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Resumo:

A sintese de um complexo com potencial acdo farmacologica € a primeira
etapa de um longo processo laboratorial. Nos ensaios pré-clinicos é
necessario descobrir como direcionar o complexo para um local especifico
do organismo e como as barreiras naturais do organismo podem interagir
com o complexo. A potencial acdo farmacolégica dos derivados de ruténio
nos motivou a estudar a interacdo do complexo [Ru(DMSO),(mbpy)]Cl,
(DMSO = dimetilsulféxido; mbpy = 2,6-dimetilbipiridina) com albumina do
soro humano e avaliar a afinidade do complexo por diferentes sitios de
ligacdo da biomolécula frente as espécies bioativas ibuprofeno, cafeina e
acido salicilico. Os processos de insercdo do complexo de ruténio, bem
como das espécies bioativas, no arcabouco proteico foram monitorados pela
supressdo de fluorescéncia da albumina. Os parametros associados a
supresséao de fluorescéncia da albumina permitiram inferir a possivel regiao
de ligacéo do derivado metalico na soro-proteina.

Introducao

A sintese de um complexo com potencial acdo farmacoldgica € a
primeira etapa de um longo processo laboratorial. Nos ensaios pré-clinicos &
necessario descobrir como direcionar o complexo para um local especifico
do organismo e como as barreiras naturais do organismo podem interagir
com o complexo (WILKES, 2016). Por isso, na elaboracdo de agentes
terapéuticos € importante estudar a interacdo desses derivados com
biomoléculas, pois as biomoléculas presentes no plasma sanguineo tém a
capacidade de se ligarem aos complexos provocando sua inativagcéo
(WILKES, 2016).

Das biomoléculas plasmaticas, albumina e globulinas sao
encarregadas pelo armazenamento e transporte de ions, metabdlitos e
nutrientes, como glicose, gorduras, vitaminas e amino&cidos pela corrente
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sanguinea até os tecidos do corpo humano (NAVEEN, 2016). Em
organismos saudaveis, a concentracdo de albumina no sangue esta entre
3,5 e 4,5 ¢g/100 mL, que corresponde a aproximadamente 60% das proteinas
plasmaticas, enquanto os teores de globulinas sao 4% de globulina-a;, 8%
de globulina-a,, 12% de globulina-B e 16% de globulina-y (ROSENBAUM,
2011). Por ser a proteina mais abundante no sangue e corresponsavel pela
difusdo de farmacos para os diferentes tipos de tecidos do corpo humano, a
interacdo dos derivados metéalicos com albumina tem sido um ponto central
na pesquisa cientifica bioinorganica, ressaltando a sua relevancia como
biomolécula sinalizadora para a atuacao de farmacos (NAVEEN, 2016).

A potencial acdo farmacolégica dos derivados de ruténio nos motivou
a estudar a interacdo do complexo [Ru(DMSO)4(mbpy)]Cl, (DMSO =
dimetilsulféxido; mbpy = 2,6-dimetilbipiridina) com a albumina do soro
humano (HSA), cujo processo de insercdo do complexo de ruténio no
arcabouco proteico foi monitorado pela supresséo de fluorescéncia da
albumina (STROHFELDT, 2015). Os parametros associados a supressao de
fluorescéncia da albumina permitiram inferir as possiveis regifes de ligacédo
do derivado metalico na soro-proteina. Também foi avaliada a afinidade do
complexo por diferentes sitios de ligagdo da HSA frente as moléculas
bioativas ibuprofeno, cafeina e &cido salicilico, pois a compreensdo do
mecanismo de substituicdo de espécies no arcabouco proteico permite
entender e controlar a acdo terapéutica dos farmacos no organismo humano.

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 excitacéo e
de emissao igual a 5 nm. As amostras foram excitadas em 280 nm e as
leituras de emisséo de fluorescéncia foram realizadas entre 300 e 550 nm.

Influéncia de moléculas bioativas: Para a obtencdo dos espectros,
aliquotas de 3 a 30 pL da solucdo do complexo 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 as respectivas moléculas sondas ibuprofeno, cafeina e acido
salicilico na concentragéio 1,0 x 10°® mol L™.

Resultados e Discussao

Dos 585 aminoacidos que compdem a estrutura primaria da albumina,
a emissao do triptofano, que ocorre em 350 nm quando a biomolécula é
excitada na regido de 280 nm, € a mais significativa (LAKOWICZ, 2006). A
adicdo do complexo de ruténio diminuiu a intensidade dessa banda. A partir
dessa supressao foi possivel inferir que o complexo de ruténio atingiu a
microrregido em que estad alojado o residuo de triptofano. Usando a
abordagem matematica de Stern-Volmer para o processo de supressao de
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proteina foi determinada a constante de ligacédo (Ky), 0 numero de sitios de
ligacdo (n) e os parametros termodinamicos (AH, AS e AG) da interagcéo do
complexo com a albumina (Tabela 1). Nesse caso, considerando a
magnitude e o sinal dos parametros termodinamicos foi possivel inferir que a
formacao do aduto [complexo de ruténio-HSA] foi espontanea e determinada
por interac®es hidrofébicas (LAKOWICZ, 2006).

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

T (°C) K n AH AS AG
(10° mol™L) (kImol™ | (I mol*K?) | (kImol?)
20 1,4 1,1 -22,7
25 1,0 0,9 18 135 -24.4
37 0,8 1,3 -26,5

Para o estudo de localizacdo do complexo no interior da proteina
foram utilizados como marcadores de sitio proteico a cafeina, o ibuprofeno e
o acido salicilico. O primeiro possui uma interacao caracteristica com a HSA
em duas regifes distintas, uma mais proxima a cavidade localizada no
centro da molécula de proteina, no interior do subdominio IIA e outro no
limite entre os subdominios IIA e IIB. O ibuprofeno liga-se no subdominio I11A
quase que exclusivamente nas condi¢cdes experimentais utilizadas. Ja o
acido salicilico se liga proximo ao residuo de triptofano no subdominio IIA
com forte intensidade (ROSENBAUM, 2011). O efeito da competicdo entre
os marcadores de sitio da HSA e o complexo pode ser avaliado pela
variacdo da constante de ligacdo do complexo a HSA na temperatura de
37 °C (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de constante de ligagéo (Kp) do complexo a HSA obtidos
na presenca de moléculas sondas a 37 °C.

Complexo + HSA | Complexo + HSA + | Complexo + HSA
+ ibuprofeno cafeina + acido salicilico

Ky (x 10° mol™L) 0,035 0,68 0,47

Na condigdo experimental o valor de constante diminui em todas as
situacdes se comparado aquele quando o complexo é a Unica substancia a
se ligar a albumina, indicando que a ligacdo da molécula é sentida por toda a
proteina. No entanto, o valor de constante verificado na presenca de
ibuprofeno demonstra uma competicdo maior entre este marcador e o
complexo de ruténio estudado. Desta forma se pode propor que a ligacao do
complexo metalico se da na regido do subdominio IlIA da proteina, mas
causa alteracdes em toda a estrutura proteica.
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Conclusodes

De acordo com os parametros obtidos, a interacdo do complexo de
ruténio com a HSA ocorreu espontaneamente direcionada por forcas
hidrofébicas. O uso de moléculas marcadoras de sitios proteicos permitiu
inferir que o complexo de ruténio ligou preferencialmente na microrregiao do
subdominio [lIA. Esse conjunto de dados € importante para o
desenvolvimento de novos farmacos, pois o0 aduto formado entre a proteina
e 0 complexo funciona como um reservatorio temporario no plasma
sanguineo retardando a chegada do complexo aos sitios alvos
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