apresentada a isosuperficie NCI que foi gerada usando

2] N
o o
o o

~ =]
o =]
(=) =)

Quim. Nova

densidades moleculares para RDG = 0.30 u.a. entre o grupo naftil
e Leu453 B3: E apresentada a isosuperficie NCI entre o grupo
naftil e Asn391.

(c) Sao apresentadas as ligacdes de hidrogénio (C1) entre aArg410e
o grupo carboxilico de DanG e em C2 as isosuperficies NCI para
as ligagdes de hidrogénio entre a Arg410 e o grupo carboxilico
de DanG.

(d) Sao apresentadas as interagdes (D1) entre a Tyr411 e o oxigénio
do grupo sulfona da DanG e em D2 as isosuperficies NCI para
as interacdes entre a Tyr411 e o oxigénio do grupo sulfona da
DanG.

A partir da configurag@o obtida para a molécula de DanG nos
célculos de docking molecular, obtivemos os espectros de UV-Vis
e de ECD da molécula de DanG a partir da simulagdo computa-
cional utilizando o funcional CAM-B3LYP e a funcdo de base
6-311++G(3df,2p). Na Figura 10 apresentamos os especros de
UV-Vis (a) e ECD (b) representados como a for¢a do oscilador e o
poder rotatdrio, respectivamente. Podemos observar que ocorre uma
boa concordancia entre os resultados do docking molecular e aqueles
obtidos através da técnica DFT e dos resultados experimentais.

Estudo dos orbitais moleculares HOMO-LUMO da DanG

Na Figura 11 (a) apresentamos os orbitais moleculares HOMO
e LUMO para a molécula de DanG para o angulo diedro, formado
entre os 4tomos C22-N17-C5-C4, igual a 80°. O orbital HOMO (de
nimero 81) e o LUMO (de nimero 82) sdo os responsdveis pela
transigdo eletrénica observada no espectro de ECD, obtida no nivel
de teoria DFT com o funcional hibrido CAM-B3LYP e a fungdo de
base 6-311++G(2d, p) no vacuo. A transigio HOMO-LUMO se refere
a passagem de um elétron localizado no par de elétrons n do dtomo
de Nitrogénio N17 para um orbital p localizado no 4tomo de Carbono
CS. Essa transicdo estd relacionada ao sinal negativo no espectro de
ECD apresentado na Figura 7 (b) localizado em 317 nm.

Na Figura 11 (b) apresentamos os orbitais moleculares HOMO
e LUMO para a molécula de DanG para o dngulo diedro C22-N17-
C5-C4igual a 150°. O orbital HOMO (de nimero 81) e o LUMO (de
nimero 82) sdo os responsaveis pela transi¢do eletronica observada

s

@ A
32A% 7y

-0.01
-0.02
-0.03

Escala de cores da densidade eletrdnica p (r) em
unidades arbitrarias. A cor azul indica uma interagdo
fortemente atrativa e a vermelha fortemente repulsiva.

Figura 9. Interagoes entre DanG no sitio Il da HSA
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Figura 11. Principais orbitais moleculares (a) HOMO e LUMO da DanG para o diedro de 80° (b) HOMO e LUMO da DG para o diedro de 150°

no espectro de ECD, obtida no nivel de teoria DFT com o funcional
hibrido CAM-B3LYP e a funcio de base 6-311++G(2d, p) no vécuo.
A transicdo HOMO-LUMO se refere a passagem de um elétron loca-
lizado no par de elétrons n do atomo N17 para um orbital p localizado
no atomo CS5. Esta transi¢do estd relacionada ao sinal positivo no
espectro de ECD apresentado na Figura 5 (a) localizado em 333 nm.

As contribui¢des dos orbitais atdmicos da DanG para os orbitais
moleculares HOMO e LUMO em fun¢ao do angulo diedro foram
obtidas a partir da andlise dos orbitais moleculares e foram escolhidos
aqueles que sdo predominantes para a formagao do orbital molecular
que descrevem as transicdes eletrOnicas.

Podemos verificar que para o angulo diedro igual a 80° a maior
contribuigdo para o orbital molecular HOMO estd relacionada ao ato-
mo C5 com o orbital atdmico 5s e parao LUMO a maior contribuicio
estd relacionada ao dtomo de Carbono (4) com o orbital atdbmico 5s.

Para o angulo diedro igual a 150°, a contribuicio para 0o HOMO
e LUMO estd associada aos dtomos de N17 com o orbital 4pz e o
atomo de C5 com o orbital Spz.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a DanG nos solventes:
dgua, metanol, etanol, acetonitrila e THF, apresenta um compri-
mento de onda maximo de absor¢do em aproximadamente em 340
nm, indicando uma transicdo n—7". Além disso, o uso desses dados
experimentais foi ttil para relacionarmos com os espectros tedricos,
em que observamos que os espectros com as configuragdes R e S ndo
apresentaram mudancas significativas em relagdo ao comprimento
de onda mdximo. Com os dados de ECD, pudemos demonstrar que
a complexacdo de HSA com DanG leva ao aparecimento de uma
banda ECD positiva centrada em 346 nm. Esse fenomeno pode ser
explicado pelo aparecimento da quiralidade na DanG quando induzida
pelo meio, no presente caso o sitio I da proteina HSA. A comparacao
entre o espectro de ECD experimental com aqueles obtidos por DFT,
em diferentes solventes, nos leva a concluir que a conformagao adqui-
rida pela DanG ao se ligar a proteina se assemelha a configuracio R.

Célculos da superficie de energia potencial (SEP) da DanG nos
mostram que os grupos envolvidos no fendmeno do aparecimento do
sinal de ECD estd relacionado ao grupo -N(CHs), do anel naftalenico.
A andlise das vérias conformagdes obtidas e seus respectivos ECDs
tedricos revelaram que o diedro de 150° (ECD positivo centrado em
320 nm) apresentou excelente similaridade com o espectro experi-
mental. Por outro lado, o diedro de 80° apresentou um sinal do es-
pectro de ECD oposto ao observado experimentalmente. Além disso,
observamos que o dtomo de nitrogénio do grupo -N(CHj), apresentou
a maior contribuicdo para a transigdo HOMO-LUMO que d4 origem
a transicao eletrénica n—m'envolvida na geracdo do sinal de ECD.

Os resultados dos célculos de docking realizados em proteina
livre de 4cidos graxos com compostos dansilados no sitio 2 (onde
estd o aminodcido Tyr411) mostram que o composto DanG tem
possibilidade similar de se ligar a esse sitio da mesma forma que o
ligante cristalografico DanNV, para a estrutura de c6digo pdb 2xw1.
Os estudos de docking foram realizados em duas situacdes no caso
do receptor de cédigo pdb 2xvu e o ligante DanG poderia ocupar
o sitio I e/ou o sitio II do receptor. Observou-se que DanG liga-se
preferencialmente ao sitio II com uma diferenca de escore de mais
de 15 kcal mol™! em favor deste.

As andlises de docking molecular mostraram que no sitio II o
grupo naftil estd estabilizado, dos dois lados, por interacdes do tipo
CH---mentre os aminodcidos Leu453 e Asn391, ficando praticamente
imobilizado por estas interagdes. O grupo carboxilico e o dtomo de
oxigénio do grupo sulfona do ligante DanG fica estabilizado por
interacdes com Arg410 e Tyr411, respectivamente. Os cdlculos de
isosuperticie de densidade eletrdnica mostram que estas interacdes
sdo atrativas.

As andlises de docking molecular mostraram também que a
complexacao entre DanG e a proteina HSA gerou uma conformacio
com um diedro igual a 100°, muito similar aquele obtido teoricamente
(DFT) e cujo ECD estd em acordo com o resultado experimental. Em
conclusio, o estudo das possiveis conformacdes para a dansilglicina
e o célculo do seu ECD tedrico permitiram identificar a origem do
sinal de ECD obtido pela complexacéo entre DanG e HSA.
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