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Abstract

Interaction studies of thimerosal a mercury
compound and bovine serum albumin (BSA)
exploring spectrometric techniques.

Introducao

A BSA (albumina do soro bovino) € amplamente
empregada em estudos de interacdo simulando
processos (bio)quimicos devido a sua similaridade
com a HSA. O timerosal (TM) (Fig. 1a) é um
composto organomercural, utilizado em vacinas
como conservante.” Entretanto, existem indicios que
o0 TM esteja diretamente ligado a transtornos
neurolégicos pela possivel formagdo de produtos
toxicos, como o etilmercurio. Estes, quando
presentes no organismo, podem acarretar a danos
funcionais em relacdo as respostas biolégicas.2
Desta forma, é pertinente a avaliacdo da interagcéo
do TM simulando condigBes fisiolégicas com
proteinas carreadoras, como a BSA.

Resultados e Discussao

As avaliacbes no processo de interacdo foram
realizadas empregando tampéo Tris 50 mM com
NaCl 50 mM e pH ajustado para 7,4. A
concentracdo da BSA foi fixada em 2 pM, sendo
titulada com incrementos de TM (2,5-80 uM),
observando a variagdo da fluorescéncia intrinseca
da BSA (Aexc = 280 nm / Aeye = 341 nm). A interacdo
entre BSA e TM pb6de ser observada através do
decaimento do sinal de fluorescéncia na presenca
de incrementos do ligante (Fig. 1b) simulando
condicdes fisiolégicas.
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Fig. 1. a) Estrutura quimica do timerosal. b) Perfil espectral do
decaimento de fluorescéncia da BSA com adigdes de TM.

Estudos por UV-vis também evidenciaram a
formacao do complexo supramolecular BSA-TM em
funcdo do efeito hipercromico. A influéncia da forca
ibnica no sistema (0 a 150 mM em NaCl) foi
avaliada, e os valores de constante de ligacdo (Ky)
entre BSA e TM ndo apresentaram diferenca
significativa (para 95% de confianga). Além disto, se
verificou que ndo houve variagbes no sinal da

proteina na presenca de TM até 1 h de reacdo. Com
base na Tabela 1 pbde-se inferir que a partir do
valor de K, o complexo BSA-TM apresenta uma
interacdo fraca.® Os valores relativos as constantes
de Stern-Volmer (Ks) estdo relacionados a
supressdo da fluorescéncia. Como os valores de
Ksy € Kp foram inversamente proporcionais ao
aumento da temperatura, 0 mecanismo preferencial
de quenching foi estatico com formacdo de
complexo nédo fluorescente. Com base nos
parametros calculados o processo foi espontaneo
(AG negativo), com interacdo preferencialmente
eletrostatica (AH < 0 e AS > 0). Este resultado
corrobora com a espécie derivada da dissociacao
de TM (pK, = 3,04) em pH 7,4 (Fig. 1a).

Tabela 1. Parametros de ligacé@o e termodinamicos.

T Ksv Kb AG AH AS
(°c)  (10*Lmol")  (10°L mol") " (KJmol) (KJ mol") (J mol)

22 2,63£0,01 3,60 £ 0,01 0,992 9,56

30 2,56 0,01 2,82 +0,02 0,992 9,82 -16,13 +32,36

38 2,52£0,01 2,57 0,02 0993  -10,08

Utilizando varfarina (marcador do sitio 1) e
ibuprofeno (marcador do sitio II) ndo foi possivel
inferir sobre o sitio preferencial de ligacdo do TM na
BSA. Possivelmente, este resultado tem relagéo
com interacdo do TM com o residuo de cisteina livre
(Cys34) no subdominio IB. A partir dos estudos por
FRET, verificou-se que a distancia intermolecular
entre o TM e BSA foi menor que 8 nm. Aplicando-se
fluorescéncia sincronizada, o Ksy para o residuo de
triptofano (AL = 60 nm) foi 4 vezes maior quando
comparado a tirosina (AL = 15 nm) indicando
alteracdo da polaridade no microambiente deste
aminoécido. Estes estudos foram concordantes com
o de fluorescéncia 3D. Foram avaliadas 11 espécies
competidoras no processo de interacdo BSA-TM. O
Fe(ll) (aumentou Kp) e Cu(ll) (diminui Kp) foram os
fons mais influentes. Por fim, por dicroismo circular
foi observado variagdo negativa na propor¢cdo do
percentual de a-hélice da BSA na presenca de TM.

Conclusodes

A interacdo entre BSA-TM foi fraca e regida por
forcas eletrostaticas. Conduto, capaz de conduzir a
alteragcbes na estrutura da BSA. Os ions Fe(ll) e
Cu(ll) foram os competidores mais efetivos.
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