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RESUMO

SILVA, Juliana de Almeida. Modelagem matemático-computacional para análise de dados
espectrofluorimétricos e localização de sítios de ligação em albumina sérica. 2019. 62 f.
Dissertação (Mestrado em Ciências Computacionais) – Instituto de Matemática e
Estatística, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O objetivo deste trabalho foi elaborar um modelo matemático computacional para
analisar dados oriundos de experimentos espectrofluorimétricos, visando, especialmente, à
localização de sítios de ligação para ligantes em albuminas humana (HSA) e bovina (BSA).
O modelo foi baseado na geometria referente ao posicionamento do sítio em relação aos re-
síduos de triptofano presentes na molécula protéica, além de considerar as semelhanças/-
diferenças estruturais entre essas duas proteínas. Para testar o modelo, usamos dados obti-
dos em experimentos de supressão da fluorescência de três fármacos antipsicóticos: risperi-
dona, clorpromazina e haloperidol, e duas substâncias pesticidas: metilparation e glifosato.
De acordo com o nosso modelo, os valores encontrados para as distâncias médias entre o
resíduo triptofano 212 e os sítios de ligação para as cinco substancias testadas foram, respec-
tivamente: 2.59(±0,92) nm, 2,65(±1,06) nm, 2,52(±0,97) nm, 2,89(±1,49) nm, 3,15(±2,00) nm.
Para as distâncias médias do resíduo de triptofano 134 aos mesmos sítios foram: 2,25(±0,80)
nm, 2,37(±0,94) nm, 2,74(±1,05) nm, 3,01(±1,55) nm, 3,02(±1,97) nm respectivamente. Esses
valores estão compatíveis com as dimensões dos domínios proteicos e com isso o projeto
desenvolvido apresenta resultados eficazes neste avanço da pesquisa de localização de sí-
tios de ligação primários na interação de fármacos às proteínas em estudo.

Palavras-chave: Modelagem matemático-computacional. Sítios de ligação.

Espectrofluorimetria. Albuminas, antipsicóticos, pesticidas.



ABSTRACT

SILVA, Juliana de Almeida. Mathematical-computational modeling for spectrofluorimetic
data analysis and localization of binding sites in serum albumin. 2019. 62 f. Dissertação
(Mestrado em Ciências Computacionais) – Instituto de Matemática e Estatística,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The aim of this work was to elaborate a computational mathematician model to ana-
lyze data from spectrofluorimetric experiments, directing, in particular, for the localization
of binding sites for human (HSA) and bovine (BSA) albumins. The model was based on
the geometry related to the positioning of the site in relation to the residues of tryptophan
present in the protein molecule, besides considering the similarities/structural differences
between these two proteins. To test the model, we used data obtained from fluorescence
quenching experiments of three antipsychotic drugs: risperidone, chlorpromazine and ha-
loperidol, and two pesticides: methyl parathion and glyphosate. According to our model,
the values found for mean distances between the tryptophan 212 residue and the binding
sites for the five substances tested were: 2.59 (± 0.92) nm, 2.65 (± 1.06 ) nm, 2.52 (± 0.97) nm,
2.89 (± 1.49) nm, 3.15 (± 2.00) nm. For the average distances of the tryptophan 134 residue
at the same sites were: 2.25 (± 0.80) nm, 2.37 (± 0.94) nm, 2.74 (± 1.05) nm, 3.01 (± 1.55) nm,
3.02 (± 1.97) nm respectively. These values are compatible with the dimensions of the pro-
tein domains and thus the project developed presents effective results in this advance of the
search of location of primary binding sites in the interaction of drugs to the proteins under
study.

Keywords: Mathematic-computational modeling. Binding sites. Espectrofluorimetry.

Albumins, antipsychotic drugs, pesticides.
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INTRODUÇÃO

A pesquisa na área da Biomatemática, assim como em diversos setores da interdis-

ciplinaridade, encontra-se em desenvolvimento, à medida que proporciona avanços nos es-

tudos relacionados a uma área específica, relacionando suas particularidades visando a um

objetivo específico. Ao abranger diversos domínios, essa inter-relação da Biologia com a

Matemática se mostra como um trajeto para os objetivos do estudo desejado, não retirando

suas singularidades, mas contribuindo, desenvolvendo ferramentas durante toda a evolução

da pesquisa (MELNIK, 2015; INGALLS, 2012).

Assim, os sistemas biológicos têm encontrado na modelagem matemático-computa-

cional um caminho para elucidar muitos dos seus fenômenos impossíveis de entendimento

e previsões através de outros meios (MORAIS E COURA et al., 2016; CARQUEJA; CORTEZ,

2014; CORTEZ; BISCH, 1995; SANCHES; JAFELICE, 2004; DINIZ; SANTOS, 1997).

A atual complexidade e grande importância da localização dos sítios de ligação das

albuminas séricas humana e bovina para as pesquisas em farmacologia, no que diz respeito

ao transporte de substâncias pelo organismo mostra-se como fator motivacional da escrita

que tem como objetivo desenvolver um ambiente computacional capaz de representar o

modelo de Stern-Volmer visando a localização dos sítios de ligação primários através do es-

tudo de um modelo geométrico integrado ao fenômeno de supressão de fluorescência na

albumina.

Neste projeto, foram trabalhados dados advindos da Farmacologia e Toxicologia, cam-

pos biológicos que pesquisam os processos de substâncias químicas. A Farmacologia pode

ser definida como o estudo de substâncias que interagem com sistemas vivos por meio de

processos químicos, principalmente por ligação a moléculas reguladoras e ativação e inibi-

ção de processos corporais normais. A toxicologia é o ramo da farmacologia que lida com

os efeitos indesejáveis de produtos químicos sobre sistemas vivos, desde células individuais

de seres humanos até ecossistemas complexos (MOREAU; DE SIQUEIRA, 2016; KATZUNG;

MASTERS; TREVOR, 2011). No primeiro capítulo desse trabalho encontram-se mais descri-

ções acerca desse assunto, assim como o estudo das albuminas.

No capítulo 2 falaremos sobre a supressão de fluorescência, técnica de fluorimetria

foco da nossa modelagem. O fenômeno observado através dos espectros obtidos com essa

técnica pode ser representado pela equação de Stern-Volmer (LAKOWICZ, 2006), a qual é

usada em nossa modelagem matemática como um passo para alcançar o objetivo do pre-

sente estudo: localização de sítios de ligação para ligantes em albuminas séricas humana

(HSA) e bovina (BSA).

Já o capítulo 3 discorre sobre a modelagem matemática aqui desenvolvida e que obje-

tiva à análise de dados oriundos de experimentos que tem como base medidas de alterações

na fluorescência emitida por proteínas séricas, quando estas interagem com algum ligante
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(endógenos e exógenos). Com a fluorimetria é possível gerar espectros de luminescência ge-

rados por substâncias biológicas em seu estado excitado, devido à presença de um ou mais

fluoróforos (componentes fluorescentes da molécula) em sua estrutura (LAKOWICZ, 2006).

Esse fenômeno físico é representado pelo gráfico de Jablonski, também apresentado neste

capítulo, juntamente a descrição do modelo, que objetiva a fundamentação para abordagem

biológica do nosso estudo (LAKOWICZ, 2006).

Os passos da implementação do modelo matemático construído neste projeto são

descritos no quarto capítulo, além de mostrar o software desenvolvido para atender a esse

modelo, bem como suas ferramentas e formas de utilização.

Ao final, são contemplados nos capítulos 5 e 6, respectivamente, os resultados e dis-

cussões abordados nessa pesquisa. O primeiro mostrando dados encontrados após os testes

realizados no software implementado e, o segundo, relatando como esses dados legitimam

o que foi desenvolvido durante a pesquisa.

Na composição das albuminas podem ser encontrados três amoniácidos fluoróforos;

o triptofano (Trp), a tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe), cujos picos de emissão de fluorescên-

cia ocorrem em diferentes faixas de comprimento de onda. O fluoróforo de importância no

estudo da supressão da fluorescência é o Trp, que emite fluorescência natural em compri-

mentos de onda entre 290 e 295 nm, já que as albuminas apresentam um número reduzido

de resíduos deste aminoácido (um, dois...) (LAKOWICZ, 2006). A HSA apresenta apenas um

resíduo de Trp, na posição 214 da seqüência de aminoácidos (no subdomínio IIA), enquanto

na BSA são encontrados dois resíduos, nas posições 134 (no subdomínio IB) e 212 (no sub-

domínio IIA) (KRAGH-HANSEN, 1981; RANG et al., 2004). Essa diferença entre as duas al-

buminas tem sido usada como um parâmetro para a análise das características de sítios de

ligação de um ligante à albumina (SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b; SILVA

et al., 2010a; SILVA et al., 2010).

No presente trabalho é possível observar um exemplo de Modelagem Matemática e

Computacional, instrumentalizando a interdisciplinaridade entre Biologia, Computação e

Matemática e auxiliando na manipulação das informações para as análises correntes, for-

mando uma base para a discussão de resultados e tirar conclusões sobre o fenômeno estu-

dado.
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1 O ESTUDO DAS ALBUMINAS

Neste capítulo, discorre-se fundamentalmente sobre revisões de pesquisas, as quais

relatam com mais ênfase a parte biológica abordada nesse trabalho. O estudo das albumi-

nas, assim como as primeiras publicações referentes a esse estudo, data do final do século

XIX, aumentando volumosamente no século XX com dezenas de trabalhos a cada ano. Nesse

percurso diversas descobertas relacionadas a sua estrutura e atuação são apresentadas, po-

dendo citar a similaridade nas estruturas das albuminas humana e bovina (GONCHAROV et

al., 2017).

Em animais superiores, as proteínas são os compostos orgânicos mais abundantes,
representam cerca de 50 % do peso seco dos tecidos. Do ponto de vista funcional,
seu papel é fundamental, não existindo processo biológico que não dependa da
presença ou da atividade deste tipo de biomolécula. As proteínas desempenham
inúmeras funções distintas, como por exemplo: enzimas, hormônios, proteínas
transportadoras, anticorpos e receptores de muitas células (GÓES FILHO; LOURO,
2005).

As proteínas são formadas através de ligações peptídicas entre os diversos tipos de

aminoácidos podendo ser classificadas em: globulares (as cadeias de aminoácidos se voltam

sobre elas mesmas) e fibrosas (as cadeias de aminoácidos se ordenam paralelamente) (GÓES

FILHO; LOURO, 2005).

A proteína albumina sérica humana (HSA) é um dos componentes mais abundante

no plasma sanguíneo humano, possuindo volume médio em torno de 500 – 700 µM. É sinte-

tizada no fígado, pelos hepatócitos, a uma taxa de cerca de 0,7 mg por hora (isto é, 10-15 mg

por dia); a meia-vida da HSA é de 19 a 20 dias (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2011).

Uma importante propriedade da albumina é sua capacidade de ligar-se reversivel-

mente a uma grande variedade de ligantes. A organização estrutural globular da HSA dá a

possibilidade de se ligar com várias substâncias em múltiplos sítios da molécula. Desem-

penha importante função de transporte de substâncias no sangue, como hormônios, sais,

vitaminas, lipídios e etc. As propriedades ligantes da albumina, como proteína de trans-

porte, incluem afinidades por ácidos graxos, metais e íons, hormônios endógenos e subs-

tâncias exógenas ao plasma sanguíneo (FANALI et al., 2009; FASANO et al., 2005; PETERS,

1996; KRAGH-HANSEN, 1981).

As proteínas também auxiliam em torno de 80 % na manutenção da pressão osmótica

dos tecidos e do balanço ácido-básico (pH do sangue), além de representarem uma fonte

de reserva energética para todos os tecidos, na ausência de ingestão adequada (KRAGH-

HANSEN, 1981). Outra importante função fisiológica da albumina é manter a pressão os-

mótica coloidal do sangue (pressão osmótica exercida pelas proteínas plasmáticas, sendo a

pressão osmótica caracterizada pela passagem de um líquido por uma membrana semiper-

meável do lado mais diluído para o mais concentrado).
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Conforme mencionado, a alta concentração plasmática de albumina contribui para

transporte, distribuição e armazenamento de várias substâncias endógenas (produzidas den-

tro do organismo) e exógenas (produzidas fora do organismo) de baixa solubilidade em água,

tendo importante papel no efeito dos medicamentos e substâncias tóxicas no organismo

animal, já que controla suas concentrações livres no plasma. Sabe-se que a fração livre é a

responsável pelos efeitos terapêuticos de um medicamento, bem como seus efeitos adversos

e toxicidade (FANALI et al., 2009; FASANO et al., 2005).

A ligação da HSA também afeta a farmacocinética e a eficácia de muitas drogas. Ao

ligar drogas e substâncias tóxicas, a albumina determina em grande parte sua farmacociné-

tica e toxicocinética, através do transporte para tecidos alvos ou locais de sua biotransfor-

mação. A Figura 1 mostra um esquema sintetizando a relação farmacocinética e farmacodi-

nâmica, representando as etapas da biodistribuição dos fármacos nos tecidos e as respostas

clínicas possíveis. O estudo da farmacologia e toxicologia aqui associados, proporciona a

observação desses efeitos baseados nas duas áreas da farmacologia: farmacocinética e far-

macodinâmica. Na farmacocinética acompanha-se a administração, entrada, distribuição e

eliminação do fármaco no organismo observando as interações das concentrações durante

todo o processo. Já na farmacodinâmica, tem-se as ações dos fármacos no organismo, isto

é, os efeitos dessa(s) concentração(ões) ao longo da metabolização (KATZUNG; MASTERS;

TREVOR, 2011).

Figura 1 – Relação entre farmacocinética e farmacodinâmica

Fonte: Katzung, Masters e Trevor, 2011.
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1.1 Albumina sérica humana (Human Serum Albumin - HSA)

Em humanos, a albumina representa cerca de 60% do total das proteínas do soro. A

HSA é uma proteína de cadeia polipeptídica simples, com peso molecular de aproximada-

mente 66 kDa. A albumina humana é uma proteína versátil. Cada molécula dessa proteína

pode carregar sete moléculas de ácidos graxos, que se ligam a fendas profundas na proteína

(KRAGH-HANSEN, 1981).

A albumina é composta de vários segmentos em alfa hélice. CARTER e colaboradores

(1989) mostraram, pela técnica de difração de raio X, que a estrutura secundária da molécula

da HSA é helicoidal, sendo o conteúdo em alfa-hélice formado por 67% da proteína, 23%

constitui cadeia estendida e 10% se apresenta como dobra em beta. É uma proteína globular

com forma aproximada de um triângulo equilátero de 80 Å de lado com espessura média de

30 Å e um volume calculado em cerca de 88.249 Å.

A estrutura da albumina é conservadora em todos os mamíferos. A molécula consiste

em três domínios homólogos (I, II e III), com padrão helicoidal similar, que são arranjados

em formato de um triângulo equilátero. Cada domínio contém 10 hélices, sendo dividido

em seis hélices antiparalelas e dois subdomínios (A e B), ligados por pontes dissulfeto (TA-

VIRANI et al., 2006). A junção de dois subdomínios através da união de seus encaixes forma

um domínio. O terminal desses domínios contribui para formação das hélices, que ligam os

domínios IB e IIA e os domínios IIB e IIIA, como podem ser observados na Figura 2 (BER-

TUCCI; DOMENICI, 2002; FASANO et al., 2005; FANALI et al., 2009; PETERS, 1996; PETITPAS

et al., 2001). Três pares idênticos destes subdomínios se unem para formar a albumina.

A Figura 2, na página 19, mostra um modelo representativo da estrutura molecular

da HSA, onde podem ser identificados os três domínios e seu único TRP, assinalado em sua

posição 214, dentro do subdomínio IIA. Os domínios IIA e IIIA tem, cada um deles, uma cavi-

dade formada principalmente por resíduos hidrofóbicos e outros carregados positivamente,

dentro dois quais uma grande variedade de compostos pode ser acomodada (PETERS, 1996).

A albumina sérica humana contém 585 resíduos de aminoácidos possuindo caracte-

rísticas específicas que são importantes para a estrutura e função da albumina. Apresenta

18 resíduos de tirosina, 6 resíduos de metiolina, 59 resíduos de lisina, 35 resíduos de cis-

teína e um grupo sulfidrila livre na cisteína da posição 34 (Cys 34) e um resíduo de Trp, ao

longo da cadeia, na posição 214 (Trp 214) no subdomínio IIA. O grupo sulfidrila livre não

participa da ligação com nenhum ligante externo. Todos os outros resíduos de cisteína for-

mam 17 pontes dissulfídricas, que contribuem fortemente para a estabilidade da proteína.

A alta porcentagem de aminoácidos iônicos, como a lisina, a arginina, o ácido glutâmico

e o ácido aspártico, presentes na cadeia, conferem à HSA uma solubilidade relativamente

alta em água, pois muitos deles permitem formar uma camada superficial de solvatação. O

dobramento da cadeia de aminoácidos gera domínios e subdomínios em trêsα-hélices con-

tíguas em paralelo, que confere às albuminas as características típicas das suas estruturas
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Figura 2 – Representação do arcabouço proteico da albumina

sérica humana

Legenda: Destaque da localização do resíduo de triptofano na

albumina humana (HSA).

Fonte: Motta et al., 2017.

secundária e terciária (WU et al., 2011).

1.2 Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin - BSA)

Das albuminas disponíveis no mundo, a do soro bovino – Albumina Sérica Bovina

(BSA), do inglês bovine serum albumin – tem sido utilizada em larga escala nos estudos bio-

miméticos quando se necessita de uma proteína genérica. Sua estabilidade, disponibilidade,

baixo custo e semelhança estrutural com a HSA são fatores que contribuem enfaticamente

para o aumento de seu uso em pesquisas para complementar estudos da albumina sérica

humana.

Em nível estrutural, conforme pode ser visto na Tabela 1, comparativamente a BSA

possui uma cisteína livre e dois resíduos de triptofano, enquanto a HSA possui a cisteína

livre na mesma posição da cadeia que a BSA, mas com apenas um resíduo de triptofano.

Nesse sentido, a proteína bovina apresenta uma sequência homóloga de 80% e similaridade
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Tabela 1 – Estrutura primária das albuminas

séricas bovina (BSA) e humana (HSA)

Aminoácido BSA HSA

Cisteina 35 35
Acido aspártico 41 36
Acido glutâmico 59 62
Alanina 46 62
Arginina 23 24
Asparagina 13 17
Fenilalanina 27 31
Glicina 16 12
Glutamina 20 20
Histidina 17 16
lsoleucina 14 8
Leucina 61 61
Lisina 59 59
Metionina 4 6
Prolina 28 24
Serina 28 24
Tirosina 19 18
Treonina 34 28
Triptofano 2 1
Valina 36 41
Total 582 585
N o de átomos de Nitrogênio 779 786

Fonte: Motta et al., 2017.

da estrutura terciária de 76% quando comparada à humana (KRAGH-HANSEN, 1981).
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Figura 3 – Representação do arcabouço proteico da albumina

sérica bovina

Legenda: Destaque da localização dos resíduos de triptofano

na albumina bovina (BSA).

Fonte: Motta et al., 2017.

Conforme Silva et al. (2010a) a molécula da BSA é formada por uma sequência de 586

resíduos de aminoácidos, com seu único grupamento sulfidrila livre localizado na mesma

posição que o da HSA. Também apresenta uma ponte disulfídrica simples e oito pares de

pontes arranjados de forma análoga à da HSA. Conforme pode ser observado nas Figuras 2 e

3, enquanto esta albumina apresenta apenas um resíduo de Trp, na posição 214 da sequên-

cia de aminoácidos (no subdomínio IIA), na BSA são encontrados dois resíduos, nas posições

134 (no subdomínio IB) e 212 (no subdomínio IIA) (KRAGH-HANSEN, 1981). Essa diferença

entre as duas albuminas pode ser usada como um parâmetro para a análise das característi-

cas de sítios de ligação de um ligante à albumina – assunto objeto do trabalho.
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1.3 Sítios de ligação nas albuminas

Os sítios de ligação são um dos mais importantes campos da biologia no que se re-

fere às pesquisas sobre a interação entre as macromoléculas. Dentro da farmacocinética, é

de notável importância a localização e determinação de sítios de ligação na HSA, tendo em

vista a maior eficiência e eficácia no transporte de fármacos (FRAGOSO et al., 2012; FRA-

GOSO et al., 2016; CORTEZ et al., 2012; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a). Os fármacos se

ligam em diferentes proporções às proteínas plasmáticas e desses sítios proveem informa-

ções relevantes sobre o transporte e o metabolismo das moléculas no corpo. Essa ligação é

uma medida de afinidade do fármaco pelas proteínas do plasma, especialmente pela albu-

mina.

É proveniente dessa abordagem o embasamento para pesquisas relacionadas ao grau

de afinidade de qualquer ligante exógeno, sendo que a maior parte desses ligantes se fixam

primariamente a uns poucos sítios com alta afinidade (sítios primários de ligação) – po-

dendo existir mais de um desses sítios para um determinado ligante (MORAIS E COURA et

al., 2016; FRAGOSO et al., 2012; CORTEZ et al., 2012; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a) e a

um número maior de sítios de baixa afinidade, esses podendo surgir após a ocupação do(s)

primário(s) (LAKOWICZ, 2006).

Um dos fatores mais importantes que afetam a distribuição e a concentração ativa de

muitas drogas no organismo é a afinidade pela HSA. Um grau de afinidade pela albumina

é desejável para ajudar a solubilizar substâncias que de outra forma poderiam agregar-se e

ser pobremente distribuídas. Para se ligar, a albumina pode exibir afinidade muito alta, mas

também pode mostrar alta taxa de dissociação sob certas condições (KATZUNG; MASTERS;

TREVOR, 2011).

Estudos mostram que duas regiões da HSA contém sítios de ligação de alta afinidade,

responsáveis pelas ligações das várias substâncias à albumina. De acordo com Sudlow, Bir-

kett e Wade (1976), compostos aromáticos e heterocíclicos com pequeno volume limitam-se

aos subdomínios II e III, preferencialmente no sítio conhecido como Sudlow I (localizado no

subdomínio IIA) (HE; CARTER, 1992; PETERS, 1996). Já os compostos carboxilados aromáti-

cos apresenta maior afinidade no sítio conhecido como Sudlow II (localizado no subdomínio

IIIA) (FANALI et al., 2009; WU et al., 2011).

Observa-se também que nessas regiões de ligação pode haver um deslocamento de

um ligante A por um ligante B indicando ligação na mesma região, por competição, ocasio-

nando bloqueio competitivo de sítios idênticos e de sítios superpostos quando a proteína é

exposta a mais de um ligante. Esses resultados fornecem fortes evidências da existência de

mais regiões de ligação na molécula de albumina.

A Tabela 2 mostra as constantes de ligação de algumas substâncias endógenas à al-

bumina sérica humana (HSA) para certas temperaturas, pH e números de sítios de ligação

primários.
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Tabela 2 – Constantes de ligação de substâncias endógenas à albumina sérica humana

Ligante n∗
1 pH Temp. (ºC)

Constante de equilíbrio
da ligação (M−1)

Bilirrubina 1 7,40 37 5,5 X 107

Cortisol 2 7,40 37 5,0 X 103

Hemina 1 7,50 23 5,0 X 107

Palmitato 2 7,45 23 6,0 X 107

Oleato 2 7,45 23 1,1 X 108

Progesterona 1 7,40 4 3,6 x 105

* n1 é o número de sítios primários (VERBEECK et al., 1983)

Fonte: Motta et al., 2017.
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2 FENÔMENO DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR

A fluorescência é um fenômeno físico de luminescência (emissão de luz por alguma

substância ocorrendo a partir de estados eletrônicos excitados) num sistema que absorve

energia eletromagnética e a reemite sob a forma de energia luminosa, no intervalo de tempo

muito curto, com modificação do comprimento de onda, que lhe é característico da radiação

luminosa (na maioria dos casos um comprimento de onda maior). É perceptível quando

a luz incidente está na faixa do ultravioleta (invisível ao olho humano) e a luz emitida no

espectro visível (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Formalmente, a luminescência molecular é dividida em fluorescência e fosforescên-

cia, dependendo da natureza do estado excitado. A fluorescência é a capacidade de uma

substância de emitir luz se exposta a radiações específicas: ultravioleta (UV), raios X ou raios

catódicos (LAKOWICZ, 2006). Segundo Lakowicz (2006), na fluorescência, moléculas de uma

substância química, no estado fundamental, são excitadas e alcançam níveis mais altos de

energia, sendo a fluorescência observada, o resultado da emissão que resulta dos seus retor-

nos ao estado de energia mais baixa, o estado fundamental. Assim, a radiação fluorescente

emitida tem comprimento de onda maior que a radiação incidente, que é a excitante, e a

fluorescência pode ocorrer dentro da faixa de luz visível aos olhos humanos ou na faixa in-

visível, do ultravioleta.

A emissão de luz na fluorescência ocorre a partir de um estado excitado singleto,

onde o elétron excitado não muda a orientação do spin, sendo permitido então o retorno

ao estado fundamental. Já na fosforescência essa emissão de luz ocorre a partir de um es-

tado excitado tripleto, onde o elétron excitado muda a orientação do spin, portanto, não

é possível o retorno ao estado fundamental. Esse processo ocorre com as taxas de emis-

são compreendidas na faixa de 10−3 – 100 s, mais lentas que na fluorescência na qual essas

taxas ocorrem na ordem de 10−8 s. Com isso, observa-se que a fluorescência envolve as tran-

sições de estado, ilustradas simplificadamente pelo modelo proposto pelo professor Alek-

sander Jablonski (1898 – 1980) na década de 1930 representadas no Diagrama de Jablonski

(LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Esses diagramas, conhecidos também como Diagramas de Perrin-Jablonski, desem-

penham papéis importantes como instrumentos no estudo e descrição de processos de ab-

sorção e emissão de luz tais como absorção de fóton, conversão interna, cruzamento inter-

sistema, fosforescência, transições tripleto-tripleto e fluorescência. É uma ferramenta que

ajuda na melhor visualização nas interações de supressão, energia de transferência e intera-

ção com o solvente (LAKOWICZ, 2006; KRAGH-HANSEN, 1981).

Na Figura 4, as linhas verticais descrevem as transições entre os estados eletrônicos

para ilustrar sua natureza instantânea da absorção da luz, da ordem de 10−15 segundos. De-

vido a incidência e absorção de luz, a substância luminescente fica excitada e passa a vibrar
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Figura 4 – Diagrama de Jablonski

Fonte: Lakowicz, 2006.

em níveis energéticos mais altos. Observa-se no diagrama da Figura 4, os estados eletrônicos

singletos – fundamental (S0), primeiro (S1) e segundo (S2). Em cada um desses níveis ener-

géticos eletrônicos pode existir um conjunto de níveis energéticos vibracionais, denotados

por 0, 1, 2, ... (GÓES FILHO; LOURO, 2005).

Conforme já explicitado e com a ilustração do diagrama da Figura 4 é possível refor-

çar que na fluorescência, os elétrons nos estados singleto (S1) retornam rapidamente para o

S0 através da emissão de um fóton, com tempo de vida fluorescente de 10−8 segundos (EIS-

BERG; RESNICK, 1985). Já na fosforescência, ocorre uma conversão interna na molécula do

estado S1 para o primeiro estado de spin tripleto 1 (T1) seguindo um decaimento para o es-

tado singleto fundamental. Esta transição envolve taxas de emissão pequenas e os tempos

de vida são longos, da ordem de milissegundos a segundos, enquanto na fluorescência são

da ordem de nanossegundos (LAKOWICZ, 2006).

Na Figura 5, apresentada na página 26 ,é feito um destaque dos estados singleto e

tripleto dentro do Diagrama de Jablonski já observado anteriormente.

Um ponto que também pode ser observado no diagrama de Jablonski é que a energia

de emissão é maior que a energia de absorção caracterizando o que já foi citado antes sobre

o fenômeno da fluorescência o qual ocorre em energias menores ou comprimentos de onda

maiores.

Vale ressaltar que a fluorescência, quando se encontra na faixa invisível aos olhos

humanos, pode ser evidenciada através de técnicas específicas, usando equipamentos de

fluorimetria (técnica de registro direto) ou técnicas especiais de captação de fluorescência.

De acordo com Lakowicz (1999) a fluorimetria engloba um conjunto de técnicas ana-
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Figura 5 – Diagrama de Jablonski modificado

Legenda: (A) absorção de um fóton, (S0) estado fundamental

de singleto, (Sn) estado excitado de singleto, (S1)

primeiro estado excitado de singleto, (VR) relaxação

vibracional, (IC) conversão interna, (ISC)

cruzamento intersistemas, (Tn) estado excitado de

tripleto.

Fonte: Lakowicz, 2006.

líticas baseadas na detecção dos fótons emitidos por moléculas excitadas enquanto a es-

pectrofluorimetria se baseia no registro espectroscópico desse tipo de emissão, que é repre-

sentado por um espectro de fluorescência, que mostra a intensidade luminosa para cada

comprimento de onda da luz emitida.

2.1 Espectroscopia de fluorescência e fluorescência das proteínas

Numa análise espectroscópica ou espectrofluorimétrica, o espectro de emissão inde-

pende do comprimento de onda da excitação. A diferença entre os comprimentos de onda

da fosforescência e da fluorescência é uma medida da diferença de energia entre os estados

singleto e tripleto. Um espectro de emissão é uma curva de intensidade de fluorescência

versus comprimento de onda, ilustrada no Diagrama de Jablonski (VALEUR, 2001).

A espectroscopia de fluorescência constitui um método poderoso para investigação

das propriedades dinâmicas de interesse biológico (MORAIS E COURA et al., 2016; CORTEZ

et al., 2012; SILVA et al., 2010a; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a). A fluorescência apresenta

grandes vantagens quando comparada a outros métodos de espectroscopia, pois é muito

sensível a vizinhança do fluoróforo, tem um amplo espectro de análise e o erro inerente à

medição é praticamente constante em todo o intervalo de resposta. Quando comparado a

métodos colorimétricos baseados na absorbância, técnicas fluorimétricas são muito mais
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sensíveis e seletivas.

Os fluoróforos emitem luz geralmente na faixa de comprimento de onda do espec-

tro visível, ou seja, entre o infravermelho e o ultravioleta. Os fluoróforos são divididos em

duas grandes classes: os intrínsecos e os extrínsecos. Fluoróforos intrínsecos são aqueles

que emitem luz naturalmente. Já os extrínsecos são aqueles adicionados à amostra para

desempenharem a função sonda (GÓES FILHO; LOURO, 2005).

Pode-se citar como as características mais importantes dos fluoróforos o tempo de

vida de fluorescência e o rendimento quântico. Este, é a razão do número de fótons emitidos

pelo número de fótons absorvidos. A fluoresceína é um tipo de substância que apresenta

uma emissão visivelmente brilhante devido ao grande rendimento quântico que ela possui.

O tempo de vida de um fluoróforo determina o tempo disponível para este interagir com ou

difundir-se no meio disponibilizando a informação de sua emissão (GÓES FILHO; LOURO,

2005).

Uma variedade de moléculas biológicas apresenta fluorescência intrínseca devido a

presença de fluoróforo(s) em sua constituição. Em compostos orgânicos, o fenômeno da

fluorescência ocorre tipicamente em estruturas aromáticas. A fluorescência natural das pro-

teínas se deve a presença de resíduos de aminoácidos aromáticos fluorescentes, na sua es-

trutura primária. Dos vinte aminoácidos que podem compor as proteínas, apenas três pos-

suem essa propriedade: triptofano, tirosina e fenilalanina. Esses três aminoácidos possuem

estruturas com cadeia laterais aromáticas como mostrado na Figura 6.

Figura 6 – Estruturas químicas dos três aminoácidos fluorescentes

Legenda: Compostos orgânicos dos aminoácidos Triptofano, Tirosina e Fenilalanina.

Nas cadeias aromáticas ocorre o fenômeno da fluorescência.

Fonte: Motta et al., 2017.
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O triptofano é o aminoácido de maior fluorescência, sendo os resíduos deste ami-

noácido responsáveis por cerca de 90% da fluorescência total das proteínas e portanto é o

resíduo mais usado como fluoróforo, já que apresenta maior rendimento quântico (maior

relação entre a quantidade de energia emitida e a absorvida) quando interligados nas ca-

deias proteicas. A tirosina emite radiação fluorescente de alta intensidade quando pura em

solução, mas a emissão dos seus resíduos nas proteínas é bem mais fraca que a do tripto-

fano, além de acontecer muito próxima, em comprimento de onda, a da fenilalanina. Outro

fator importante a citar é pautado na quantidade desses aminoácidos nas moléculas de al-

bumina, já que se apresentam em maiores quantidades que o triptofano, fazendo com que

este apresente maior eficácia como sonda natural. (SOUZA et al., 2000; SILVA; CORTEZ;

LOURO, 2004a; LAKOWICZ, 2006).

A supressão de fluorescência é uma técnica de espectroscopia que consiste no resul-

tado do encontro difusivo entre fluoróforo e supressor durante o tempo de vida do estado

excitado do fluoróforo ocasionando a diminuição da intensidade de fluorescência (GÓES

FILHO; LOURO, 2005). Na próxima sessão é abordado este assunto mais detalhadamente.

2.2 Supressão de fluorescência

A supressão de fluorescência é uma técnica da espectroscopia de fluorescência. Muito

utilizada nas áreas Biológicas e Biomédicas, esta técnica se baseia na supressão ou diminui-

ção de intensidade da fluorescência emitida na interação de uma substância fluorescente

a uma outra substância adicionada dentro de uma mesma solução (GÓES FILHO; LOURO,

2005).

Esta técnica tem auxiliado muito na farmacologia e na toxicologia, principalmente

em estudos farmacocinéticos, investigando especialmente a interação de drogas, pesticidas

e outros xenobióticos com as proteínas plasmáticas e outras proteínas. Uma série de infor-

mações referentes à interação molecular pode ser determinada, entre elas: a constante de

supressão e associação, a formação de complexo, a competição por sítio de ligação e natu-

reza e o número de sítios primários de ligação (MOTTA et al., 2017; SIMMONS et al., 2011;

ARNOLD et al., 2012; CORTEZ et al., 2012; SILVA et al., 2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; COR-

TEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b), que contribuem para a formação do perfil farma-

cocinético da substância em estudo.

A supressão pode ocorrer por diferentes mecanismos. Dentre os vários processos

moleculares capazes de gerar supressão da fluorescência pode-se citar: reações de estados

excitados, transferência de energia, formação de complexo e a supressão por colisão (LA-

KOWICZ, 2006). E, de uma forma geral, podem ser divididos em supressão dinâmica e su-

pressão estática. A primeira é o resultado da colisão dos fluoróforos em estado excitado e o

supressor, o qual desativa o fluoróforo, sendo a perda de energia devido a própria colisão. Já
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na supressão estática há a formação de um complexo no estado fundamental, o que reduz a

intensidade da emissão de fluorescência do fluoróforo.

Para diferenciar e distinguir qual supressão ocorreu num determinado processo é ne-

cessário analisar o espectro de absorção do fluoróforo. Na supressão colisional ou dinâmica

só são afetados os estados excitados das substâncias fluorescentes e, contudo, nenhuma mu-

dança será observada no espectro de absorção dessa supressão. Já na supressão estática, a

formação do complexo resulta em perturbação do espectro de absorção do fluoróforo (LA-

KOWICZ, 2006), alterando, portanto, os dados fluorimétricos.

Uma série de informações referentes a essa interação molecular pode ser determi-

nada, entre elas: a constante de supressão e associação, a formação de complexo, a compe-

tição por sítio de ligação e natureza e o número de sítios primários de ligação (CARQUEJA;

CORTEZ, 2014; SIMMONS et al., 2011; ARNOLD et al., 2012; CORTEZ et al., 2012; SILVA et al.,

2010a; SILVA et al., 2010; SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b).

Conforme já mencionado, a temperatura influencia nas características das substân-

cias fluorescentes. Havendo um aumento de temperatura, os coeficientes de difusão das

substâncias aumentam e dentre essas substâncias, o supressor, e, consequentemente au-

menta a taxa de supressão dinâmica. Entretanto, esse aumento da temperatura leva à redu-

ção da estabilidade dos complexos, diminuindo a taxa de supressão do tipo estática.

A teoria da supressão da fluorescência por colisão é descrita pela equação de Stern-

Volmer. Desta equação pode ser calculada a constante de Stern-Volmer ou de supressão

(BHATTACHARYYA; CHAUDHURI; PODDAR, 1990), assunto abordado na próxima sessão.

2.2.1 Equação de Stern-Volmer e a constante de Stern-Volmer (constante bimolecular)

Sabe-se que a intensidade da fluorescência é proporcional à sua concentração no

estado excitado [F*]. Então pode-se admitir que, sob iluminação contínua, a variação no

tempo da população de fluoróforo será nula, isto é, d [F∗]
d t = 0, já na ausência e presença de

um supressor, as equações diferenciais que descrevem a variação de [F*] no tempo são, res-

pectivamente:

d [F∗]

d t
= f (t )−γ[F∗]0 = 0, (1)

d [F∗]

d t
= f (t )− (γ+kq [Q])[F∗] = 0, (2)

onde f (t ) é a função de excitação constante e γ é a taxa de decaimento do fluoróforo na

ausência do supressor. Na presença de um supressor, há uma taxa de decaimento adicional
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kq [Q]. Com a excitação continuada, a população de estados excitados é constante, assim,

neste caso, as derivadas podem ser um conjunto nulo.

A supressão por colisão é um processo proporcional ao esvaziamento dos estados

excitados e, então o tempo de vida do fluoróforo na ausência (τ0) e na presença (τ) do su-

pressor podem ser descritos por:

τ0 = γ−1, (3)

τ= (γ+kq [Q])−1, (4)

sendo, então,

τ0

τ
= 1+kqτ0[Q]. (5)

Na Equação 5 uma importante característica da supressão por colisão é ilustrada -

um decréscimo equivalente na intensidade da fluorescência e no tempo de vida. Essa di-

minuição do tempo de vida ocorre devido ao decréscimo da população do estado excitado

ocasionado pela colisão. A supressão estática não reduz esse tempo porque somente as mo-

léculas fluorescentes são observadas. Nesse tipo de supressão, remove-se uma fração da

fluorescência composta pelos fluoróforos que estão envolvidos na formação do complexo

não fluorescente onde este absorve luz e retorna imediatamente ao estado fundamental sem

emissão de fóton, sendo

F0

F
= τ0

τ
. (6)

A medida dos tempos de meia-vida de fluorescência é o método mais adequado para

a definição do tipo de supressão (MOTTA et al., 2017).

Considerando que γ é o inverso do seu tempo de meia vida (τ0), isto é, γ= (τ0)−1. Na

ausência de supressão, a população de estados excitados decai com uma taxa de γ= Γ+knr ,

onde Γ é a taxa radioativa e knr a taxa de decaimento não-radioativo. Sendo kq a divisão da

Equação 2 pela Equação 1, obtem-se:

F0

F
= γ+kq [Q]

γ
= 1+ kq

γ
[Q], (7)
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onde F0 e F são as intensidades da fluorescência emitida, respectivamente, na ausência e

presença do supressor e kq é a constante bimolecular de supressão.

A Equação 7 é a equação de Stern-Volmer, que pode ser obtida considerando a fração

de fluoróforos excitados que decaem por emissão em relação ao total. Portanto, a fração F0
F

é obtida pela razão entre a taxa de decaimento na presença do supressor (γ= kq [Q]) e a taxa

de decaimento na ausência do supressor (γ).

Considerando γ= (τ0)−1, a equação de Ster-Volmer pode ser escrita na forma:

F0

F
= 1+kqτ0[Q] = 1+KS[Q], (8)

ou ainda:

F0

F
= 1+kqτ0[Q], (9)

F0

F
= 1+KS[Q]. (10)

E KS pode ser chamada, de uma forma geral, de constante de Stern-Volmer. A equa-

ção 10 é uma equação linear e, portanto, KS corresponde ao coeficiente angular do gráfico

linear de Stern-Volmer.

As medidas de supressão são geralmente representadas em um gráfico de F0
F ver-

sus [Q] e espera-se que F0
F seja linearmente dependente da concentração do supressor. Um

ajuste linear é indicado quando existe uma classe única de fluoróforos, estando todos aces-

síveis ao supressor (SILVA; CORTEZ; LOURO, 2004a; SILVA et al., 2004b).

Entretanto, o gráfico de Stern-Volmer nem sempre é linear. Um exemplo, é o gráfico

de uma proteína nativa mostrando uma significativa curvatura para baixo. Este é caracterís-

tico de proteínas que têm mais de um resíduo de Trp em sua cadeia e, pelo menos, um deles

não é acessível ao supressor. Se esta proteína for desdobrada por desnaturação, a supressão

aumenta e o gráfico de Stern-Volmer torna-se linear. A Figura 7 exemplifica casos de não

linearidade do gráfico de Stern-Volmer. Na Figura 7a mostra-se o gráfico de Stern-Volmer

para supressão da lisozima, quando suprimida pela trifluoroacetamida, que, devido a aces-

sibilidade fracionada a duas populações de fluoróforos, exibe uma curvatura para baixo (LA-

KOWICZ, 2006).

Outra situação em que a linearidade não é presente é mostrado na Figura 7b, quando

há ocorrência de supressão combinada, isto é, colisional (colidindo com o supressor) e es-

tática (formando complexos) ao mesmo tempo. Neste caso, a equação de Stern-Volmer é

modificada possuindo então, um termo não linear, de segunda ordem em [Q]. Portanto, o

gráfico gerado apresenta uma concavidade positiva na curva.
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Figura 7 – Exemplos de não linearidade do gráfico de Stern-Volmer

(a) (b)

Legenda: (a) – Exemplo de acessibilidade fracionada na supressão lisozima

pela trifluoroacetamida, apresentando uma curvatura para baixo

e (b) – gráfico da concentração de supressor [Q] pela razão de

variação de fluorescência F0/F em caso de uma supressão

combinada, ou seja, supressão dinâmica e estática ocorrendo em

um mesmo grupo fluoróforo, apresentando concavidade para

cima.

Fonte: Lakowicz, 2006.
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3 MODELAGEM MATEMÁTICO-COMPUTACIONAL E A DESCRIÇÃO DO MODELO

A modelagem matemático-computacional é uma ferramenta multidisciplinar de no-

tório crescimento e grande abrangência de aplicação nos estudos da fenomenologia de áreas

como Humanas, Engenharias, Economia, Ciências Ambientais, Ciências Exatas e Biológicas.

Ao simular soluções para problemas científicos, desenvolve modelos matemáticos que, após

análise de adequação, pode ser descrito em linguagem computacional com o objetivo de tra-

zer validação a um processo de modelagem. A modelação é a essência da ciência, visando a

compreensão do mundo em que vivemos (MELNIK, 2015).

A complexidade dos problemas integrados em diversas linhas de pesquisa exige a

obtenção de soluções mais detalhadas e com a menor possibilidade de erros possível, isto é,

respostas mais detalhadas e cada vez mais refinadas e precisas. Alia-se a esse fato o aumento

do volume de dados trabalhados, assim como a especificidade dos assuntos abordados e a

necessidade de entrega de resultados em tempo mais hábil, o que muitas vezes é sinônimo

de tempo menor. A modelagem matemático-computacional mostra-se uma ferramenta em

potencial para esse cenário.

Segundo Bassanezi (2004),

Modelagem Matemática é um processo dinâmico utilizado para a obtenção e va-
lidação de modelos matemáticos. É uma forma de abstração e generalização com
a finalidade de previsão de tendências. A modelagem consiste, essencialmente, na
arte de transformar situações da realidade em problemas matemáticos cujas solu-
ções devem ser interpretadas na linguagem usual (BASSANEZI, 2004).

Através da modelagem matemática diversos modelos podem ser descritos e ganham

contornos conforme se adequam aos dados envolvidos dentro de uma determinada área

de conhecimento. A matemática é uma linguagem que ajuda à descrição e compreensão

do mundo e a Modelagem Matemática permite expressar o mundo real, discutir os seus

fenômenos à luz da Matemática (MELNIK, 2015; VECCHIA; MALTEMPI, 2012; CARREJO;

MARSHALL, 2007; HILLEL, 2001).

Na Figura 8 está ilustrado o passo a passo de uma modelagem matemática e compu-

tacional. Esse processo inicia-se no desafio de um problema apresentado o qual se moldará

num modelo mais simplificado e que, acrescido de ferramentas selecionadas consideradas

úteis para resolução, se transformará num modelo matemático. Este sendo suficiente, cal-

culará e apresentará soluções. Caso contrário, programa-se uma implementação a qual será

apresentada num modelo computacional. Este, através de simulações mostrará conclusões.

Essas conclusões, em ambos os casos, serão interpretadas a fim de comprovar a eficácia do

modelo proposto e sua validação.

Sumarizando, a modelagem é o processo de escolha das variáveis essenciais e trans-

formação da linguagem “natural” para a linguagem matemática e/ou computacional, dando

origem ao modelo matemático e/ou computacional, com as simplificações do problema em
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Figura 8 – Diagrama completo das atividades na

modelagem matemática

Fonte: MAKI e THOMPSON, 2014.

foco (MELNIK, 2015). A Figura 8 mostra um diagrama completo das atividades na mode-

lagem matemática, segundo MAKI e THOMPSON (2014). Neste observa-se a simplificação

do problema do mundo real representado por um modelo real, vindo em seguida a elabo-

ração de um modelo matemático, que pode ser usado para cálculos ou programação de um

modelo computacional para simulação, que podem permitir tirar conclusões e interpretar o

comportamento do sistema real em estudo.

A experimentação é a obtenção de dados experimentais ou empíricos que ajudam à

compreensão e à adaptação do problema. É um processo laboratorial e, em alguns casos,

estatístico. Em seguida, vem a comparação dos resultados obtidos com os dados reais para

validação; e envolve a resolução do modelo matemático e computacional proposto.

Ao final desta etapa, obtém-se um conjunto de expressões e fórmulas, ou equações

algébricas, gráficos, representações ou programa computacional que pode representar ou

resolver o problema. Caso o modelo não forneça uma resposta adequada, a modelagem deve

ser revisada. Por último, a aplicação acontece após a elaboração de um modelo eficiente,

quando esse modelo deve explicar a realidade ligada ao problema e viabilizar tomada de

decisões (CARREJO; MARSHALL, 2007).
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3.1 A espectroscopia

Nos capítulos anteriores, dissertamos sobre a interdisciplinaridade da biomatemá-

tica e da modelagem matemática computacional como campo e ferramenta para a pesquisa

em estudo. Através da modelagem é possível trabalhar as especifidades de um dado sistema

e embasar estudos mais abrangentes ou mais detalhados do mesmo.

Nessa seção, é descrito o modelo matemático que representa a interação de ligantes

com BSA e HSA – proteínas já descritas no Capítulo 1. O modelo foi elaborado com base nos

fenômenos de supressão da fluorescência natural emitida por essas albuminas em presença

de um mesmo ligante, e considerando as semelhanças e diferenças estruturais conhecidas

dessas duas albuminas.

Note na Figura 9 uma representação simplificada da emissão de fluorescência (in-

dicado pelas setas verdes) dos dois resíduos de triptofano (T1 = TRP-212 e T2 = TRP-134)

da BSA que atravessa a fenda do espectrofluorímetro. Os resíduos distam entre si de uma

distância D (linha azul), e a fenda do fluorímetro é representada por duas linhas marrons

paralelas ao eixo Y.
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Figura 9 – Representação esquemática do registro da fluorescência da BSA

Legenda: Os dois triptofanos, T1 e T2, emitem radiação fluorescente cuja parte que

atravessa a fenda é detectada pelo fluorímetro.

Fonte: Motta et al., 2017.

Sabendo que a emissão de fluorescência tem sua origem, especialmente, devido a

presença dos resíduos de TRP, pode-se considerar que a parcela com a fluorescência emitida

por cada um dos TRP compõem o total de fluorescência emitida pela BSA.

FAlb =
n∑

i=1
FTi , (11)

onde FAlb é a fluorescência total emitida pela albumina e FTi é a fluorescência emitida pelo

resíduo de TRPi presente na proteína. Levando em consideração também o caso do tripto-

fano do HSA (TRP-214), tem-se então

FBS A = FT212 +FT134 (12)
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e

FHS A = FT214 . (13)

Adicionando-se um supressor nesse sistema, em uma dada concentração Q, é possí-

vel registrar a fluorescência remanescente(FAlb |Q) como

FAlb |Q = FAlb −
n∑

i=1
xi F Ti

, (14)

onde xi é a taxa de supressão de fluorescência do triptofano i . A variação dessa taxa ocorre

apenas através da distância entre supressor e fluoróforo, já que está sendo considerado ape-

nas o trp como fluoróforo.

Tomando a divisão da Equação 14 pela fluorescência da albumina pura obtém-se:

FAlb |Q
FAlb

= 1 − 1

FAlb

n∑
i=1

xi F Ti
, (15)

e para a BSA e a HSA, a equação fica:

FB

FB0

= 1 − 1

FB0

(x1FT 1 + x2FT 2) (16)

FH

FH0

= 1 − 1

FH0

(x3FT 1). (17)

Nessa interação albumina-supressor, os fatores x1, x2 e x3 se referem as taxas supri-

midas da fluorescência emitida por cada triptofano. Cada um desses fatores está relacionado

à distância (ri ) de um triptofano até o sítio de ligação primário.

De acordo com Motta et al. (2017), seguindo processos algébricos e de simplificação,

sabendo-se que KB e KH representam as constantes de Stern-Volmer para a BSA e a HSA,

respectivamente, tem-se

x2FT2

x1FT1

= KB FB

KH FH
− 1. (18)
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3.1.1 Distâncias dos resíduos de TRP ao sítio de ligação

Inicialmente, é observado o primeiro momento da pesquisa em que se busca a razão

entre as distâncias dos TRP ao sítio de ligação do supressor. A equação descrita nos próxi-

mos passos advém da relação entre a supressão de fluorescência com a distância desse sítio

(ocupados pelas moléculas do supressor) ao resíduo de TRP. Portanto, há uma relação en-

tre a intensidade da fluorescência medida com a distância percorrida pela radiação desde o

fluoróforo até o ligante (supressor).

Numa abordagem quântica semi-clássica, Förster (1948) relaciona a taxa de transfe-

rência de energia (kT ) entre uma molécula doadora de energia e uma outra receptora, com

a distância r entre as duas através da expressão (MOTTA et al., 2017):

xi = 1

τD

(
R0

r

)6

, par a i = 1, 2. (19)

Substituindo a equação 19 na equação 18 tem-se:

1
τD

(
R0
r2

)6
FT2

1
τD

(
R0
r1r

)6
FT1

=
(

FB0 − FB

FH0 − FH

)
− 1. (20)

Como estamos tratando de um único tipo de fluoróforo, o TRP, então FT1 = FT2 , e

assim

r1
6

r2
6
=

(
FB0 − FB

FH0 − FH

)
–1. (21)

Logo,

r1

r2
= 6

√(
FB0 − FB

FH0 − FH

)
− 1, (22)

onde r1 e r2 são respectivamente as distâncias do sítio de ligação do supressor na albumina

aos resíduos de TRP-134 e TRP-212 da BSA (TRP-214 da HSA). Pode-se escrever essa equação

na seguinte forma

r1

r2
= 6

√
∆FB

∆FH
−1, (23)
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Figura 10 – Sítio de ligação do supressor (Q) e os

resíduos de TRP, T1 e T2

Legenda: D é a distância entre os resíduos de TRP;

ri (i = 1,2) é a distância entre o sítio Q j (j

= 1, 2, ..., n) e os resíduos.

Fonte: Motta et al., 2017.

ou utilizando a constante de Stern-Volmer (Equação 10), teremos:

r1

r2
= 6

√
KB FB

KH FH
− 1, (24)

sendo necessário que:

KB FB

KH FH
− 1 ≥ 0. (25)

Dando continuidade à pesquisa realizada por Motta et al. (2017), buscando mais pre-

cisão na análise dos resultados da espectrofluorimetria para a localização dos sítios de li-

gação entre a albumina e o supressor, aplicamos recursos da Geometria, já que a conexão

entre o sítio de ligação e os resíduos de TRP dão origem a triângulos, como mostra a Figura

10. Nessa pode-se ver a representação de uma posição possível para o sítio de ligação do

supressor (Q) em relação aos resíduos de TRP, T1 e T2, sendo D a distância entre esses dois

resíduos, r1 a distância do sítio de ligação Q ao triptofano T1 e r2 a distância de Q ao tripto-

fano T2.

A Figura 11 exemplifica três dos diversos triângulos que podem ser formados pela
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conexão dos dois resíduos de TRP ao sítio de ligação para o ligante.

Geometricamente, os possíveis sítios para Q presentes na BSA formam com T1 e T2

triângulos quaisquer de altura: h1,h2,h3, ...,hn , e, portanto, para calcular r1 e r2 podemos

usar a equação:

r 2
2 = r 2

1 +D2 −2r1.D.cos
(
θ j

)
, (26)

onde θ é o ângulo que pode ser encontrado entre os segmentos r2 e D (Figura 11).

Da Equação 24 podemos escrever

r1 =
(

6

√
KB FB

KH FH
− 1

)
r2. (27)

Substituindo r1 (Equação 27) na Equação 26 e evidenciando r2, obtém-se que

1−
(

6

√
KB FB

KH FH
−1

)2r 2
2 = D

(
D −2.r2. 6

√
KB FB

KH FH
−1 . cos(Θ j )

)
. (28)

e finalmente, temos a seguinte expressão, que relaciona a razão r1
r2

com r2:

(
1−

(
r1

r2

)2)
r 2

2 = D

(
D −2.r 2.

r1

r2
. cos(Θ j )

)
. (29)

Conhecendo r1/r2 e D pode-se dar valores para r2 e cos(θ) para resolver a equação

numericamente por extrapolação, encontrando valores possíveis para r1 e r2, e assim, os

possíveis sítios de ligação. Para tanto deve-se considerar as seguintes condições de con-

torno:

1. para θ = 0: h = 0 e r1+r2 = D , podendo ser r1 = r2, ou seja, o sítio encontra-se ao longo

do eixo D, entre os dois resíduos (r1 + r2 = D).

2. para r1 = r2 e θ 6= 0, h 6= 0, sendo que r1 e r2 formam um triângulo isósceles com D.

3. para r1 < r2, o sítio encontra-se em algum ponto do lado esquerdo do círculo da Figura

11, e no lado direito, quando r1 > r2.
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Figura 11 – Representação de possíveis posições para o sítio de

ligação do supressor (Q) em relação aos triptofanos

Legenda: T1 e T2. D é distância entre T1 e T2; ri (i=1,2) é a

distância entre o sítio aos resíduos de triptofano; h

altura do triângulo formado pelos lados r1, r2 e D, e θ

é o ângulo entre r2 e D.

Fonte: O autor, 2019.
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4 DESENVOLVIMENTO DA IMPLEMENTAÇÃO DO MODELO MATEMÁTICO

Para realizar a implementação foi proposto o desenvolvimento de um software pró-

prio denominado provisoriamente como "Ambiente de Localização de Sítios de Ligação",

utilizando a linguagem Java 8, com interface gráfica JavaFX, no ambiente de desenvolvi-

mento Netbeans 8.2, utilizando um sistema tipo Git como controle de versão e repositório

remoto no GitLab. A proposta de utilização dessa linguagem foi realizada visando a explo-

rar as características inerentes a orientação a objeto, no que diz respeito a modularização

do código, a facilidade de codificação e a legibilidade do modelo proposto, bem como das

rotinas executadas para análise matemática dos dados do modelo em estudo. As opções de

repositório local e remoto deve-se a facilidade de utilização dos mesmos para processos de

controle de alterações no que se refere a otimização para o desenvolvimento do código.

Esse software teve grande motivação em sua construção, tanto pela importância ob-

servada na localização de sítios de ligação, quanto pela inexistência, em literaturas lidas, de

ferramentas semelhantes, o que pode, então representar uma contribuição para essa área, já

que pretende-se tornar-lo uma ferramenta de domínio público. Ele apresenta-se como um

software implementado através de um modelo matemático, numa abordagem de cálculos

efetuados a partir das equações em estudo. Conforme é detalhadamente explicado mais adi-

ante neste capítulo, ele produz e salva tabelas e gráficos relacionados aos resultados, sendo

um facilitador para as conclusões inerentes ao modelo proposto.

Em um escopo geral, a aplicação apoia-se fundamentalmente em duas classes pró-

prias para modelagem proposta, as classes experimento e modelo. A classe de experimento

representam essencialmente uma transcrição computacional dos valores de intensidade de

fluorescência e da constante de Stern-Volmer, seja para um experimento com BSA ou com

HSA. A classe modelo contém os métodos matemáticos de tratamento do modelo, de acordo

com a teoria objeto deste trabalho.

Tratando-se da interface gráfica, apresentada na Figura 12, após a inicialização do

programa, o mesmo apresenta na sua parte superior os espaços correspondentes para en-

trada de dados: substância em estudo, constantes de Stern-Volmer, intensidade de fluores-

cência, valor da razão r1
r2

e a distância D. Na parte inferior são apresentados os resultados

obtidos após a execução do algoritmo do modelo, na tabela a esquerda os valores de r1 e r2

relacionados a cada valor de ângulo θ e a esquerda um gráfico exibindo a distribuição des-

sas distâncias em função do ângulo do θ. Finalmente, é possível salvar esta tabela como um

arquivo csv e o gráfico como uma imagem.

O usuário, de posse do executável do software, ao iniciar sua manipulação pode utilizá-

lo de três formas distintas, devendo realizar os seguintes procedimentos para cada um deles:

1. Determinação da razão r1
r2

(r1 e r2 são as distâncias entre o supressor e os triptofanos 1

e 2, respectivamente);
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• Informar a constante de Stern-Volmer e fluorescência referente a albumina sérica

bovina;

• Informar a constante de Stern-Volmer e fluorescência referente a albumina sérica

humana;

• Informar a distância entre os triptofanos (D); e

• Pressionar o botão de determinação de r1
r2

.

2. Determinação da razão r1
r2

e dos valores de r1 e r2 em função de θ;

• Informar a constante de Stern-Volmer e fluorescência referente a albumina sérica

bovina;

• Informar a constante de Stern-Volmer e fluorescência referente a albumina sérica

humana;

• Informar a distância entre os triptofanos (D); e

• Pressionar o botão "Executar"

3. Determinação dos valores de r1 e r2 em função de θ diretamente.

• Informar o valor da razão r1
r2

;

• Informar a distância entre os triptofanos (D); e

• Pressionar o botão "Executar Modelo"

É importante ressaltar que esses dados se referem as informações já explicitadas nos

capítulos anteriores.

Descrevendo-se a operação de determinação da razão r1
r2

, é realizado, primeiramente

uma verificação sobre a validade dos dados fornecidos para as constantes e fluorescências

de acordo com a equação 25, e em caso positivo, é determinado o valor dessa razão através

da equação 24. No caso de uso 2, existindo essa razão, segue-se para a determinação dos

valores de r1 e r2 em função de θ, utiliza-se a Equação 28. Sendo essa resolvida pelo algo-

ritmo, em função da variação do ângulo θ, através da resolução equação do segundo grau

correspondente (em r2):

(
1 −

(
r1

r2

)2)
r2

2 +
(
2

r1

r2
cos (θ)D

)
r2 − D2 = 0. (30)

Assim, determinam-se, sob um domínio de ângulos θ, entre o segmento de compri-

mento de D e, genericamente o segmento de distância r1, pares de possíveis valores para

r1 e r2, que então delimitam as possíveis localizações do sítio de ligação do supressor à al-

bumina. Esses resultados são exibidos através da tabela e do gráfico na parte inferior da

aplicação.
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Figura 12 – Visão geral do software desenvolvido executando análise

Fonte: O autor, 2019.

Nota-se que no caso da terceira forma de utilização, tendo em vista que já possui-se

os valores de D e de r1
r2

, a obtenção dos resultados é realizada diretamente a resolução da

Equação 30.
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5 RESULTADOS

Para testar o modelo, visando validar os cálculos realizados pelo algoritmo desenvol-

vido, foram utilizados os seguintes valores arbitrários: D=1, KB = 5, KH = 1, FB = 1, FH = 1.

Aplicando esses valores na Equação 28 e usando o método da extrapolação, procuramos os

valores de r2 e θ que anulam esta equação, ou seja, que igualam o seu lado direito com o

esquerdo. A Figura 13 mostra o gráfico obtido para r1 e r2 encontrados para θ variando de 0º

a 180º. Observe que nestes gráficos há região de descontinuidade, entre 53º e 128°.

Considerando o valor da distância entre os dois resíduos de TRP encontrado na lite-

ratura, D= 3,5 nm (PETERS, 1996), e aplicando na equação 29 os valores de r1/r2 fornecidos

por (MOTTA et al., 2017), que são apresentados na Tabela 3 (na página 46), juntamente com

os valores máximos e mínimos de r1 e r2, e respectivos valores de θ, foi possível calcular va-

lores para r1 e r2 na interação ligante-BSA para as cinco substâncias estudadas por Motta.

Figura 13 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para valores arbitrários

Legenda: D = 1,KB = 5,KH = 1,FB = 1 e FH = 1.

Fonte: O autor, 2019.
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Tabela 3 – Valores médios da razão r1
r2

Substância r1/r2 ≤ 1 Variância / n t-student

Risperidona 1,15(±0,04) 0,0018 / 16 11,37
Clorpromazina 1,12(±0,04) 0,0017 / 22 17,50

Haloperidol 0,92(±0,04) 0,0017 / 10 -2,75
Metiparation 0,96(±0,03) 0,001 / 14 -3,83

Glifosato 1,04(±0,05) 0,002 / 13 2,88

Fonte: Motta et al., 2017.

Aqui também extrapolou-se valores para r2 e θ em busca da solução da Equação 29.

As Figuras 14, 15 e 16 mostram os valores de r1 e r2 calculados para cada θ, no caso

da interação dos fármacos risperidona, clorpromazina e haloperidol, que são três fármacos

de ação antipsicótica, com a BSA a 25 ºC.

A Figura 14a mostra que uma descontinuidade nos gráficos de r1 e r2 para 60º ≤ θ ≤
120º, para a risperidona. Os valores de r1 e r2 crescem com θ até o ponto de descontinuidade

(0º a 90º). Os pontos à esquerda da descontinuidade correspondem a sítios localizados na

região esquerda do círculo mostrado na Figura 11. Os pontos à direita da descontinuidade

referem-se a sítios que estariam localizados na região à direita do circulo (90º a 180º) da

Figura 10. Para a risperidona, o valor médio calculado para r1 foi 2,59(±0,92) nm e para

r2 foi 2,25(±0,80) nm (ver Tabela 4). A média das diferenças entre estas duas distâncias foi

0,86(±0,13) nm. Na Figura 14a, também observa-se descontinuidade nos gráficos entre 63º

e 117º.

Para a clorpromazina (Figura 15) o valor médio de r1 foi 2,65(±1,06) nm, de r2 foi

2,37(±0,94) nm (Tabela 4) e a média das diferenças entre estas duas distâncias foi 0,28(±0,11)

nm.

Entretanto, para o haloperidol (Figura 16), os gráficos de r1 e r2 mostrados na Figura

16a não apresentam descontinuidade. A Figura 16b mostra região inicial do gráfico 16a. Para

este fármaco, o valor médio de r1 foi 2,52(±0,97) nm, de r2 foi 2,74(±1,05) nm e a média das

diferenças entre estas duas distâncias foi 0,21(±0,08) nm.

A Tabela 4 mostra os valores das médias de r1 e r2 e a média das diferenças para as

cinco substâncias usadas para testar o modelo.
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Figura 14 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para a interação do fármaco risperidona

com a BSA, a 25 ºC

(a) (b)

Legenda: (a) – θ variando de 0 a 180º e (b) – região em que r1 e r2 são positivos. Razão r1
r2

é

mostrado na Tabela 3.

Fonte: O autor, 2019.

Tabela 4 – Valores médios de r1 e r2 e as médias das diferenças

θ = 0 º θ = 60 º
Substância r1 r2 r1(nm) r2(nm) r1(nm) r2(nm)

θ = 0 º

Risperidona 2,59(±0,92) 2,25(±0,80) 1,87 1,63 6,05 5,26 0,86(±0,13)
Clorpromazina 2,65(±1,06) 2,37(±0,94) 1,84 1,65 4,87 4,35 0,28(±0,11)

Haloperidol 2,52(±0,97) 2,74(±1,05) 1,67 1,82 3,02 3,28 0,21(±0,08)
Metilparation 2,89(±1,49) 3,01(±1,55) 1,71 1,78 3,36 3,5 0,12(±0,06)

Glifosato 3,15(±2,00) 3,02(±1,97) 1,78 1,71 3,64 3,5 0,12(±0,08)

Fonte: O autor, 2019.

As Figuras 17 e 18 mostram os valores de r1 e r2 encontrados para cada θ no caso da

interação dos pesticidas metilparation e glifosato com a BSA a 25 ºC.

Semelhante ao haloperidol (Figura 16), os gráficos de r1 e r2 para o pesticida metil-

paration, mostrados na Figura 17a, não apresentam descontinuidade. A Figura 17b mostra

região inicial do gráfico 17a. Para esta substância, o valor médio de r1 foi 2,89(±1,49) nm,

de r2 foi 3,01(±1,55) nm e a média das diferenças entre estas duas distâncias foi 0,12(±0,06)

nm (Tabela 4).

Já os gráficos encontrados para o glifosato, mostrados na Figura 18 também apresen-

tam descontinuidade, tal como observado com os fármacos risperidona e clorpromazina.

Neste caso, os valores médio de r1 e r2 foram, respectivamente, 3,15(±2,00) nm e 3,02(±1,97)

nm e a média das diferenças entre estas duas distâncias foi 0,12(±0,08) nm (Tabela 4).
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Figura 15 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para a interação do fármaco

clorpromazina com a BSA, a 25 ºC

(a) (b)

Legenda: (a) – θ variando de 0 a 180º e (b) – região em que r1 e r2 são positivos. Razão r1
r2

é mostrado na Tabela 3.

Fonte: O autor, 2019.

Figura 16 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para a interação do fármaco

haloperidol com a BSA, a 25 ºC

(a) (b)

Legenda: (a) – θ variando de 0 a 180º e (b) – região em que r1 e r2 são positivos. Razão r1
r2

é mostrado na Tabela 3.

Fonte: O autor, 2019.
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Figura 17 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para a interação do pesticida

metilparation com a BSA, a 25 ºC

(a) (b)

Legenda: (a) – θ variando de 0 a 180º e (b) – região em que r1 e r2 são positivos. Razão r1
r2

é mostrado na Tabela 3.

Fonte: O autor, 2019.

Figura 18 – Distâncias r1 e r2 em função do ângulo θ, para a interação do pesticida

glifosato com a BSA, a 25 ºC

(a) (b)

Legenda: (a) – θ variando de 0 a 180º e (b) – região em que r1 e r2 são positivos. Razão r1
r2

é mostrado na Tabela 3.

Fonte: O autor, 2019.
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6 DISCUSSÃO

A análise dos valores de r1 e r2 encontrados pela aplicação dos valores de r1/r2, apre-

sentados na Tabela 3 (MOTTA et al., 2017), na Equação 29, mostra que os sítios para as cinco

substâncias estudadas, risperidona, clorpromazina, haloperidol, metilparation e glifosato,

localizam-se em pontos entre os dois resíduos de TRP. Observou-se que para o ângulo θ = 0,

os valores de r1 e r2 foram maiores que a unidade, mais precisamente, r1,r2 > 1,5 nm, e

r1 + r2 = 3,5 nm, que é a distância entre os dois resíduos de TRP (PETERS, 1996). Esta úl-

tima observação confirma a localização dos sítios entre os dois resíduos, pois de acordo com

a condição de contorno I, para θ = 0 : h = 0 e podemos ter r1 + r2 = D , ou seja, o sítio se

encontra ao longo do eixo de D.

De acordo com o nosso modelo, as distâncias médias entre o resíduo TRP1 (r1) e os

respectivos sítios de ligação para os fármacos risperidona, clorpromazina e haloperidol, e

para os pesticidas metilparation e glifosato (Tabela 3), foram: 2.59(±0,92) nm, 2,65(±1,06)

nm, 2,52(±0,97) nm, 2,89(±1,49) nm, 3,15(±2,00) nm. Os valores das distâncias médias do

resíduo de TRP2 aos mesmos sítios (r2) foram: 2,25(±0,80) nm, 2,37(±0,94) nm, 2,74(±1,05)

nm, 3,01(±1,55) nm, 3,02(±1,97) nm. Importante ressaltar que essas médias foram calculadas

para a região esquerda dos gráficos das Figuras 14-18, onde r1,r2 > 0, que corresponde ao

primeiro quadrante do círculo da Figura 11. Esses valores estão bem próximos entre si, sendo

a média da distância dos sítios ao resíduo TRP1 igual a 2,76(±0,26) nm e ao resíduo TRP2,

2,68(±0,35) nm, com valores de desvio padrão bem reduzidos, da ordem de 1 nm.

Entretanto, pode-se observar que, embora próximos em valores, r1 > r2 para a rispe-

ridona, clorpromazina e o glifosato, enquanto que r1 < r2 para as outras duas substâncias,

haloperidol e metilparation. Os sítios de ligação para os três primeiros estão mais próximos

do TRP2, enquanto os sítios para os outros dois estão mais próximos do TR1.

Nos gráficos das Figuras 16a e 17a, os quais correspondem a razões r1 < r2 , notamos a

ausência da descontinuidade observada nos outros três casos, Figuras 14a, 15a e 18a. Como

os valores de r1 e r2 para θ > 65º nas Figuras 16a e 17a alcançaram níveis muito acima das

dimensões dos domínios presentes na molécula da BSA (PETERS, 1996)(HANH et al., 2015),

consideramos para o cálculo dessas distâncias a mesma região adotada para as outras três

substâncias, cujos gráficos apresentaram descontinuidade. A seguir comentamos sobre as

dimensões desses domínios moleculares.

Sabe-se que a BSA e a HSA são proteínas globulares, constituídas por 582 e 585 ami-

noácidos, respectivamente, tendo formas elipsoidais, de dimensões 4 nm x 4 nm x 14 nm.

Essas moléculas apresentam três domínios homólogos (I, II e III) e dois subdomínios (A e B)

para cada domínio (Figuras 2 e 3). Cada domínio contém 10 hélices, sendo dividido em seis

hélices antiparalelas e os dois subdomínios ligados por pontes dissulfeto (TAVIRANI et al.,

2006). A junção de dois subdomínios, através da união de seus encaixes, forma um domínio.
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O terminal desses domínios contribui para formação das hélices, que ligam os domínios IB

e IIA e os domínios IIB e IIIA(BERTUCCI; DOMENICI, 2002; FASANO et al., 2005; FANALI et

al., 2009; PETERS, 1996; PETITPAS et al., 2001; SAKURAI et al., 2004; SUGIO et al., 1999).

Não há na literatura atual informação sobre a dimensão de cada um dos domínios

dessas albuminas, mas podemos, para efeito de modelagem, considerar que cada um deles

ocupe 1/3 da molécula, sendo então suas dimensões em torno de 1,3 nm x 1,3 nm x 4,6 nm.

Dessa forma, podemos analisar os valores encontrados com base nessas dimensões, lem-

brando que o resíduo TRP1 (triptofano na posição 212 da cadeia protéica) se encontra no

domínio II da molécula (Figura 3), mais precisamente no subdomínio IIA, que forma uma

cavidade altamente hidrofóbica; e que o TRP2 (triptofano na posição 134) se encontra no

subdomínio IB (KRAGH-HANSEN, 1981; TAVIRANI et al., 2006). O TRP2 se localiza em uma

cavidade hidrofóbica da BSA, sendo, porém, mais exposto ao ambiente hidrofílico das solu-

ções, enquanto que TRP1 é localizado em uma região hidrofóbica mais interna da proteína

(HONGWEI et al., 2006).

Os valores médios de r1 e r2 calculados são maiores do que os diâmetros menores

considerados para cada um dos domínios (1,3 nm), porém são menores do que o diâmetro

maior. Mesmo os valores para θ=0, em que o sítio se encontra no mesmo eixo, entre os dois

resíduos de TRP, os valores são maiores do que 1,3 nm. Mas, esses resultados são consisten-

tes, visto que os triptofanos estão em diferentes domínios. Assim, é possível que os sítios

para essas substâncias na BSA, e HSA, estejam próximos. A visão das moléculas apresenta-

das nas Figuras 2 e 3 permite uma noção de como esses sítios poderiam se dispor, com os

respectivos valores de r1 e r2 entre os subdomínios IIa e IB, entre os dois resíduos de TRP.

A semelhança no formato dos gráficos nas Figuras 14a, 15a e 18a é visível, e os va-

lores das distâncias para os ângulos θ = 0º e θ = 60º (Tabela 4) são próximos entre si, es-

pecialmente no caso dos dois fármacos. Na Tabela 4 pode-se observar que para o fármaco

risperidona, a variação de r1 e r2 com o aumento do θ de 0º a 60º (4,18 nm e 3,62 nm, res-

pectivamente) foi ligeiramente maior do que no caso das outras duas substâncias. Para a

clorpromazina, r1(60º)-r1(0º)= 3,03 nm e r2(60º)-r2(0º)= 2,70 nm. Para o glifosato, os incre-

mentos em r1 e r2 foram de apenas 1,35 nm e 1,43 nm, respectivamente, ou seja ≈ 1 nm.

Dessa forma, de acordo com esses resultados, pode-se pensar na risperidona como uma

substância com maior disponibilidade de sítios na BSA e HSA do que a clorpromazina e gli-

fosato. Seguindo o mesmo raciocínio, este pesticida seria a substância com menor número

de sítios disponíveis entre as três. Maior número de sítios disponíveis representa maior re-

serva plasmática (em concentração) para a substância (STAHL, 1998).

A organização estrutural das albuminas permite a existência de vários sítios de li-

gação para fármacos como a risperidona. As duas cavidades hidrofóbicas localizadas nos

sub-domínios IIA e IIIA da HSA e BSA (Figuras 2 e 3) são apontadas como sendo os princi-

pais regiões de sítios de ligação, de alta afinidade, para a maioria dos fármacos. Compostos

aniônicos grandes e heterocíclicos ligam-se especialmente ao sítio Sudlow I, localizado no
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sub-domínio IIA (ver Figuras 2 e 3). Para concentrações terapêuticas, o sítio II (localizado no

subdomínio IIIA) apresenta maior afinidade com compostos carboxílicos aromáticos, mas

para maior concentração, menores sítios de afinidade e seletividade podem surgir (WATA-

NABE et al., 2001; FANALI et al., 2009).

A risperidona é uma substância com importante teor hidrofóbico; apesar dos seus

diferentes graus de hidrofilicidade, segundo os nossos resultados, os sítios de alta afinidade,

ou sítios primários, para as cinco substâncias aqui estudadas podem estar na mesma região

da estrutura da albumina, mais próximo do subdomínio IIA ou para o subdomínio IB, ou

mesmo no subdomínio IIIA. Como mencionado acima, nesses subdomínios estão, localiza-

dos os sítios I e II de Sudlow, que têm sido apontados como locais de ligação (WANG et al.,

2008).
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CONCLUSÃO

De acordo com o nosso modelo, as distâncias médias entre o resíduo TRP1 (r1) e os

respectivos sítios de ligação para os fármacos risperidona, clorpromazina e haloperidol, e

para os pesticidas metilparation e glifosato, são: 2.59(±0,92) nm, 2,65(±1,06) nm, 2,52(±0,97)

nm, 2,89(±1,49) nm, 3,15(±2,00) nm. Para as distâncias médias do resíduo de TRP2 aos

mesmos sítios (r2) são: 2,25(±0,80) nm, 2,37(±0,94) nm, 2,74(±1,05) nm, 3,01(±1,55) nm,

3,02(±1,97) nm.

Esses valores estão bem próximos um do outros, sendo a média da distância dos sítios

ao resíduo TRP1 igual a 2,76(±0,26) nm e ao resíduo TRP2, 2,68(±0,35).

Embora os valores médios de r1 e r2 encontrados sejam maiores do que os diâmetros

menores considerados para cada um dos domínios (1,3 nm), eles são menores do que o diâ-

metro maior. Esses resultados são consistentes, visto que os triptofanos estão em diferentes

domínios.

Para o fármaco risperidona, a variação de r1 e r2 com o aumento do θ de 0º a 60º(4,18

nm e 3,62 nm, respectivamente) foi ligeiramente maior do que no caso da clorpromazina e

o glifosato. Para a clorpromazina, r1(60º)-r1(0º)= 3,03 nm e r2(60º)-r2(0º)= 2,70 nm. Para o

glifosato, os incrementos em r1 e r2 foram de apenas 1,35 nm e 1,43 nm, respectivamente,

ou seja ≈1 nm. De acordo com esses resultados, pode-se pensar na risperidona como uma

substância com maior disponibilidade de sítios na BSA e HSA do que a clorpromazina e o

glifosato.
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APÊNDICE – Algoritmos

Classes próprias

Algoritmo A.1 – Classe experimento

1 package com. j ul i ana . s i t i o d e l i g a c a o 2 ;

2

3 import j a v a f x . beans . property . DoubleProperty ;

4 import j a v a f x . beans . property . SimpleDoubleProperty ;

5

6 /* *
7 *
8 * @author Ju−eLeo

9 */

10 public class Experimento {

11

12 private f i n a l String tipo ;

13 private DoubleProperty constanteSV = new SimpleDoubleProperty ( ) ;

14 private DoubleProperty fluorecencia = new SimpleDoubleProperty ( ) ;

15

16 public Experimento ( Str ing tipo ) {

17 t h i s . t ipo = tipo ;

18 }

19

20 public Experimento ( Str ing tipo , double constanteSV , double f luorecencia ) {

21 t h i s ( tipo ) ;

22 t h i s . constanteSV . set ( constanteSV ) ;

23 t h i s . f luorecencia . set ( f luorecencia ) ;

24 }

25

26 public String getTipo ( ) {

27 return tipo ;

28 }

29

30 public double getConstanteSV ( ) {

31 return constanteSV . get ( ) ;

32 }

33

34 public double getFluorecencia ( ) {

35 return f luorecencia . get ( ) ;

36 }

37

38 public void setConstanteSV ( double constanteSV ) {

39 t h i s . constanteSV . set ( constanteSV ) ;
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40 }

41

42 public void setFluorecencia ( double f luorecencia ) {

43 t h i s . f luorecencia . set ( f luorecencia ) ;

44 }

45

46 public DoubleProperty constanteSVProperty ( ) {

47 return constanteSV ;

48 }

49

50 public DoubleProperty fluorescenciaProperty ( ) {

51 return f luorecencia ;

52 }

53

54 }

Algoritmo A.2 – Classe modelo

1 package com. j ul i ana . s i t i o d e l i g a c a o 2 ;

2

3 import java . u t i l . ArrayList ;

4 import java . u t i l . L i s t ;

5 import j a v a f x . beans . property . DoubleProperty ;

6 import j a v a f x . beans . property . SimpleDoubleProperty ;

7 import j a v a f x . c o l l e c t i o n s . FXCollections ;

8 import j a v a f x . c o l l e c t i o n s . ObservableMap ;

9 import j a v a f x . u t i l . Pair ;

10

11 /* *
12 *
13 * @author Ju−eLeo

14 */

15 public class Modelo {

16

17 private DoubleProperty razaoR1R2 = new SimpleDoubleProperty ( ) ;

18 private DoubleProperty D = new SimpleDoubleProperty ( ) ;

19 private List <Experimento> experimentos = new ArrayList < >() ;

20 private f i n a l ObservableMap<Double , Pair <Double , Double>> mapaR1R2 = FXCollections

. observableHashMap ( ) ;

21

22 public Modelo ( ) {

23 }

24

25 public List <Experimento> getExperimentos ( ) {

26 return experimentos ;

27 }

28

29 public Experimento getExperimentoBovino ( ) {
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30 return experimentos . stream ( )

31 . f i l t e r ( e −> e . getTipo ( ) . contentEquals ( "BSA" ) )

32 . findAny ( )

33 . orElse ( null ) ;

34 }

35

36 public Experimento getExperimentoHumano ( ) {

37 return experimentos . stream ( )

38 . f i l t e r ( e −> e . getTipo ( ) . contentEquals ( "HSA" ) )

39 . findAny ( )

40 . orElse ( null ) ;

41 }

42

43 public boolean possuiCondi oesVal idas ( ) {

44 double Kb = getExperimentoBovino ( ) . constanteSVProperty ( ) . get ( ) ;

45 double Kh = getExperimentoHumano ( ) . constanteSVProperty ( ) . get ( ) ;

46 double Fb = getExperimentoBovino ( ) . f luorescenciaProperty ( ) . get ( ) ;

47 double Fh = getExperimentoHumano ( ) . f luorescenciaProperty ( ) . get ( ) ;

48

49 return ( ( Kb * Fb) / (Kh * Fh) ) − 1 >= 0 ;

50 }

51

52 public double getRazaoR1R2 ( ) {

53 return razaoR1R2 . get ( ) ;

54 }

55

56 public DoubleProperty razaoR1R2Property ( ) {

57 return razaoR1R2 ;

58 }

59

60 public double getD ( ) {

61 return D. get ( ) ;

62 }

63

64 public DoubleProperty DProperty ( ) {

65 return D;

66 }

67

68 public void setD ( double D) {

69 t h i s .D. set (D) ;

70 }

71

72 public double determinarRazao ( ) {

73 double Kb = getExperimentoBovino ( ) . constanteSVProperty ( ) . get ( ) ;

74 double Kh = getExperimentoHumano ( ) . constanteSVProperty ( ) . get ( ) ;

75 double Fb = getExperimentoBovino ( ) . f luorescenciaProperty ( ) . get ( ) ;

76 double Fh = getExperimentoHumano ( ) . f luorescenciaProperty ( ) . get ( ) ;
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77

78 razaoR1R2 . set (Math .pow( ( ( Kb * Fb) / (Kh * Fh) ) − 1 , 1.0 / 6 . 0 ) ) ;

79 return razaoR1R2 . get ( ) ;

80 }

81

82 public void construirResultados ( ) {

83 for ( double theta = 0 ; theta < Math . toRadians (180) ; theta += Math . toRadians ( 1 )

) {

84 Pair <Double , Double> r1R2 = determinarR2 ( theta ) ;

85 mapaR1R2 . put ( theta , r1R2 ) ;

86 //System . out . print ln ( " Theta : " + Math . toDegrees ( theta ) + " r1 : " +

mapaR1R2 . get ( theta ) . getKey ( ) + " r2 : " + mapaR1R2 . get ( theta ) . getValue ( ) ) ;

87 }

88 }

89

90 public void construirResultadosAlternativo ( ) {

91 for ( double theta = 0 ; theta < Math . toRadians (180) ; theta += Math . toRadians ( 1 )

) {

92 Pair <Double , Double> r1R2 = determinarR2Alternativo ( theta ) ;

93 mapaR1R2 . put ( theta , r1R2 ) ;

94 //System . out . print ln ( " Theta : " + Math . toDegrees ( theta ) + " r1 : " +

mapaR1R2 . get ( theta ) . getKey ( ) + " r2 : " + mapaR1R2 . get ( theta ) . getValue ( ) ) ;

95 }

96 }

97

98 public void extrapolacao ( ) {

99 determinarRazao ( ) ;

100 construirResultados ( ) ;

101 }

102

103 private Pair <Double , Double> determinarR2 ( double angulo ) {

104 double r1 = 0 , r2 = 0 ;

105 i f ( angulo ! = 0 . 0 ) {

106 double a = 1 − Math .pow( razaoR1R2 . get ( ) , 2) ;

107 double b = 2 * D. get ( ) * razaoR1R2 . get ( ) * Math . cos ( angulo ) ;

108 double c = −Math .pow(D. get ( ) , 2) ;

109 double delta = Math .pow(b , 2) − (4 * a * c ) ;

110

111 i f ( delta >= 0) {

112 r2 = (−(b) + Math . sqrt ( delta ) ) / (2 * a ) ;

113

114 i f ( r2 < 0) {

115 r2 = (−(b) − Math . sqrt ( delta ) ) / (2 * a ) ;

116 }

117 }

118 } else {

119 r2 = D. get ( ) / (1 + razaoR1R2 . get ( ) ) ;
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120 }

121 r1 = razaoR1R2 . get ( ) * r2 ;

122

123 return new Pair <>( r1 != 0 ? r1 : null , r2 ! = 0 ? r2 : null ) ;

124 }

125

126 private Pair <Double , Double> determinarR2Alternativo ( double angulo ) {

127 double r1 = 0 , r2 = 0 ;

128 double a = Math .pow( razaoR1R2 . get ( ) , 2) + 1 − (2 * razaoR1R2 . get ( ) * Math . cos (

angulo ) ) ;

129 double b = 0 . 0 ;

130 double c = −Math .pow(D. get ( ) , 2) ;

131 double delta = Math .pow(b , 2) − (4 * a * c ) ;

132

133 i f ( delta >= 0) {

134 r2 = (−(b) + Math . sqrt ( delta ) ) / (2 * a ) ;

135

136 i f ( r2 < 0) {

137 r2 = (−(b) − Math . sqrt ( delta ) ) / (2 * a ) ;

138 }

139 }

140 r1 = razaoR1R2 . get ( ) * r2 ;

141

142 return new Pair <>( r1 != 0 ? r1 : null , r2 ! = 0 ? r2 : null ) ;

143 }

144

145 public ObservableMap<Double , Pair <Double , Double>> getMapaR1R2 ( ) {

146 return mapaR1R2 ;

147 }

148 }
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