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RESUMO

A curcumina (CUR) é um polifendlico com diversas atividades bioldgicas. No entanto, possui baixa solubilidade em &gua, além de possuir
fotoestabilidade. A interacdo da CUR com proteinas pode aumentar a sua biodisponibilidade e sua diminuir a fotoestabilidade. Neste trabalho,
realizamos o estudo cinético para elucidar a dindmica da formacdo do complexo da CUR com a proteina B-Lactoglobulina (BLG) pela técnica
de ressonancia plasmonica de superficie. A formacéo do complexo ativado pela dissociacdo do [BLG—CUR]° é mais lenta em comparagao a
associacao das moléculas livres em solucdo. Valores de AH® > 0 e AS° > 0, destaca que as intera¢des hidrofébicas sdo mais pronunciadas para
estabilizacdo dos complexos e com valores de K, = 9,43 x 10* M™%, a 298,15 K, e no pH 7,4. O estudo cinético e termodinamico sobre a
interagdo BLG e CUR torna possivel modular e otimizar, alterando o estado termodindmico do sistema, o transportador e a liberagdo de CUR

por BLG.
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Introducéao

A curcumina (CUR) é polifendlico com atividades biolégicas, anti-
inflamatoria, anticancerigena , antioxidante, antimicrobianal. Esses
efeitos podem ser limitados devido a sua baixa solubilidade e
fotoestabilidade em sistemas aquosos2. Na busca de garantir sua
funcionalidade e aumentar sua biodisponibilidade e estabilidade
foram realizados estudos da interagdo da curcumina com proteinas®
5. Em especial destaca-se o estudo da interagdo da CUR com a P
Lactogloblina (BLG). Segundo Sneharani e colaboradores afirmam
que a estabilidade da curcumina ligada a BLG em solucdo é
aumentada 6,7 vezes, em comparagao com a curcumina sozinha (em
solugdo aquosa)®. Li et. al., 2013, destacam que a escolha da
interagdo da BLG com a curcumina é estratégica, porqué a BLG é
resistente a digestdo com pepsina. Portanto, a BLG atua como
nanocarreador da CUR que é benéfico para a absor¢do intestinal do
CUR ou para o tratamento mais eficaz da doenca inflamatoria
intestinal”. Apesar do esforcos para compreender a dinamica de
interacdo da CUR com a BLG, ndo encontramos, até este momento,
dados da cinética de formacdo dos complexos da BLG-CUR.
Portanto, neste trabalho investigamos a cinética de interacéo da BLG
com a CUR, através da técnica de ressonancia plasmonica de
superficie, RPS.

Experimental

BLG (>90% em peso) e CUR (>80% em peso) foram adquiridos da

Sigma-Aldrich (EUA). RPS utilizado é um instrumento Biacore
X100 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, EUA). Para este estudo BLG
foi imobilizada em um sensor-chip CM5 pelo método Acoplamento
amina. O CM5 possui cadeias de carboximetidextrana (CBM),
fixadas ao chip, que sdo preparadas pela mistura de 1-3-
(N, N- dimetilamino) propil-N-etilcarbodiimida (EDC) e N-
hidroxissuccinimida (NHS) na propor¢do 1:1, no pH 4. Ap6s a
ativagdo da CBM uma solugéo de BLG (30 ug mL%), flui sobre a
superficie do chip imobilizando a proteina. Desativou-se as CBM ndo
ligados a BLG utilizando uma solugdo de cloridrato de etanolamina.
Obteve-se 3047 RU de densidade de carga, da BLG. Os canais de
referéncia (sem a BLG, canal 1) e um de amostra (com a BLG, canal
2), que compde o sistema em fluxo do RPS, facilita a obtengdo dos
dados da interacdo que ocorre somente entre a BLG e a CUR.
Solucgdes de CUR (8 a 13 uM), preparadas na solugdo tampéo pH 7,4,
fluem, cada uma, no sistema (em ambos canais), investigando o
processo de associacdo da BLG com a CUR. A resposta RU foi
obtida subtraindo a resposta do canal 2 do canal 1. Os experimentos
de ligacdo do CUR com a BLG foram realizados a pH 7,4. Os dados
cinéticos e termodinamicos foram obtidos pelas equacGes de 1 — 8.
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Onde x = a (associacdo) e d (dissociacdo), AG; é a vairacdo energia
livre de Gibbs de transicao, AH,? ¢ a variacdo da entalpia de transicéo,
AS,f ¢ a variacdo da entropia de transicdo, h é a constante de Planck,
Kg é a constante de Boltzmann, E,fx ¢ a energia de ativagdo, t; é 0
tempo final e to é 0 tempo inicial, RU é a unidade ressonante.

Resultados e Discussao

A tabela 1 mostra os valores das constantes cinéticas de associa¢édo
(ka) e dissociagdo (kd), em diferentes temperaturas (285,15 K a
301,15 K). Através da dependéncia dos valores de kae kdem fungao
da temperatura, calculou-se os valores dos parametros energéticos
utilizando as Eq.3-5 que determinam o processo de formacdo do
complexo ativado, tabela 1.

Tabela 1 — Valores de k. ou kg € dos parametros energéticos da
interacdo entre BLG com CUR.

T Ka Kd Eacta 41,142

K 10*M1s? st AHY, 38,692
285,15 1,24 0,242 AGH, 47,642
289,15 1,59 0,255 TASH, -8,95°
293,15 2,02 0,265 Eacta 7,96%
297,15 2,51 0,278 AHY 5,51%
298,15 2,64 0,280 AGH 75,182
301,15 3,12 0,290 TAS -69,67°

Dados: 2 kJ mol?; b k mol*K.

A tabela 1 mostra que os valores de ki ou kq aumentam com o
aumento da temperatura (T). Os valores de k, aumentam com o
incremento da energia cinética molecular média, promovendo uma
maior alteragdo na camada de solvatacdo das moléculas de CUR,
resultando no aumento do nimero de complexos formados por
segundo, além de uma mudanca mais acentuada na conformagao do
sitio de interacdo da BLG. Os valores de kq aumentaram com o
crescimento da faixa de temperatura, indicando que os sitios de
interagdo da BLG se tornaram mais flexiveis, possibilitando a
interagdo de CUR em sitios mais internos da proteina, o que resulta
em uma maior absorcdo de energia. Experimentos cinéticos
realizados em diferentes temperaturas fornecem insights importantes
sobre a dindmica molecular da formacdo de complexos, portanto,
através das curvas de Arrhenius (gréficos ndo mostrados), (In ks ou
kq X 1/T), permitiram observar que ambos processos (associagao ou
dissociacdo) ocorrem em uma Unica etapa. A formacao do complexo
ativado pela dissociagdo do [BLG—CUR]® é mais lenta em
comparagao a associacdo das moléculas livres em solucéo, porque o0s
valores de AG¥ > AG?, ou seja, maior a barreira energética (AG} ~

47,75 kJ mol™ e AG} ~ 75,80 kJ mol™)°. Os valores de Ei ., , =

act,a
41,14 k] mol™" e AH} = 38,69k] mol !, para a formacéo do complexo
ativado a partir das moléculas livres em solucdo é maior quando
comparado aos valores da formacao do complexo ativado a partir do
complexo estavel, [BLG-CURY®, (Ef,, , = 7,96 kJ mol™' e AH} =
5,51k] mol™"), sugerindo que a absorcdo de energia para mudancgas
na camada de solvatacdo das espécies livres em solucdo e na
mudanca conformacional no sitio de interagdo da proteina sdo mais
pronunciados quando comparado ao [BLG—CUR]°. Os valores da

o
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constante de ligagdo (Kb) sdo obtidos usando a relagdo Ko=ka/kd, e
usados para obter os valores de AG°. Os valores de AH® foram
obtidos pela aproximacdo de van'T Hoff e, os de TAS® pela equacdo
8. Valores de AG°< 0 indicam que a formacdo dos complexos
[BLG—CUR]° é favorecida com o aumento da temperatura, e que, no
equilibrio termodinamico, a formacdo dos complexos é mais estavel
energeticamente. Ja os valores AH® > 0 e AS® > 0 sugerem que as
interagcBes hidrofobicas foram mais pronunciadas para formagao e
estabilizagdo do complexo [BLG—CUR]°. Por meio deste estudo,
pode-se observar que o processo de formacdo do complexo
termodinamicamente estavel é conduzido pela formacdo de um
complexo intermediario, sendo esse processo entropicamente
dirigido, onde os eventos de dessolvatacdo e alteracbes na
conformacéo do sitio de ligagdo da proteina desempenham um papel
crucial. O valor de K, = 9,43 x 10* M1, a 298,15 K, e no pH 7,4,
foi semelhante ao obtido por Li e colaboradores, K, =
1,33x10°M™', no pH 7, e por Sneharani, 2010, K, =
1,03 x 10° M~1, no pH 7, e 2,15 vezes maior ao que foi obtido por
Kanakis, 2012, onde afirmam que as intera¢6e hidrofébicas sdo mais
pronunciadas para a estabilizacdo dos complexos ente BLG e CUR®
8, O aumento da temperatura favorece a formagdo dos complexos
[BLG—CUR]° quando comparado as moléculas livres (BLG e CUR),
em solugéo.

Conclusoes

O processo de associacdo entre moléculas livres de BLG e CUR
depende do grau de estruturacdo da dgua na camada de solvatacdo de
ambas as moléculas. O custo energético para liberar moléculas de

&gua da camada de solvatacdo para o volume determina os valores de

todos os pardmetros cinéticos de associagdo (El. ., AGI, AH} e

TASH). A formagdo do nanocomplexo [BLG—CUR]° foi promovida
pela interacdo hidrofébica como evidencido pelos valores de AH® >
0e AS°>0ecom valores de K, = 9,43 x 10* M~1,a298,15K e no
pH 7,4. Esse conhecimento termodindmico e cinético sobre a
interagdo BLG e CUR torna possivel modular, alterando o estado
termodinamico, o transportador e a liberacdo de CUR por BLG.
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