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Abstract

The binding site of tetracyclines in the HSA and BSA
was evaluated and influence of glucose and Ca(ll) in
the interaction process.

Introducao

As tetraciclinas (TCs) sdo amplamente usadas na
medicina humana, pois sdo antibiéticos de largo
espectro bacteriano. Alguns estudos sobre a
interacdo de tetraciclinas com a albumina do soro
humano e bovino (HSA e BSA) foram relatados,
contudo ainda existem divergéncias quanto ao sitio
preferencial de ligacdo. Adicionalmente, o sitio
preferencial de ligacéo e intensidade da ligacéo pode
ser afetado pela presenca de compostos enddgenos,
como os ions de calcio e a glicose. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o sitio de ligacédo
preferencial para a tetraciclina frente & HSA e BSA e
avaliar a influencia de glicose (Gli) e ions Ca(ll) nos
pardmetros de interacao.

Resultados e Discusséo

Neste estudo foram empregadas a tetraciclina (TC),
oxitetraciclina (OTC) e clorotetraciclina (CTC) para
avaliacdo com HSA e BSA. Os ensaios foram
realizados em pH = 7,4 (tamp&o Tris, 50 mM) com
NaCl 100 mM para ajuste de forca ibnica. Para
avaliacdo da interacdo explorou-se a fluorescéncia
intrinseca da proteina (Aexc = 280 NM € Ay, = 339 NM)
na auséncia e presenca dos ligantes (TC, OTC ou
CTC). As titulagbes espectrofluorimétricas foram
realizadas empregando-se 1 uM de HSA, BSA e dos
respectivos marcadores. A Tabela 1 apresenta os
valores das constantes de ligagdo (K,) ha auséncia e
presenca dos competidores varfarina (sitio 1) e
ibuprofeno (sitio Il) como marcadores. Com base nos
resultados as diferentes tetraciclinas se ligam
preferencialmente ao sitio |, o qual interage
preferencialmente com compostos (poli)aromaticos.

Tabela 1. Ka (10° L mol™) da interacdo entre TCs com HSA e BSA.

Sem marcador Marcadores

Proteina Sistema

K. n

BSA CTC 023 1.46 14.8 130 972 149

QT1C 1.60 1.31 074 126 1.18 1.29

Adicionalmente, os ensaios também foram realizados
empregando digoxina como marcador, a qual ndo se
liga ao sitio | ou Il. Os valores de K, nédo tiveram

diferenga significativa em relacdo a condicdo de
referéncia para ambas as proteinas avaliadas. Os
ensaios para avaliacdo da influéncia de glicose e
Ca(ll) foram realizados apenas para tetraciclina e
HSA, simulando as condicdes fisiolégicas destas
espécies. De forma geral, foi observada uma
diminuicdo no valor de K, para a TC (Tabela 2)
guando comparado com a constante de ligacdo da
HSA com a TC na auséncia do Ca(ll) e glicose
(Tabela 1). Porém, o sitio preferencial de ligagdo néo
foi alterado. Para o Ca(ll) estes resultados podem
esta associados a: i) competicdo do mesmo sitio de
interacdo da HSA (sitio I) entre TC e Ca(ll) ou, ii)
formacdo de complexo TC-Ca(ll) levando a reducéo
da afinidade da TC livre pela proteina. Para glicose
ocorre ligacdo covalente entre este aglcar e 0
residuo de lisina 195 localizado no sitio | da HSA,
levando ao bloqueio parcial do sitio, e reducao de Ka
em relacado a interagdo HSA-TC.

Tabela 2. Influéncia de fons Ca(ll) e glicose nos valores de Ka (10°
L mol™) para interag&o da TC com a HSA.

Sem marcador Marcagores
Sistemna K. VAR BU
- K n Ka n
TC+C 0.73 : 012 088 086 07
Empregando fluorescéncia sincronizada foi

observado exposicdo preferencial do residuo de
triptofano (AL = 60 nm) para um microambiente de
maior polaridade em relacdo a tirosina (AX = 15 nm).
Pbéde-se verificar que a condicdo contendo Ca(ll)
levou a uma maior exposi¢do, seguido da presenca
de glicose em relacao a auséncia destas espécies no
meio. O indice de hidrofobicidade empregando ANS
como sonda foi calculado. A presenca de TC
conduziu a reducdo sistematica da hidrofobicidade
na superficie da HSA. Na presenca de Ca(ll) houve
uma reducdo de 28%, enquanto que a glicose levou
ao aumento da hidrofobicidade na superficie da
proteina em 25%.

Conclusodes

As TCs se ligam ao sitio | da HSA e BSA e a
presenca de Ca(ll) e glicose ndo altera o sitio de
ligacdo, conduto mudam a intensidade da interagédo
e aspectos estruturas da proteina.
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