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Introducao

Tabela 1. Parametros energéticos de formacdo do [LF@BLG — VC]*, em diferentes T e pH 7,4.

Complexos proteicos (CP) sao fundamentais em uma série de processos
biologicos conhecidos, além de apresentarem propriedades fisico-quimicas
Uinicas e estratégicas para inumeras aplicagdes tecnologicas.

A lactoferrina bovina (LF, Fig. 1) é uma glicoproteina que.. o
atua reguladora celular do ferro (Fe?* e Fe®*) e apresentam (fzg
potencial como nanocarreadora de farmacos. Ja a [3-
Lactoglobulina (PLG, Fig. 2) é a principal componente
proteico do soro de leite bovino e, por ser uma proteina
termossensivel, permite a exposicdo de regides em sua
estrutura possibilitando diferentes tipos de interacdo com
outros componentes em sistemas complexos. Estudos ja
verificaram a complexacdo dessas duas proteinas, a fim de
identificar suas propriedades e seu potencial como ' i
biocarreadores. Entretanto, novos estudos sdo necessarios NS
para compreender como os CPs formam complexos com —
outras moléculas de interesse, qual a estabilidade desses
complexos e sua dindmica molecular.

Fig. 1. Estrutura da LF.
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Fig. 2. Estrutura da LG

Fase de associacao Fase de dissociacao

U B aHL a6k Tast B, MM, AGL,  Tast

K k] mol-!
285,15 21,86 51,87 -30,01 648 7407 67,59
289,15 21,82 5223 -30,40 644 7501  -68,57
29315 o0 2179 5263 3084 oo 641 7594 6953
29715 777 2176 53,11 3135 638 7691  -70,54
298,15 21,75 53,17  -3142 637 7714 70,77
301,15 21,72 53,55  -31,83 634 7787 7153

Objetivos

A fQrmacao do complexo ativado na fase de associacao ocorreu com AH, > 0 e
TAS, < 0, indicando que a barreira energética surge devido a dessolvatacao do
VC e do sitio de ligacdo do LF@BLG e da perda de graus.de liberdade do VC ao
formar o complexo. Ja os valores de AH; >0 e TAS; < 0 indicam que as
interacOes intermoleculares no [LF@LLG —VC(C]° sdao mais fortes devido,
provavelmente, a mudangas conformacionais do sitio de ligacdo que resultou
em uma estrutura mais flexivel.

Tabela 2. Parametros termodinamicos de formacao do [LF@LLG — V(]°, em diferentes T e pH 7,4.

Investigar a termodinamica e cinética da interagcdo entre o corante Vermelho

Congo (VC) e o CP PLG@LF, utilizando a técnica de ressonancia plasmonica de
superficie (RPS).

Material e Método

As medicdes foram realizadas
com variacoes de temperatura #) cytive Biacore X100
de 12-28°C.

Experimentos realizados em triplicata
usando trés chips sensores CM5
variando a concentracao da solucao
de VC (10-40 uM) injetada no sistema
de fluxo.

Os CPs foram imobilizados na
superficie do chip sensor CM5 por
meio do acoplamento de amina. - &1

' 10uM 40 UM

T K, AH° AG® TAS°

K 10* L mol™! kJmol!
285,15 1,17 -22,20 37,58
289,15 1,31 -22,78 38,16
293,15 1,42 1528 -23,30 38,68
297,15 1,53 ’ -23,80 39,18
298,15 1,58 -23,97 39,35
301,15 1,65 -24,31 39,69

A partir dos parametros cinéticos foi possivel também a avaliacdo da
termodindmica de formacao dos complexos. A Tabela 2 lista os parametros
termodinamicos obtidos. Os parametros termodinamicos obtidos indicam alta
afinidade entre VC e PLG@LF, sendo a formacao do complexo dirigida
entropicamente devido principalmente a dessolvatacao das moléculas e
mudangas conformacionais no sitio de ligacao do CP.

Conclusoes

Resultados e Discussao

25- 10 M A partir do ajuste global dos sensorgramas a um modelo de
20. “ Interacdo bimolecular simples, as constantes cineticas de
| associacao entre as moleculas livres de VC e LF@BLG (k,)
e dissociacao do complexo termodinamicamente estavel
ILF@BLG —VC]° (k;) foram determinadas em diferentes
temperaturas (T). O aumento de T causou um leve aumento
o S tanto em k, quanto k; e, a partir de curvas de Arrehnius
" Tempols (Ink vs.1/T), os parametros energéticos de formacdo do
complexo ativado [LF@BLG —VC]¥ pelas rotas de

assoclacao e dissociacao foram calculados e estao listados

na Tabela 1. '

10 uM

Fig. 3. Sensorgramas para
a interacao CP-VC.
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Esses parametros revelam que as interacOes hidrofobicas foram as forgas
motrizes de formacdo do complexo ativado e do complexo
termodinamicamente estavel.
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