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INTRODUCAO

Os produtos finais de glicacao avancada (AGEs) sao variadas classes
de compostos que sao produzidos a partir de diferentes
mecanismos de forma enddgena ou exdgena. Estes produtos se
formam em grande quantidade em processos térmicos de alimentos
através da reacdo de Maillard!". Também denominada como
glicacdo, a reacdo de Maillard é uma reacdo ndo enzimatica que
ocorre entre residuos de aminoacidos de biomoléculas, acidos
graxos poliinsaturados ou até mesmo o acido ascorbico e carbonilas
oriundas de aclcares redutores?l®l) levando efeitos biologicos
danosos ao organismo humano devido a producédo de substancias
relativamente toxicas como furanos, oxazoéis, piridinas, entre
outrost!, Esses produtos de degradacdo surgem a partir
mecanismos insuficientemente definidos em literatura devido a sua
complexidade. Contudo, se conhece o seu produto de partida, que
sdo os compostos chamados de produtos de Amadori, substancias
intermediarias da reacdo de Maillard que ao serem desidratados
em pH baixo levam, dentre outros produtos, a derivados de
furfurall,

Os derivados de furfural, também conhecidos como furanos, sao
frequentemente encontrados em alimentos como o café, peixes,
sucos de fruta, formulas infantis, vegetais e comidas de bebe
industrializadas, e ocorrem tanto naturalmente, originados pelos
produtos de Amadori, quanto como agentes aromatizadores e
saborizadores de alimentos utilizados pelas indlstrias de
alimentos®?l. O 2-acetilfurano é um exemplo de derivados de
furfural gerados pela glicacao em alimentos, contribuindo com o
aroma doce-balsdmico caramelizado de determinadas iguarias(®'2,
Dentre outros compostos, a furfuralacetona também é encontrada
naturalmente em alimentos como o café e o ruml™l, e é utilizada
industrialmente como agente flavorizante com sabor de nozes e
aroma de especiarias adocicadas!'l.

Sao inumeros os efeitos da circulacdo de produtos de glicacdo
avancada em organismos. Destacam-se os danos celulares
ocasionados pela a indugado da producdo de espécies reativas de
oxigéniol”, Além disso, as AGEs podem se ligar a receptores
celulares especificos, modificando a matriz extracelular e
alterando interacdes entre compostos endogenos e a membrana
celular de forma a inibir as funcbes destas substancias!'®. Em
reacoes de metabolizacao do furfural avaliados em animais,
observou-se a presenca do composto acido 3-(2-furil)acrilico apds a
reacdo de um metabdlito intermediario do furfural com a
biomacromolécula acetyl coenzima A '], Tendo maior ocorréncia
em produtos processados industrialmentel®! existem uma grande
variedade de relatos em literatura enfatizando o potencial
carcinogénico e genotoxico dos furanosP!l, Apesar disso, estudos

de mecanismos de interagdo entre proteinas plasmaticas e os
furanos sao ausentes na literatura.

0 processo de interagao entre proteinas transportadoras presentes
no plasma humano e substancias exdgenas ao organismo € avaliada
de acordo com a proporcao da forca dessas interacoes. Quanto
maior a interacdo entre as proteinas carreadoras e compostos
exogenos, menor a distribuicio do composto pelos o6rgaos e
tecidos, e consequentemente sao menores os efeitos colaterais da
presenca desta substancia no organismol’l. Tendo o conhecimento
de que a albumina sérica e a transferrina humana sdo as duas
proteinas mais presentes no plasma, compreende-se a importancia
do estudo de interacdo entre os compostos furanicos com estas
proteinas para de desta forma se esclareca o impacto da presenca
dos furanos dentro no corpo humano. Com base no percentual de
aproximadamente 80% de homologia estrutural da albumina sérica
bovina (BSA) com a albumina sérica humana (HSA), tem-se uma
alternativa de baixo custo para estudos com proteinas
carreadoras!'®.

Com base nisso, este artigo retrata o estudo de interacdo entre a
albumina sérica bovina (BSA), a transferrina humana (hTF) e os
furanos derivados do furfural: 2-acetilfurano, furfuralacetona,
acido 3-(2-furil)acrilico e acido 5-metil-3-(2-furil)acrilico, com a
finalidade de investigar a forca de ligacdo e o mecanismo de
interacdo em tais proteinas através de técnicas espectroscopicas.

MATERIAIS E METODOS

A sintese de (F2) furfuralacetona, acido 3-(2-furil)acrilico (F3) e 5-
metil-3-(2-furil)acrilico (F4) foi realizada a partir de 2-acetilfurano
(F1) conforme metodologia encontrada em literatura’™®. Para
realizar os estudos de emissdao de fluorescéncia, utilizou-se o
espectrofluorimetro da marca Hitachi modelo F-4500 em banho-
maria nas temperaturas de 293 K, 298 K, 303 K. O comprimento de
excitacdo a 280 nm foi monitorado devido aos residuos de
triptofano presentes na proteina e a emissdo foi medido em
comprimentos de onda de 300 a 500 nm, com larguras de fenda
ajustadas a 5 nm. Os compostos foram titulados em seis
concentracdes (0 a 53,6 pmol.L™") dentro de uma solucao de BSA a
5 pmol.L". O mesmo procedimento foi repetido para a proteina
hTF.
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Figura 1. Estrutura quimica dos derivados de furfural estudados (Fonte: Autores).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos de supressio de fluorescéncia de proteinas foram
analisados para elucidar aspectos da interacao entre furanos e
proteinas. A Figura 1 mostra o espectro de fluorescéncia do F1
interagindo com a BSA (A) e a hTF (B), bem como o grafico de
como a razao da intensidade de fluorescéncia inicial e final varia
de acordo com a concentracado do supressor (Figura 2).
Considerando o comprimento de onda onde ha a intensidade
maxima de fluorescéncia (341 nm para BSA e 329 nm para hTF) nas
biomoléculas estudadas, uma diminuicdo na intensidade do sinal é
observada durante a titulacdo, indicando que residuos de
triptofano de BSA e hTF, responsaveis pela maior parte da
fluorescéncia intrinseca da proteina, estdo interagindo com os
compostos analisados.
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Figura 2. Espectro de Fluorescéncia das proteinas BSA (A) e hTF (B) durante titulacao
com F1a 293 K (Fonte: Autores).

A determinacdo do mecanismo de supressao de fluorescéncia pode
ser verificada por meio do grafico de Stern-Volmer e seu
desempenho esta associado a mudanca de temperatura durante a
interagdo. O mecanismo para suprimir a fluorescéncia, em suma, é
definido como estatico ou dinamico. O mecanismo de supressao
dindmica envolve a colisdo entre dois compostos apenas no estado
excitado, ao passo que o mecanismo de supressao estatica ocorre
pela formacdo de um complexo supressor-fluoréforo néo
fluorescente que persiste ao retornar ao estado fundamental. A
analise dos parametros de interacao foi governada pela constante
de Stern Volmer (K«), onde se supde que na interagdo proteina-
ligante prevalece o mecanismo dindmico se o Ky aumenta de
acordo com o aumento de temperatura, e 0 mecanismo estatico se
tal constante é inversamente proporcional a temperatura??. A Ky, é
calculada a partir da equacao 1:

FO/F=1+K+.[Q] (1)

Onde FO é a intensidade inicial, F é a intensidade final, [Q] é a
concentracao de quencher. De acordo com as informacoes da
Tabela 1, foi notavel que com a interacdo com o BSA houve uma
diminuicdo do Ksv com o aumento da temperatura para F1 e F2,
indicando que o mecanismo de supressdao € estatico para estes
casos.

Em contrapartida, ocorre o oposto com F3 e F4, evidenciando o
envolvimento do mecanismo dindmico na supressao desses
compostos. No caso das interacbes dos compostos com a
transferrina humana, observa-se a diminuicao do Ks, enquanto se
aumenta a temperatura no caso do F1, é possivel inferir que tais
interacbes ocorreram estaticamente. Para todas as outras
moléculas com hTF, houve o indicativo de mecanismo dinamico
devido ao aumento de K. a temperaturas mais altas. No que diz
respeito aos graficos de Stern-Volmer da interacdo dos compostos
com BSA, a linearidade da relacao de intensidade versus razao de
concentragao é notavel, indicando a equivaléncia na acessibilidade
da classe de fludforos das duas proteinas sobre o supressor.

MENEZES ET AL. - ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2019): 176-178

Adicionalmente, a partir da equacao 2 foi possivel calcular as
constantes de associacdo (Ka) e o nimero de sitios de ligagao (n):

log(FO-F)/F = log[Ka] + n log[Q] (2)
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Figura 3. Grafico de Stern-Volmer para as interagdes ligante-proteina: F1-BSA (A) e F1-
hTF (B) (Fonte: Autores).

Os graficos relacionando log (FO-F)/F versus log[Q] foram
delineados para obter parametros de interacdo de F1 com BSA e
hTF. As constantes de associacao obtidas, demonstrados na Tabela
1, revelam interagcoes entre derivados F1/F2 e BSA com constantes
que chegam na ordem de grandeza a 10° M, diferenciando-se das
constantes de 10* M' de F3/F4. As constantes de associacao do
complexo F1-hTF demonstram interacao de ligacao com valores
decrescentes entre 3,01.10° a 2,51.10° M' de acordo com o
aumento de temperatura, sendo o derivado de furfural que
apresenta maior interacao com a transferrina humana. Os demais
compostos apresentaram constantes na ordem de 10* M para hTF.
Em comparacdao com nitrofuranos reportados na literatural'!; os
compostos estudados no presente artigo possuem moderada
interacdo com as proteinas plasmaticas, podendo afetar
significativamente a funcdo  transportadora de tais
biomacromoléculas.

Tabela 1. Parametros termodindmicos e de interacdo dos derivados de furfural com
proteinas plasmaticas.

Ksv

Ka

T
Composto K (10%) (10%) oH as
F1 BSA hTF BSA hTF BSA hTF BSA hTF
293 1.02 1.10 9.77 3.01 -16.2 -16.4 59.9 49.0
298 0.89 0.96 9.26 2.79
303 0.75 0.78 8.79 2.51
F2 BSA hTF BSA hTF BSA hTF BSA hTF
293 1.02 0.26 2.00 0.40 0.73 17.9 104.0 149.4
298 0.98 0.29 2.01 0.46
303 0.89 0.32 2.02 0.51
F3 BSA hTF BSA hTF BSA hTF BSA hTF
293 0.23 0.18 0.37 0.16 20.7 20.0 158.1 149.3
298 0.31 0.23 0.42 0.18
303 0.43 0.25 0.49 2.19
F4 BSA hTF BSA hTF BSA hTF BSA hTF
293 0.24 0.22 0.33 0.27 68.2 25.2 320.0 171.1
298 0.47 0.27 0.65 0.33
303 0.71 0.32 0.83 0.38

Os parametros termodinamicos sdao fundamentais para entender
quais tipos de interacoes e forcas de ligacdo governam o contato
proteina-ligante. Tais parametros foram calculados a partir do
grafico de Van’t Hoff (Figura 3) e estdo expostas na Tabela 1,
obtendo entalpia (AH) e entropia (AS) para as interacoes descritas.
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Figura 4. Grafico de Van’t Hoff para F1, F2,F3 e F4 com as proteinas BSA e hTF (Fonte:
Autores).

Para a proteina BSA, tais parametros revelam a existéncia de
interacées de forcas eletrostaticas para F1 e F2, uma vez que
mostraram um sinal negativo e valor proximo de zero para entalpia
e entropia positiva. Ja para as interacdes da BSA com F3 e F4
observou-se AH e AS positivos, mostrando que as interacdes sao
parte da sua maior parte através das interacdes hidrofobicas. Em
relacdo as forcas regentes das interacdes entre os hTF e os
furanos, concluiu-se que a F1 interage por forcas couldmbicas e as
demais moléculas interagem por forcas hidrofobicas??. Estas
informacdes corroboram com os resultados apresentados ao longo
deste trabalho, onde as interacdes regidas por forcas eletrostaticas
devem apresentar maior constante de associacao em detrimento
das forcas hidrofdbicas.

CONCLUSOES

Os compostos estudados no presente artigo possuem moderada
interacdo com as proteinas plasmaticas, podendo afetar
significativamente a funcao transportadora de tais
biomacromoléculas.
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