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Resumo:

A interacdo de complexo de ruténio com albumina na presenga de ions
metdalicos foi monitorada pela supressdo de fluorescéncia da proteina. A
competicao dos ions pelo sitio de ligagdo da albumina alterou a constante de
ligacdo do aduto [Ru-HSA] e interferiu no tempo de retencdo do complexo no
interior da proteina.

Introducao

Na elaboracdo de agentes terapéuticos é importante estudar a interacao
desses derivados com biomoléculas, pois as biomoléculas presentes no
plasma sanguineo, como albumina, globulina e fibrinogénio, tém a
capacidade de se ligarem aos complexos provocando sua inativacao
(STORR, 2014).

A absorcéo e a biodisponibilidade de um farmaco podem ser alteradas pela
ligacdo da albumina a ions metélicos envolvidos em processos metabolicos
gue regulam as transferéncias de elétrons, a oxidacdo de aminoacidos e a
formacao de espécies reativas de oxigénio. A competicdo entre farmacos e
ions metalicos pelos locais de ligacdo na estrutura proteica tem sido alvo de
estudos por haver significativa correlagdo entre a farmacocinética do
medicamento e mudancas conformacionais da proteina induzidas pela
coordenacéo de ions metalicos (ROSENBAUM, 2011).

A potencial acdo farmacoldgica de complexos de ruténio nos motivou a
estudar a interacdo do complexo [Ru(bpydip)Cl](bpydip = N,N-bis(7-metil-2-
piridilmetileno)-1,3-diminopropano com a albumina do soro humano (HSA),
Figura 1, (MOTSWAINYANA, 2015). O processo de inser¢cdo do complexo

FUNDACAO N :
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

de ruténio no arcabouco proteico foi monitorado pela supressdo de
fluorescéncia da albumina. A influéncia dos fons Mg**, Ca?*, Co**, Ni**, Cu®*
e Zn?* na estabilidade da ligacdo HSA-complexo de ruténio também foi
analisada a partir dos espectros de supressao.

sitioll

sitio |
(residuo de triptofano)

Figura 1 — Representacado da albumina (HSA) e do complexo de ruténio
Materiais e Métodos

Supressao de fluorescéncia: Os espectros foram obtidos em um
espectrofluorimetro da Varian, modelo Cary Eclipse, com compartimento de
amostra com banho termostatizado, com largura das fendas de excitagao e
de emissao igual a 5 nm. As amostras foram excitadas em 280 nm e as
leituras de emissado de fluorescéncia foram realizadas entre 300 e 550 nm.

Influéncia de ions metalicos: Para a obtenc&o dos espectros, aliquotas de 3
a 30 pL da solucdo de [Ru(bpydip)Cly] 1,0 x 10° mol L™ foram adicionadas
em 3 mL de solugdo de HSA, pH 7,4, (1,0 x 10° mol L") contendo os
respectivos sais metalicos {Zn(CH3COO),, Ni(CH3COO),, Mg(NO3),,
Co(CH3COO0),, Ca(NO3), ou CuCl,} na concentracéo 1,0 x 10° mol L™.

Resultados e Discussao

Dos 585 amino&cidos que compf8em a estrutura primaria da albumina, a
emissdo do triptofano, que ocorre em 350 nm quando a biomolécula é
excitada na regido de 280 nm, é a mais significativa (LAKOWICZ, 2006). A
adicdo do complexo de ruténio diminuiu a intensidade dessa banda.
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A partir dessa supressao é possivel inferir que o complexo de ruténio atinge
a microrregido em que esta alojado o residuo de triptofano que, nesse caso,
€ a interface dos subdominios IB e IIA da cadeia proteica. A abordagem
matematica de Stern-Volmer para o processo de supressao de proteina
permite determinar a constante de ligacdo (Kp), 0 nimero de sitios de
ligacdo (n) e os parametros termodinamicos (AH, AS e AG) da interacao do
complexo com a albumina e correlaciona-los com os diferentes tipos de
forcas intermoleculares envolvidos na inclusdo do complexo na cavidade
proteica, Tabela 1, (LAKOWICZ, 2006).

Tabela 1 — Valores de constante de ligagédo (Kp), nUmero de sitios de ligacédo
(n) e parametros termodinamicos.

T (°C) Ko n AH AS AG
(10* mol™™L) (kJ mol™) (J mol*K™) (kJ mol™)
25 3,10 0,97 -24,2
30 5,80 0,95 20,1 149 -25,0
35 7,90 1,05 -25,8

Nesse caso, h4 um aumento dos valores de K, com o aumento da
temperatura. Essa tendéncia pode ser justificada pela diminuicdo do
coeficiente de difusdo promovida pela elevacdo da temperatura e, como
consequéncia, h4 um aumento da estabilidade do complexo formado HSA —
Ru, ou seja, aumenta o tempo de retencdo do mesmo no interior da
biomolécula. Considerando a magnitude e o sinal dos parametros
termodinamicos é possivel inferir que a formacédo do aduto [Ru(bpydip)Cl;] -
HSA é espontanea e determinada por intera¢des hidrofébicas.

A presenca de alguns cations alterou significativamente a estabilidade da
ligacdo da proteina com o complexo de ruténio (Tabela 2). O aumento do
valor de Ky acarreta no aumento do tempo de retencdo do complexo de
ruténio no interior da proteina. Além disso, variagédo de K, nessa série idnica
indica que fons Zn** e Mg®* ndo competem com o [Ru(bpydip)Cl,] pelo mesmo
sitio de ligacdo da proteina, pois se isso acontecesse haveria uma
diminuicdo desses valores, como observado para os demais ions,
principalmente Cu?*. Neste caso, os fons metalicos, em especial o0 cation
Cu?*, além de competirem pela mesma regi&o proteica, estdo reagindo com
a proteina formando um intermediario M?** - HSA, que aumenta o tempo de
armazenamento do complexo na biomolécula.
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Tabela 2. Valores de constante de ligacdo associados a interagdo do
complexo com HSA na presenca de diferentes ions metalicos a 30 °C

Sistema Kp (x 10 mol™*L) | Sistema Kp (x 10% mol™*L)
HSA + [Ru] + Zn*" 5,50 HSA + [Ru] + Ni** 0,13

HSA + [Ru] + Mg*" 6,05 HSA + [Ru] + Ca*" 0,25

HSA + [Ru] + Co® 0,17 HSA + [Ru] + Cu® 0,023
Conclusbes

A interacdo do complexo [Ru(bpydip)Cl,] com HSA ocorreu na interface dos
subdominios IB e IIA da biomolécula. Os parametros termodinamicos (AH,
AS e AG) indicaram que o processo foi espontaneo e o carater das forcas de
ligacdo envolvidas foi hidrofobico. A presenca de ions metélicos interferiu
significativamente no tempo de retencdo do complexo no interior da proteina.
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