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RESUMO

SANCHES, R. N. F. Estudo da interagao de metalofarmacos de diruténio-anti-inflamatdrios
com as proteinas séricas transferrina e albumina. 2016. (196p). Tese (Doutorado) —
Programa de Pds-Graduagao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S3ao Paulo,
Sao Paulo.

Metalofarmacos baseados em ruténio tém se mostrado promissores com relagao a
atividade anticancerigena frente a diversos tipos de tumores. Nosso grupo de pesquisa
dedica-se ao estudo de compostos contendo o centro dimetdlico de valéncia mista Ru(Il,111)
coordenado a ligantes derivados de Faines (Farmacos anti-inflamatdrios ndo esteroides),
tendo demostrando o potencial desses complexos frente a glioma. O entendimento do
modo de acdo destes complexos requer o estudo de suas interacdes com biomoléculas
presentes no meio bioldgico. Neste cendrio, o presente trabalho teve por objetivo investigar
a interacao de trés complexos de diruténio-Faines, ou RuFaines, [Ru,(ibp)4Cl], [Ru;(ceto)4Cl]
e [Ruy(npx)4(H,0),]PFs (ibp = ibuprofenato, ceto = cetoprofenato e npx = naproxenato), e
também do precursor [Ru,(0,CCHs)4Cl], RuAc, com as principais proteinas presentes no soro
humano, transferrina e albumina.

Os complexos foram sintetizados e caracterizados conforme metodologias
desenvolvidas no grupo. A interacdo destes complexos com a transferrina, em suas formas
apo e holo, e com a albumina foi avaliada por técnicas como espectroscopia eletrdnica,
dicroismo circular, fluorescéncia, e realizaram-se estudos de ultrafiltracdo com andlise do
aduto formado por ICP-OES e espectrometria de massas. Além disso, fez-se um estudo de
captacdo celular dos complexos RuFaines por células de glioma humano da linhagem U-87.

Os resultados demonstraram que os complexos de diruténio-Faines interagem com

ambas as proteinas séricas (transferrina (apo e holo) e albumina), de modo semelhante, mas
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que é distinto daquele observado para o complexo RuAc. A presenca de ions Fe(lll) nos sitios
especificos da transferrina ndo afetou a interacdo dos complexos RuFaines, enquanto que
um comportamento diferente foi observado para o RuAc. Verificou-se que todas as
proteinas avaliadas (albumina, apo-transferrina e holo-transferrina) apresentam capacidades
similares de retencdo dos complexos (~ 70% da quantidade de Ru adicionada inicialmente),
independentemente da natureza do ligante carboxilato coordenado. Estudos de captacao
celular mostraram que a interagdo dos complexos RuFaines com a transferrina nao
contribuiu para modificar a capacidade de entrada desses complexos na célula, em
comparac¢dao com os metalofarmacos livres. Em alguns casos, inclusive, a formacdo de aduto
com a apo-transferrina teve um efeito contrario, diminuindo a captacdo de ruténio. Dessa
forma, concluiu-se que o ciclo da transferrina provavelmente ndo é a principal rota de

entrada nas células para os complexos estudados.

Palavras-chave: ruténio, anti-inflamatdrios ndo esteroides, metalofarmaco, albumina,

transferrina, captacao celular, glioma.
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ABSTRACT

SANCHES, R. N. F. Study on the interaction of diruthenium-antiinflamatory metallodrugs
with albumin and transferrin serum proteins. 2016. (196p). PhD Thesis — Graduate Program
in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S3o Paulo, Sao Paulo.

Ruthenium metallodrugs have shown promising antitumor activity against to several
tumor types. Our research group is dedicated to study compounds containing the mixed-
valence Ruy(llIIlI) dimetallic center coordinated to NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory
drugs) derived ligands, and have demonstrated the potential of these complexes against
glioma. The understanding of the mode of action of these complexes requires the study of
their interactions with biomolecules present in biological environment. In this scenario, the
present work aimed to investigate the interaction of three complexes of diruthenium-
NSAIDs, or RuNSAIDs, [Ru,(ibp)sCl], [Rux(ceto)sCl] and [Ruy(npx)s(H.0),]PFs (ibp =
ibuprofenate, ceto = ketoprofenate, npx = naproxenate), and also of the precursor
[Ru,(0,CCH3)4Cl], RuAc, with the major proteins present in the human serum, transferrin and
albumin.

The complexes were synthesized and characterized according to methods developed
in our group. The interaction of these complexes with transferrin, in the two forms apo and
holo, and with albumin was evaluated by techniques as electronic spectroscopy, circular
dichroism, fluorescence, and ultrafiltration studies accompanied by analysis of adducts by
ICP-OES and mass spectrometry. Moreover, cellular uptake studies of the RuNSAIDs
complexes by U-87 human glioma cells line were performed.

The results demonstrated that the diruthenium-NSAIDs complexes interact with both
proteins (transferrin (apo and holo) and albumin), in a similar way, but that is distinct of that

observed for the RuAc complex. The presence of Fe(lll) ions in transferrin specific binding



sites did not affect the interaction of the RuUNSAID complexes with the protein, while a
different behavior was shown by RuAc. All the proteins studied here (albumin, apo-
transferrin and holo-transferrin) showed similar capabilities for retention of the complexes
(~ 70 % of the initial amount of Ru added), independently of the nature of the coordinated
carboxylate ligand. Cellular uptake studies showed that the interaction of the RuNSAIDs
complexes with transferrin did not contribute to modify the internalization capacity of these
complexes, in comparison with the free metallodrugs. In some cases, the adduct formation
with apo-transferrin showed an opposite effect, leading to the decrease of ruthenium
uptake. The findings led to the conclusion that transferrin cycle probably is not the main

entry way to the cells for the studied complexes.

Keywords: ruthenium, nonsteroidal anti-inflammatory drug, metallodrugs, albumin,

transferrin, cellular uptake, glioma.
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1. INTRODUCAO

1.1. Complexos metalicos em Quimica Medicinal

A utilizacdo de complexos metdlicos para o tratamento e diagndstico de doengas se
tornou um campo de pesquisa em constante crescimento desde o advento da cisplatina.
Embora metais sejam utilizados com fins medicinais desde os tempos mais remotos, a
descoberta da propriedade de inibicdo celular do complexo cis-diamindicloridoplatina(ll)
sobre E. coli, e o sucesso de sua aplicagdo como agente antitumoral foi o grande marco no
desenvolvimento da pesquisa relacionada a Quimica Inorganica Medicinal [1], [2].

Atualmente, diversos complexos metalicos tém sido utilizados para o tratamento e
diagndstico de doencas, além de haver extensiva pesquisa sobre este tema. Em uso clinico,
por exemplo, tém-se os compostos de platina (cisplatina, oxaliplatina, carboplatina,
nedaplatina, entre outros), que sdo utilizados no tratamento de alguns tipos de tumores;
compostos de ouro (auranofina, [Au(l)tiomalato]) sdo utilizados para o tratamento de artrite
reumatoide; compostos de gadolinio e tecnécio sdo usados para o diagndéstico por imagem e
tecnécio é usado como radiofarmaco [1], [3]-[5]. Em relacdo a pesquisa, sdo inUmeros os
trabalhos que tém por objetivo o desenvolvimento de novos complexos metalicos para o
tratamento e diagndstico de doengas, com propriedades melhoradas em relagao aos
farmacos ou metalofarmacos em uso clinico [6].

Dentro deste contexto, os complexos de ruténio surgem como uma alternativa aos
tradicionais metalofarmacos de platina para o tratamento de tumores. Embora sejam ativos
e largamente utilizados como agentes quimioterapicos, os compostos de platina apresentam
efeitos colaterais severos e os tumores desenvolvem resisténcia ao tratamento. Os

complexos de ruténio, por outro lado, apresentam menor toxicidade, maior seletividade
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para tumores, sdo ativos contra algumas linhagens resistentes a cisplatina, inibem a
metastase e apresentam propriedades antiangiogénicas [2], [7]. A menor toxicidade dos
compostos de ruténio comparada com os compostos de platina ndo estd bem elucidada
ainda, mas tem sido associada em parte a habilidade do ruténio mimetizar o ferro na ligacao
a biomoléculas e em parte ao mecanismo de ativacdo por reducdo que tem sido proposto
para alguns deles [7]-[9].

Os principais representantes dessa nova categoria de compostos baseados em
ruténio sdao os complexos Hlm[trans-RuCl;(DMSO)Im], NAMI-A e Hind[trans-RuCls(ind),],
KP1019 (Im = imidazol, DMSO = dimetilsulféxido, ind = indazol), embora pesquisas anteriores
com complexos andlogos a cisplatina, contendo ligantes cloreto e ambnia em um primeiro
momento ([RuClz(NHz)s]), e depois substituindo-se os ligantes amonia por dimetilsulféxido
(cis-[RuCly(DMSOQ),4] e trans-[RuCl,(DMSO0),]), ja tivessem demonstrado a potencialidade
desses compostos como agentes antitumorais [7]. NAMI-A e KP1019 (que tem uma versao
mais solivel denominada NKP1339, Nal[trans-RuCls(ind),]), apresentam atividade
antimetastatica e citotdxica, respectivamente, completaram com sucesso a fase | de ensaios
clinicos e estdo indo para a fase Il [10]-[12]. Além destes complexos de Ru(lll), compostos
organometalicos de Ru(ll) tém sido largamente explorados como agentes antitumorais, a
partir dos trabalhos de Sadler e Dyson, que foram os primeiros a idealizar complexos com a
estrutura denominada “piano-stool” ou “half-sandwich”, com uma estrutura geral [(ns-
areno)Ru(X)(L)] (X = ligante monodentato e L = ligante bidentado) [4]. Dentre os
organometalicos, um dos mais representativos é o RAPTA-T, [Ru(n®-tolueno)Cl,(PTA)] (PTA =
1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano). A Figura 1.1 mostra as estruturas desses complexos

principais.
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A vantagem de se trabalhar com complexos metdlicos em relacdo aos farmacos
organicos tradicionais é a variedade quimica e bioldgica que eles proporcionam. Esta
diversidade vem da possibilidade de se escolher o metal, seu estado de oxidacdo, o tipo e

numero de ligantes coordenados e a geometria do complexo [13].
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Figura 1.1. Principais representantes dos complexos de ruténio que apresentam atividade
antitumoral.

1.2. Complexos dimetalicos de Ruténio

Outra classe de compostos de ruténio, além dos monoméricos de Ru(lll) e
organometalicos de Ru(ll), é a dos complexos diméricos de Ru, com ligagdo multipla metal-
metal. As espécies dimetalicas de ruténio termodinamicamente mais estaveis sdo aquelas
gue contém um centro de valéncia mista Ruy(Il,lll), com ordem de ligacdo metal-metal de
2,5, estabilizado pela coordenacdo de quatro ligantes carboxilatos [14], [15]. Esses
tetracarboxilatos (Figura 1.2) tém sido estudados desde a sua descoberta por Stephenson e
Wilkinson [16], [17] para os mais diversos tipos de aplicacdo, tais como: sintese de novos

compostos [18], cristais liquidos [19], catalisadores, materiais magnéticos supramoleculares
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[20], etc, mas pouco foco tem sido dado a aplicacdes biolégicas. Nesse contexto, nosso
grupo de pesquisa tem feito alguns avancos [7], [8]. Partindo do precursor [Ru(p-
0,CCHs3)4Cl] (RuAc), nosso grupo de pesquisa tem sintetizado e caracterizado
tetracarboxilatos de Ruy(llIll), onde os carboxilatos sdo derivados de farmacos anti-
inflamatdrios ndo esteroides (Faines), estudado sua atividade bioldgica, sua estabilidade e

reatividade com biomoléculas.

Figura 1.2. Estrutura geral dos tetracarboxilatos de Ru(l1,1lI).

Grande parte dos Faines sdao moléculas que tém em comum o grupamento de acido
carboxilico, como os ilustrados na Figura 1.3. S3o utilizados para o tratamento da dor,
inflamacao e febre; seu modo de ac¢do é atribuido a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX),
gque se apresenta em duas isoformas denominadas COX-1, que é fisiologicamente
constitutiva, estd presente em quase todos os tecidos saudaveis, é responsavel pela
protecdo do sistema gastrico e a COX-2, presente quando processos inflamatérios sdo
desencadeados e superexpressa em muitos tipos de tumores [7], [21].

Os Faines também apresentam propriedades antitumorais. A reducdo do risco de
cancer de colon e outros érgdos do sistema gastrointestinal, mama, prdstata, pulmao e pele
foi atribuida ao uso prolongado de Faines como aspirina. Aspirina, ibuprofeno, sulindaco e

indometacina foram capazes de reduzir tumores gastricos quimicamente induzidos e Faines
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inibiram o crescimento de tumores transplantados e cancer de pele induzido em modelos
animais. O efeito anticancer dos Faines, entretanto, é reversivel e a recorréncia aumenta
logo apds a descontinuacdo do uso dos farmacos. Estudos in vitro também demonstraram a

acdo antiproliferativa e de inducdo da apoptose em diversas linhagens celulares [7].

0 CH;

HsC
Hcet Hibp

CH,
OH
SeR
0
H,CO

Hnpx

Figura 1.3. Estrutura dos farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides (Faines) utilizados neste
trabalho. Hcet = cetoprofeno, Hibp = ibuprofeno, Hnpx = naproxeno.

A complexacdo de farmacos a centros metalicos apresenta uma série de vantagens:
(i) a estabilidade da ligacdao do farmaco com o metal pode evitar a sua degradacao antes de
sua chegada ao alvo especifico; (ii) o complexo pode ter caracteristicas de polaridade
melhores que do ligante e metal livres para o meio no qual vai agir; (iii) a atividade dos
ligantes pode ser sinergicamente reforcada pela atividade do metal e (iv) o complexo
metalico tem o potencial de entregar seletivamente a espécie ativa ao seu sitio de acao
através de diversos processos biolégicos [22].

Um breve histérico dos estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa no que diz
respeito aos tetracaboxilatos de diruténio(ll,lll) € mostrado a seguir.

2000 [23] Sintese e caracterizagdo do [Ru,(ibp)sCl], Ruibp e avalia¢do das atividades anti-
inflamataria e ulcerogénica do complexo e do farmaco livre (Hlbp).
O complexo Ruibp apresentou atividade anti-inflamatdria similar a do farmaco

Hibp, mas com menor efeito ulcerogénico.



2008 [24],
[25]

2009 [26]

2010 [27]

[21]

Sintese e caracterizacdo dos complexos [Ru,(ibp)sCl] (por um método
modificado em relagdo ao publicado anteriormente), [Ru,(npx),(H>0),]PFs,
Runpx, [Ruy(aspy)sCl] (aspy = aspirinato), e [Ru,(ind)s(H,0),;]PFs (ind =
indometacina), e avaliagéo dos efeitos sobre a proliferagdo de células tumorais
Hep2, T4/83 e C6 de glioma de rato.

Os complexos Ruibp e Runpx diminuiram de forma significativa a proliferacao
de células C6 de glioma de rato, mais do que os farmacos de partida (Hibp e
Hnpx), e nenhum dos complexos (Ruibp, Runpx, Ruasp e Ruind) tiveram
influéncia significativa sobre as linhagens Hep2 e T4/83. RuAc ndo foi
apresentou atividade antiproliferativa sobre células C6. Os complexos RUuAc,

Ruibp e Runpx ndao mostraram atividade citotdxica.

Sintese e caracterizagdo dos complexos [Ru,Cl(sulin)s], [Ru,Cl(dicl),] e
[Ru(DMSO),(Hmelox),] (sulin, dicl e Hmelox = dnions derivados dos fdrmacos
sulindaco, diclofenaco e meloxicam, respectivamente), avalia¢Go da interacéo
destes complexos e do Ruibp com HSA e atividade contra células de leucemia da
linhagem K562.

Os complexos interagiram com a HSA, o que foi evidenciado pela diminui¢do do
conteudo de a-hélice, sem provocar a sua clivagem. Todos os compostos

apresentaram atividade antiproliferativa contra células da linhagem K562.

Estudo dos efeitos da presenca do complexo Ruibp sobre a distribuicéio do ciclo
celular de células C6 de glioma de rato, potencial de membrana mitocondrial,
geragdo de espécies reativas e expressdo de mRNA e proteinas E2F1, ciclina D1,
c-myc, pRb, p21, p27, p53, Ku70, Ku80, Bax, Bcl2, COX1 e COX2.

Observou-se o aumento da expressao dos inibidores de quinase dependentes
de ciclina p21 e p27, a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e o
leve aumento na apoptose que foi acompanhada pela diminuicdo da expressao
da proteina anti-apoptdtica Bcl2 e aumento da expressdao da proteina pro-
apoptética Bax. Além disso, aumento da expressdao de COX-1 em resposta a

diminuicdo da producdo de prostaglandina E2. De modo geral, esses resultados



2012 [28],
[29]

2012 [29],
[30]

2013 [29],
[31]

[22]

mostraram que o complexo Ruibp tem alguma influéncia sobre o
desencadeamento de mecanismos apoptoéticos, e de interrup¢do do ciclo

celular, além de inibir a COX-1.

Sintese e caracterizacdo do complexo [Ruj(ceto),Cl], Ruceto, estudo do efeito
dos compostos Ruibp, Runpx e Ruceto sobre células de cdncer de célon HT-29
(altos niveis de COX-2) e Caco-2 (baixos niveis de COX-2).

Os compostos tiveram pouca influéncia sobre a proliferacao das duas linhagens
celulares avaliadas, e inibiram apenas parcialmente a produgdo/atividade de
MMP-2 e MMP-9 pelas células HT-29, indicando que a inibicdo da COX-2 pode
estar apenas parcialmente envolvida nos efeitos farmacolégicos desses

complexos.

Estudo termodindmico da substituicGo axial de ligantes H,O por CI no complexo
[Ru,(CH3CO,)4(H20),]°, RuAc-aquo, e cinética da reag¢do com os aminodcidos
histidina, glicina, triptofano e cisteina.

Foram calculados os parametros termodindamicos (K, AH°, AS° e AS°) da
substituicdo axial de duas moléculas de H,O por ClI" no RuAc-aquo, e os valores
das constantes de equilibrio foram baixas (K; = 18 moll L e Ky =3,3 mol? L).
Obtiveram-se também os parametros cinéticos das reacdes deste complexo
com os aminoacidos His, Trp, Gly e Cys. Todas as rea¢gdes mostraram cinéticas
rapidas, e os valores das constantes de equilibrio foram da ordem de 10? (Gly e

Trp), 10* (Cys) e 10° (His).

Estudos cinéticos e mecanisticos das reacbes do RuAc-aquo com agentes
redutores biologicamente relevantes.

A reacdo entre RuAc-aquo e gluationa e acido ascérbico consiste em uma etapa
inicial de substituicdo axial de uma molécula de dgua pela molécula do agente
redutor, seguida pela reducdo do centro dimetalico de Ru,”* para Ru,™, com a
oxidacdo do agente redutor. Parametros cinéticos e termodindmicos também

foram obtidos.



2014 [32]

2014 [33]

2014 [34]

[23]

Sintese e caracterizagdo do complexo [Ru,Cl(feno)s] (feno = fenoprofenato),
estabilidade no estado sdlido dos complexos Ruibp e Ruceto, lipofilicidade
destes e do complexo RuAc e dos fdrmacos de partida (ibuprofeno e
cetoprofeno).

Os complexos Ruibp e Ruceto sdo insolUveis em agua, e na presenca de
cossolventes (etanol, metanol e 2-propanol), apenas em proporgdes superiores
a 60:40 cossolvente:dgua é que se observou um aumento significativo da
solubilidade. A lipoficidade destes complexos é préxima da observada para os

farmacos de partida.

Interagcéo do complexo RuAc com lisozima de clara de ovo de galinha avaliada
por UV-Vis e ESI-MS e determinagdo da estrutura do aduto por difracGo de
raios-X.

A proteina se liga a duas unidades do complexo RuAc. Cada unidade perde dois
ligantes acetato que sdo substituidos por um aspartato da proteina (Asp101 e

Asp 119) e por duas moléculas de H,0, mantendo o nucleo dimetalico.

Atividade antiproliferativa do Ruibp sobre células de glioma humano e atividade
do complexo in vivo

Assim como com células C6 de glioma de rato, o complexo Ruibp mostrou
atividade antiproliferativa sobre células de glioma humano das linhagens A172,
U87MG, U138MG e U251MG, e induziu a apoptose nas mesmas células. Células
C6 de glioma de rato foram cultivadas e injetadas em ratos Wistar. O tumor
induzido foi tratado com o Ruibp por duas vias de administracao,
intraperitoneal e através de uma bomba osmética. A reducdo da area do tumor
foi de 41% para administragdo intraperitoneal com alteragdes dos niveis de
leucécitos no sangue, e de 45% para a administracdo via bomba osmodtica
diretamente no tumor, sem alteracdes dos leucécitos. Esses resultados
mostraram de forma inequivoca a potencialidade do metalofarmaco Ruibp para

o tratamento do GBM (glioblastoma).
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2015 [35]  Estudos espectroscopicos da interagdo do RuAc, Ruibp e Ruceto com albumina
sérica humana.
A interacdo foi avaliada por espectroscopia eletronica, dicroismo circular,
fluorescéncia e ultrafiltracdo (com analise da fase proteica por MALDI-MS e
ICP). Os estudos de CD demonstraram a desestabilizacdo do conteludo de a-
hélice da HSA sob interagdo com os complexos. Os demais resultados estao

discutidos nesta tese.

Os estudos realizados até o momento mostram a potencialidade da utilizacdo dos
metalofarmacos do tipo RuFaines para o tratamento de gliomas, que sdo os tumores
cerebrais mais comuns. O glioblastoma (GBM), classificado como grau IV pela Organizacao
Mundial da Saude, representa 60 — 70% de todos os casos de gliomas malignos. A estratégia
terapéutica tradicional para tratar esse tipo de cancer envolve a remocao cirdrgica do tumor,
seguida de radioterapia e quimioterapia com temozolamida. A sobrevida média do paciente,
no entanto, é de apenas 12 meses. As razdes para isso sao atribuidas a ndo especificidade da
radioterapia e quimioterapia, juntamente com a resisténcia celular ao tratamento, que
favorece a reincidéncia do tumor apds 32 a 36 semanas [7], [36].

O modo de acdo dos metalofarmacos de ruténio em geral ainda ndo é conhecido, e
um grande esforco tem sido feito no sentido de se elucidar os mecanismos envolvidos,
inclusive em nosso grupo de pesquisa. Especula-se, porém, que o DNA n3do seja o alvo
principal, diferente do que ocorre com a cisplatina [37]. Supde-se que o0 modo de acdo dos
complexos de Ru(lll) seja o seguinte: administracdo intravenosa; degradacao (hidrdlise,
reducdo) no sangue acompanhada pela reacdo com as proteinas séricas e outros alvos
bioldgicos; transporte para dentro da célula através de endocitose mediada pelo receptor da

transferrina (ciclo da transferrina) e efeito EPR — enhanced permeability and retention
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(caminho da albumina); liberacdo do complexo causada pela influéncia do pH, ATP e citrato;
reducdo na célula hipdxica; ligacdo ao alvo especifico [38].

Para se ter uma ideia melhor sobre o modo de acdo dos farmacos, é necessario saber
0 que acontece com eles desde sua entrada no organismo até sua chegada ao alvo

especifico.

1.3. Interagdo dos metalofarmacos com o meio biolégico

Todo farmaco, ao entrar no organismo, acaba sendo transportado pelo sangue,
independente da via de administracdo (oral, intravenosa, sublingual, subcutanea ou
intramuscular), e antes de atingir o seu alvo encontra uma diversidade imensa de
substancias presentes no sangue. Falando apenas das proteinas, o proteoma do plasma
inclui aproximadamente 100.000 proteinas com concentragdes que variam até 12 ordens de
magnitude. Os maiores componentes proteicos sdo mostrados na Figura 1.4 [5]. Duas das
principais proteinas presentes no plasma sdo a albumina (HSA, human serum albumin) e a

transferrina (Tf).

1gG Total
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Figura 1.4. Principais proteinas plasmaticas que podem ser separadas por técnicas
eletroforéticas. Adaptado da referéncia 5.
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Entender as interacdes de um candidato a metalofdrmaco com as proteinas séricas é
de extrema importancia, visto que essas interacdes podem ter influéncia em sua
farmacocinética e no seu modo de acdo, mesmo que estas proteinas ndo sejam o alvo final.
Essas interagdes podem estar envolvidas no surgimento de efeitos colaterais indesejados ou
até mesmo na reducdo da toxicidade, podem modificar a estrutura original da molécula,
aumentar a sua solubilidade no plasma e protegé-la contra a metabolizacdo antes da
chegada ao alvo. Além disso, influenciam diretamente o transporte, armazenamento e
entrega do farmaco ao seu sitio de a¢do. A concentracdo da forma livre (ativa) do farmaco
depende de sua afinidade com as proteinas plasmaticas [39]-[44]. O perfil cinético da
interacdo farmaco-proteina é critico para a eficacia do farmaco porque um transporte
eficiente requer altas velocidades de ligacdo e dissociagdo, resultando em moderada

afinidade [42].

1.3.1. Albumina

A albumina sérica humana, HSA, é a proteina mais abundante no plasma sanguineo
com uma concentracio de 40 — 45 g L™ (~ 600 pmol L), representando aproximadamente
52% da quantidade de proteina total, e é sintetizada e secretada pelo figado [39]. Pode se
ligar reversivelmente a uma grande variedade de substancias enddgenas e exdgenas, tais
como acidos graxos, hormoénios e farmacos, e por essa razao, no que diz respeito a interacdo
com farmacos, pode acabar reduzindo a sua biodisponibilidade. A sua principal funcdo é
transportar essas moléculas aos seus alvos além de servir como um reservatério natural para
elas; além disso, é a principal responsavel pela manutencdo da pressdao osmética plasmatica
e do pH do sangue [40], [45]. A HSA frequentemente aumenta a solubilidade de drogas

hidrofébicas no plasma [46]-[49]. Por isso, tem grande influéncia sobre aspectos como
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absorcdo, metabolismo, distribuicdo e eliminacdo de drogas. Essa propriedade tem sido
bastante investigada pelo potencial de utiliza-la para entrega direcionada a um alvo
especifico, como com complexos antitumorais Ru(ll)-arenos [41], [44].

E constituida por uma Unica cadeia polipeptidica de 585 aminoéacidos, e tem massa
molar de 66 kDa. Sua estrutura consiste de 3 dominios helicoidais homdlogos (denominados
[, Il e ), e cada dominio é dividido em 2 subdominios (A e B) [49], [50]. Seu formato se
assemelha a um coragdo com dimensdes aproximadas de 80 x 80 x 30 A. Os subdominio A e
B tém 6 e 4 a-hélices, respectivamente, conectados por loops flexiveis. Todos os residuos de
cisteina estdo envolvidos na formacgao de pontes dissulfeto, exceto o Cys-34 [39]. Seu ponto
isoelétrico é 5,92 [41], entdo no pH fisioldgico de 7,4 ela estd negativamente carregada. A

Figura 1.5 mostra a estrutura da HSA e seus sitios de ligacdo para variados farmacos.
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Figura 1.5. Estrutura da HSA com destaque para alguns dos seus sitios de ligagao. Adaptada

da referéncia 50.
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A molécula de HSA tem pelo menos dois sitios importantes denominados sitios de
Sudlow | e Il e os fdrmacos geralmente se ligam a um desses sitios com alta afinidade [44],
mas podem existir sitios secundarios de baixa afinidade. A faixa de valores de constantes de
afinidade é de 10* a 10° L mol™ [33], [41]. Além desses sitios principais, hd também os sitios
de ligacdo de acidos graxos (FA1 — FA9) [51].

O sitio | é conhecido como o sitio varfarina-azapropazona e estd localizado no
subdominio llA. A parede interna do sitio é formada por cadeias laterais hidrofébicas e a sua
entrada é rodeada por residuos positivamente carregados [2]. A principal caracteristica
desse sitio é a ligacdo de acidos dicarboxilicos ou anions heterociclicos volumosos com uma
carga negativa localizada no meio da molécula. Ele é espagoso, quando comparado ao sitio
I, pois pode acomodar moléculas tdo grandes quanto bilirrubina e porque existem exemplos
de casos de dois ligantes diferentes acomodados nesse mesmo sitio, indicando que existem
outros sitios individuais que as vezes s3ao independentes e as vezes influenciam-se
mutuamente. Outras evidéncias também sugerem que ele é flexivel, como o fato de ligantes
com diferentes estruturas ligaram-se com alta afinidade. Farmacos que se ligam a esse sitio
incluem varfarina, valproato e azapropazona [39], [48], [49], [52].

O sitio Il esta localizado no subdominio IlIA e é conhecido como indol-
benzodiazepina. Ligantes que se ligam ao sitio || sao em geral acidos carboxilicos aromaticos
com o grupo acido negativamente carregado no final da molécula longe do centro
hidrofdbico. Ligantes que tendem a se ligar nessa regido incluem o ibuprofeno, flurbiprofeno
e diazepam, e os fdrmacos anti-inflamatdrios nao esteroides em geral. Ele parece menor que
o sitio I, porque aparentemente ndo se liga a moléculas grandes (como bilirrubina ou

porfirinas, por exemplo), e menos flexivel, pois frequentemente a ligacdo é estereosseletiva
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(um exemplo dessa caracteristica é que L-triptofano se liga com afinidade 100 vezes maior
que o D-triptofano) [39], [48], [49], [52].

Alguns destaques dos sitios de ligacdo de acidos graxos sdo: FA1 tem alta afinidade
pelo grupo Heme-Fe(lll); FA3 e FA4 contribuem para o sitio Il de Sudlow e FA7 corresponde
ao sitio I; FA2 e FA6 sdo sitios secundarios de ligacdo do ibuprofeno. O sitio FA1 e os sitios
FA2, FA3-FA4, FA6 e FA7 sdo alostericamente acoplados. Ibuprofeno e varfarina agem como
efetores alostéricos [51].

Reac¢Oes competitivas resultam no deslocamento de um farmaco por outro de seu
sitio de alta afinidade. Devido a ligacdo de farmacos a HSA ndo ser seletiva, pode ocorrer

competicdo entre drogas adicionadas simultaneamente [39], [48], [49], [53].

1.3.2. Transferrina

As transferrinas sdao uma familia de proteinas cuja fungdo primaria é o transporte de
ferro no organismo. Fazem parte dessa familia a transferrina sérica (encontrada no sangue e
em outros fluidos em mamiferos incluindo bile, liquido amnidtico, fluido cérebro-espinhal,
linfa, colostro e leite), ovotransferrina (presente na clara de ovos), lactoferrina (presente no
leite, lagrimas, saliva, muco e glébulos brancos do sangue) e a melanotransferrina
(encontrada em células de melanoma, e que parece facilitar a captacdo de ferro para essas
células). Todos os membros dessa familia sdo estruturalmente bastante semelhantes. O
padrdo de enovelamento da cadeia polipeptidica é o mesmo em todos os casos. Essas
proteinas possuem a capacidade de ligar-se forte (K ~ 10*2 mol™ L), mas reversivelmente a

dois ions Fe(lll) junto com dois dnions CO5% [54]-[57].
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1.3.2.1. Caracteristicas estruturais

A Figura 1.6 mostra a estrutura da holo-transferrina sérica humana (hTf). A hTf é uma
glicoproteina monomérica, com uma massa molar de aproximadamente 80 kDa, e é
constituida de 679 aminodcidos [54], [58]. A molécula é estabilizada por 19 pontes intra-
cadeia de dissulfeto e é protegida por trés cadeias laterais de carboidratos, das quais duas
sdo N-glicosiladas (Asn-413 e Asn-611) e a terceira é O-glicosilada (Ser-32) [58].

A molécula de Tf é dividida em 2 lobos interligados denominados Lobo N (ou amino-
terminal, aminoacidos 1-331) e Lobo C (ou carboxila-terminal, aminoacidos 339-679), que
sdo conectados por uma curta cadeia polipeptidica [54], [55], [58], [59]. Os dois lobos
apresentam aproximadamente 40% de homologia entre eles, e esta semelhanga é refletida
na estrutura tercidria da proteina [55], [56]. Embora cineticamente distintos, o

enovelamento dos dois lobos C e N sdo equivalentes [59].

Figura 1.6. Estrutura da transferrina humana (PDB: 3QYT), com destaque para o sitio de
ligacdo do Fe(lll) (Adaptado de [60]).0s aminodcidos escritos entre ( ) sdo os do lobo C e os
sem () do lobo N.
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Cada lobo (C e N) é dividido em dois dominios de tamanhos similares, com
segmentos alternantes de a-hélice e folha-B, e que sdo conectados por um hinge (uma curta
cadeia polipeptidica que ndo apresenta estrutura secunddria definida e que confere
mobilidade aos dominios): os dominios N; (aminoacidos 1-92 e 247-331) e C; (aminodcidos
339-425 e 573-679) sdo compostos por duas secdes descontinuas da cadeia polipeptidica,
enquanto os dominios N, (aminodacidos 93-246) e C, (aminodcidos 426-572) sdo compostos
por um unico segmento do polipeptideo. Os dominios interagem para formar uma cavidade
hidrofilica, onde estdo localizados os sitios de ligacdo do metal [56], [58], [59]. O ponto
isoelétrico da transferrina estd entre 6,7 — 6,8 [41] [61], e portanto ela estd negativamente
carregada no pH fisioldgico de 7,4.

Nos dois sitios de ligacdo (localizados nos lobos C e N), o Fe(lll) esta hexacoordenado
em um arranjo octaédrico distorcido. Ele é coordenado por 4 residuos de aminoacidos
altamente conservados: um aspartato (o Unico ligante do dominio N; ou C;), uma tirosina
(localizada no hinge préximo ao dominio N, ou C,), uma segunda tirosina (localizada no
dominio N, ou C;) e uma histidina (localizada no hinge préximo ao dominio N1 ou C;). As
estruturas desses aminodcidos sdo mostradas na Figura 1.7. Além disso, o sitio de ligacdo
requer dois atomos de oxigénio que sdo doados por um anion carbonato bidentado, para
estabilizar o ion Fe(lll); o anion carbonato, por sua vez, esta ligado a proteina por um residuo
de arginina conservado; ndo ocorre ligacdo do ferro com a proteina na auséncia do anion
carbonato ou de algum anion substituto adequado [55], [56], [58]. Cada lobo se liga a um
dnico ion Fe(lll) com alta afinidade (K ~ 10%* mol™* L) [57].

O ambiente do sitio de ligacdo é propicio para a coordenacao do ion Fe(lll): trés
ligantes anidnicos, 2 Tyr e 1 Asp compensam a carga +3 do metal; o quarto ligante é uma His

neutra. A carga do CO5% é guase exatamente compensada pelas cargas positivas em seu sitio
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de ligacdo a proteina, com um residuo de Arg positivo e o N terminal de uma a-hélice (n2 5)
com uma carga de pelo menos +0,5. O anion encaixa-se perfeitamente no espaco entre o
metal e a proteina e forma uma rede de ligacdes de hidrogénio envolvendo o residuo da Arg,
um Thr conservado no loop que precede a hélice 5 e principalmente grupos N-H da cadeia N-

terminal da hélice 5 [54].

0] @]
o]
OH /N [ OH
OH NH; HN NH,
Tirosina Acido aspartico Histidina

Figura 1.7. Estrutura dos aminodcidos do sitio de ligacdao do ferro na Tf.

Dados cinéticos e espectroscépicos indicam que a ligacdo do anion a proteina
precede a ligacdo do metal. Entdo, o papel do anion na ligacdo do metal é duplo. Primeiro,
ele neutraliza as cargas positivas locais, que do contrario poderiam repelir o cation metalico,
e segundo, ele parcialmente prepara o sitio de ligacdo do metal na apoproteina pela adi¢ao
de mais dois pontos de coordenacdo em potencial (dois 4tomos de oxigénio) aos dois
ligantes tirosinatos ja associados com os dominios 2 [54].

Conforme foi mencionado anteriormente, os dominios de cada lobo da proteina sao
conectados por hinges que favorecem a flexibilidade molecular e este parece ser um fator
vital na funcdo da proteina. Foi demonstrado através de diversas técnicas que uma grande
mudanca conformacional acompanha a captacdo e a liberacdo de ferro pela transferrina
[54]. Na apoproteina, ambos os lobos adotam uma conformacdo “aberta”, em que a
abertura entre os dois dominios é bastante ampla. Apds a ligacdao com o ferro, os dominios

giram um em relacdo ao outro com um movimento de tor¢do ao redor do hinge, em
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aproximadamente 60°, para produzir uma conformacao “fechada” da proteina férrica. As

conformacdes aberta e fechada do lobo N sdo mostradas na Figura 1.8 [55], [59].

Lobo N da Tf férrica Lobo N da apoTf

Figura 1.8. Conformacdes adotadas pela proteina antes e apds a coordenacao do ion Fe(lll)
(mostrado apenas o Lobo N). Adaptado da referéncia 55.
No soro humano, a concentracdo de transferrina é de aproximadamente 2,5 mg mL*
(35 umol L"), com 30% dos sitios de ligacdo ocupados com ferro [56], [62], havendo,
portanto, a potencialidade para ligacdo a outras espécies, como Ti(IV), Cr(lll), Ru(lll) e Bi(lll)
por exemplo [55], [63]. Alids, a transferrina se liga a pelo menos outros 30 ions metalicos

[41], [43].

1.3.2.2. Fungoes bioldgicas
As transferrinas desempenham algumas fun¢des nos organismos vivos. Dentre elas,
podem-se destacar:
Transporte e regulagcdo do metabolismo do ferro: O ferro é um metal essencial para
todos os organismos vivos. Ele desempenha um papel central na replicagdo do DNA, pois é o
cofator da enzima chave ribonucleotideo redutase; é também um cofator para o grupo
heme. No entanto, ferro livre pode ser toxico, promovendo a formacao de radicais livres via

reacOes de Fenton e Haber-Weiss, além de participar de diversas reacdes que causam danos



(34]

aos tecidos. Por essas razbes é vital que o ferro seja transportado em uma forma redox
inativa. Assim, o papel primdrio da Tf é o transporte seguro de Fe pelo corpo de forma que
ele esteja disponivel para as células em crescimento, e de forma que a deposicao de
agregados insoluveis de hidréxido de ferro(lll) seja evitada. A transferrina sérica é a proteina
que transporta ions Fe(lll) através do sangue, entre sitios de captacdo, utilizacdo e
armazenamento. Ela conserva e controla os niveis de ferro disponivel nos fluidos corporais
participando assim da regulacdo do metabolismo do ferro [54]—[56], [58].

Atividade antimicrobiana: a transferrina desempenha uma fun¢do bacteriostatica,
diminuindo a disponibilidade de ferro para microorganismos. Além disso, estudos tém
mostrado que a apoTf é capaz de reduzir a adesdo de bactérias a superficies [55], [56], [58].

Crescimento celular: a transferrina apresenta efeitos de promog¢ao do crescimento
celular independente do seu papel de transporte com ferro, pois o0 mesmo foi observado
com a apoTf [56], [58].

Transporte de outros ions metdlicos: a transferrina pode estar envolvida no
transporte de muitos outros ions metalicos que ndo o ferro, incluindo ions metdlicos para
fins terapéuticos, ions metdlicos usados em diagndstico por imagem, e até mesmo ions

metalicos toxicos [58], [63].

1.3.2.3. Ciclo da transferrina

A transferrina humana é sintetizada no figado e secretada no plasma. Ela capta Fe(lll)
do intestino e entrega este ferro as células pela ligacdo ao receptor especifico (rTf) na
superficie celular. O receptor da Tf, uma glicoproteina dimérica transmembrana de 180 kDa,
liga-se preferencialmente a transferrina diférrica (comparada com a Tf monoférrica e na

forma apo) em pH 7,4. Em seguida, o complexo Tf-rTf é internalizado por endocitose. Uma
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bomba de prétons dependente de ATP forca ions H* dentro do endossoma reduzindo o pH
para 5,5. A liberacdo do Fe(lll) é resultado primeiro da protonacdo e dissociacdo do anion
sinergistico, seguida da protonacdo dos ligantes His e/ou Tyr, e por ultimo a liberagdo do
ferro [54], [58], [59], [64].

Para que o ferro seja transportado para o citosol pelo transportador DMT1, ele deve
ser reduzido a Fe(ll); ndo estd claro ainda, no entanto, se a reducdo do Fe(lll) precede ou
segue a sua liberacdo da transferrina. O ferro é entdo utilizado como um cofator pelo heme
e ribonucleotideo redutase ou é estocado na ferritina [56], [59], [64].

Sob condig¢des de baixo pH, o rTf altera sua conformacdo para permitir que a apoTf
permaneca ligada. As caracteristicas da ligacdo apoTf-rTf sdo tais que a apoTf é liberada
apenas quando o complexo alcanga a superficie da célula. A molécula de apoTf circula
novamente até encontrar ferro livre no intestino ou nos sitios de degradacdo da
hemoglobina, e entdo o ciclo de transporte do Fe(lll) é continuado. Estima-se que uma
molécula de Tf possa participar do ciclo de transporte do ferro aproximadamente 100 vezes
[54], [58], [59]. A Figura 1.9 mostra esquematicamente o ciclo da transferrina.

O ciclo inteiro da transferrina pode levar apenas 4 — 5 min (como mostrado em
células K562 com aproximadamente 150.000 receptores), mas em média, o tempo do ciclo
completo é de 10 min. A rdpida reciclagem da transferrina leva a nUmeros muito altos de
retorno da molécula, dando valores da ordem de 2 x 10* moléculas de transferrina

internalizadas por minuto por célula [62].
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Figura 1.9. Ciclo da transferrina. A hTf liga-se ao seu receptor especifico (rTf) na superficie
celular. Este complexo (hTf-rTf) localiza-se em uma depressao revestida por clatrina, que
sofre invaginacao iniciando assim a endocitose. O endossomo é acificado através de uma
bomba de prétons. O pH reduzido (5,5) promove mudancgas conformacionais da proteina
resultando na liberacdo do ion Fe(lll) da hTf, que é entdo levado pelo transportador DMT1
para o citosol onde serd utilizado ou armazenado. Em células ndo eritroides, o Fe é
armazenado na ferritina ou hemossiderina. O complexo apoTf-rTf retorna a superficie
celular, onde sdo dissociados em pH neutro. Adaptada da referéncia 65.
1.3.2.4. Ciclo da transferrina para entrega direcionada do farmaco
Uma estratégia para melhorar o indice terapéutico de farmacos é entrega-los
especificamente a células alvo definidas, mantendo-o dessa forma longe das células
saudaveis que sdo sensiveis aos seus efeitos toxicos. Isto permitiria um tratamento mais
efetivo com uma melhor tolerancia. Exemplos incluem sistemas de entrega baseados em
polimeros carregadores, lipossomas e um sistema ligante-receptor. Este Ultimo tem recebido

maior atencdo nos Uultimos anos devido ao potencial de ndo-imunogenicidade e a

possibilidade de direcionamento de ligantes especificos a um alvo especifico pela utilizacao
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da interacdo de ligantes naturalmente existentes com seus receptores. O ciclo da
transferrina tem sido explorado neste contexto [56], [66].

O plasma sanguineo contém uma concentragdo de aproximadamente 30 pmol L™ de
transferrina. Na transferrina sérica normal, apenas 30% dos sitios de ligacdo estdo saturados
com Fe(lll), o que leva a uma concentracdo de aproximadamente 40 pmol L™ de sitios de
ligagdo vagos [55]. Essa disponibilidade, aliada ao fato de que células tumorais apresentam
um numero muito maior de receptores da transferrina devido a maior demanda por ferro,
abre a oportunidade de se explorar o ciclo da transferrina como uma possivel rota de
entrega direcionada do farmaco [41], [43], [58], [67].

Células tumorais frequentemente carregam elevados niveis de rTf comparadas com
as correspondentes células normais [62]. O nivel de expressao varia dependendo do tipo de
célula. O rTf esta presente na maioria das células em proliferacdo. Tecidos que expressam
altos niveis de receptores incluem a medula dssea, epitélio intestinal e epiderme, e também
linhagens celulares de carcinoma, que podem expressar mais de 100.000 rTf por célula.
Células que ndo estdo se dividindo podem ter niveis extremamente baixos de expressao de
rTf [58]. Outros estudos determinaram o nimero de receptores em uma variedade de tipos
de células humanas, e seus nimeros variaram de 40.000 a 2.800.000 em células tumorais
comparadas a aproximadamente 45.000 a 400.000 presentes em reticuldcitos [5].

A Tf pode ser usada como um ligante direcionador de agentes anticancer, proteinas
ou genes para um determinado alvo especifico, como células malignas primarias em
proliferacdo que expressam niveis maiores de receptores. Isto é alcangado pela conjugacao
da transferrina com drogas, proteinas, sistemas hibridos com macromoléculas e lipossomas.
Conjugados de drogas anticancer e transferrina podem melhorar significativamente a

seletividade e a toxicidade e superar o problema de resisténcia a droga, melhorando dessa
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forma o tratamento [56]. Diversas evidéncias tém demonstrado que tumores em animais e
humanos capturam transferrina e albumina para suprir a alta demanda de Fe(lll) e
aminodcidos quando estdo em rapido crescimento [5].

No caso do tratamento de gliomas, alguns estudos estdo sendo feitos no sentido de
se utilizar a ciclo da transferrina. Os capilares cerebrais expressam grandes quantidades de
rTf para mediar a entrega de ferro ao cérebro e também os neurOnios. A barreira
hematoencefdlica (BHE) também expressa altos niveis desse receptor. Outros tecidos
saudaveis do cérebro, no entanto, geralmente ndo estdo em rdpida proliferacdo e expressam
apenas pequenas quantidades de rTf, com niveis quase indetectdveis. Por essa razao, a hTf é
um ligante de direcionamento, que tem sido usado com sucesso para a entrega de
nanocarregadores ao cérebro. Lipossomos conjugados a esta proteina puderam aumentar a
permeacdo na BHE de farmacos encapsulados e assim aumentar a eficdcia terapéutica do
tratamento de glioma in vivo [5], [68], [69].

Outro exemplo de aplicacdo desta estratégia para o tratamento de glioblastoma é o
medicamento denominado TransMID® (Tf-CRM107), que consiste de uma imunotoxina
(toxina da difteria) conjugada a hTf através de um cross-linker de lisina e um tioéster, e esta
em estdgios avancados de avaliacdo clinica. O conjugado é internalizado por endocitose pelo
rTf, e dentro da célula a ligacdo tioéster é clivada e libera a toxina que mata a célula do
glioblastoma [5].

Além desses, pode-se citar os radiofdrmacos a base de citrato de ®’Ga(lll) e ®Ga(lll)-
usados para detectar tumores. Quando o citrato de galio entra na corrente sanguinea, ele se
liga rapidamente a transferrina através dos sitios de ligacdo do Fe(lll). A distribuicdo é feita

principalmente através do ciclo da transferrina [5].
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1.3.3. Interagdo dos metalofarmacos de ruténio com alvos bioldgicos

As interacdes de metalofarmacos de ruténio com alvos bioldgicos como as proteinas
séricas albumina e transferrina, além do DNA, tém sido objeto de estudo em diversos grupos
de pesquisa pelo mundo. O objetivo é avaliar como essas interacdes afetam o modo de acdo
dos metalofarmacos, ja que este mecanismo é pouco conhecido.

O complexo NAMI-A ndo é citotéxico, mas apresenta acdo antimetastatica. Essa acao
é atribuida ao aumento da adesdo celular, inibicdo da mobilidade da célula cancerosa
dependente da integrina e capacidade de invasdo, e inibicdo da neoangiogénese no tecido
tumoral [11]. Verificou-se que este complexo ndo é internalizado pelas células, o que indica
que ele age em nivel extracelular. NAMI-A se mostrou altamente citotdxico apenas contra
algumas linhagens celulares de leucemia, mas ainda assim a captacao de Ru pelas células foi
minima [10].

Em relagdo a interacdao com HSA, NAMI-A é capaz de se ligar em uma razdo de 5
moléculas de complexo / proteina, principalmente através de nitrogénios imidazdlicos de
residuos de His nos dominios IIA e IlIA [70]. Um estudo para avaliar a preferéncia de ligacdo
do complexo entre HSA e Tf mostrou que, em uma solugcdo com concentracdes equimolares
das duas proteinas e do complexo, NAMI-A se liga em maior extensdo a HSA, e comparando
as formas apo e holo da Tf, ele se liga em maior extensdo a hTf. Neste mesmo trabalho, a
interacdo do complexo com soro humano mostrou que 98% do complexo permanece ligado
as proteinas séricas. A constante de Stern-Volmer para a interagdo com hTf foi de (1,03 +
0,01) x 10" mol™ L e para apoTf foi de (1,28 + 0,03) x 10* mol™ L mostrando que o complexo
pode se ligar a outros sitios que nado os especificos do Fe(lll) [10].

Em relacdo a atividade do complexo sob a interacdo com as proteinas, estudos

demonstraram que células de carcinoma oral humano KB e camundongos CBA implantados
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com células de carcinoma mamario, respectivamente, com adutos HSA-NAMI-A e Tf-NAMI-A
resultaram em substancial reducdo da atividade biolégica em comparacdo ao complexo
administrado sozinho [43].

O complexo KP1019 (e sua versao soluvel NKP1339) é ativo contra diversos tumores
primarios, inclusive o tumor colorretal resistente a cisplatina [45]. A interacdo do complexo
com a HSA inicia-se rapidamente de maneira ndo-covalente, mas apds longo tempo de
incubacdo a interacdo muda para a coordenacdo do metal a proteina. A razdo
estequiométrica determinada por espectroscopia de dicroismo circular e confirmada por ICP
foi de 4 anions do complexo para 1 molécula de HSA [45]. Com a apoTf, KP1019 interage
através dos sitios do Fe(lll), mantendo os ligantes indazéis coordenados ao Ru(lll) [67], e a
proteina é capaz de reter até 10 moléculas do complexo. [70], [71]. As constantes de
estabilidade dos adutos formados com HSA e apoTf foram estimadas em 9,9 x 103 mol™ Le
6,5 x 103 mol™ L, respectivamente [72].

Estudos com células de cancer colorretal mostraram que a captacdo do aduto apoTf-
KP1019 foi reduzida em 50% em relacdo ao complexo livre, e também que sua atividade na
inibicdo do crescimento é menor [43]. Em outro estudo, com células de cancer de célon
humano da linhagem SW707, observou-se que o aduto com a hTf apresentou maior
atividade antiproliferativa que o complexo livre [67]. A captacdo celular avaliada com células
SW480 mostrou que o complexo KP1019 conjugado a apoTf é menos internalizado do que o
complexo livre, que por sua vez é menos do que o complexo conjugado a hTf. Nesse caso se
concluiu que o ciclo da transferrina é a principal rota de entrada do complexo nas células
[70].

Dos complexos organometalicos, RAPTA-T é um dos mais representativos. Ele

apresenta propriedades antimetastaticas e anti-angiogénicas, assim como o NAMI-A. RAPTA-
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T liga-se em maior extensdo a hTf (maior razdo molar hTf:complexo de 1:1,4) do que a apoTf
(1: 1,1), e ambas em maior extensdo ainda quando comparado a cisPt (1: 0,38). Na interacdo
com HSA, RAPTA-T (1:0,64) se liga mais do que a cisPt (1:0,35). Foi verificado que RAPTA-T
tem uma preferéncia cinética pela Tf em relacdo a HSA, mas deve-se lembrar que a
concentracdo de HSA é aproximadamente 20 vezes maior que a de Tf no sangue, o que pode
favorecer a sua ligacdo ao metal, como no caso do KP1019. A formacdo de adutos é
favorecida em maiores concentragGes de proteina e metal. A maior afinidade do RAPTA-T
pela hTf pode indicar que o Fe(lll) favorece a interagdo entre o complexo e a proteina por

manter a conformacao da proteina de maneira que a formagdo do aduto é facilitada [41].
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista a relevancia do desenvolvimento de candidatos a farmacos para o
tratamento de tumores, e a importancia de se conhecer as interagdes que precedem a sua
chegada ao alvo especifico, o presente trabalho teve como objetivo contribuir com a
pesquisa do grupo, adicionando conhecimentos relativos as interagdes com as principais
proteinas séricas, que possam futuramente auxiliar na elucidagdo do mecanismo de acdo
dos metalofarmacos de ruténio com ligantes derivados de farmacos anti-inflamatérios nao
esteroides.

Para isso, as seguintes metas foram estabelecidas: (i) Sintese do complexo precursor
[Ru,(n-O,CCH;3)4Cl], RuAc, e derivados com farmacos ibuprofeno, cetoprofeno e naproxeno
por metodologias desenvolvidas no grupo; (ii) Caracterizacdo dos complexos empregando
diferentes técnicas instrumentais; (iii) Investigacdo da cinética e das constantes de
estabilidade das interagcdes dos complexos com a transferrina em suas formas apo e holo,
por espectroscopia eletrénica; (iv) Avaliacdo da estabilidade da estrutura secunddria da
apoTf frente a interacdo com os complexos, por espectroscopia de dicroismo circular; (v)
Investigacdo das alteracGes conformacionais da transferrina (apo e holo) e da HSA sob
interacdo com os complexos, obtendo-se informacdes sobre o possivel sitio de ligacdo na
proteina, e estimativa da constante de afinidade da interacdo por espectroscopia de
fluorescéncia; (vi) Estimativa da estequiometria dos adutos formados entre transferrina (apo
e holo) e HSA e os complexos usando-se as técnicas de ultrafiltracdo, MALDI-MS e ICP; (vii)
Avaliacdo da captacdo dos complexos por células de glioma humano da linhagem U-87MG

guando conjugados a transferrina.
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1.

Reagentes e solventes

Acido 2-(6-metoxinaftalen-2-il)propanoico (naproxeno) — Rhamus
Acido 2-(3-benzoilfenil)propanoico (cetoprofeno) — Sigma-Aldrich

Acido acético, grau de pureza p.a. — Merck

Acido 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanoico (ibuprofeno) — Natural Pharma

Produtos Farmacéuticos Ltda.

Albumina sérica humana (HSA) — grau de pureza 96% - Sigma Aldrich
Anidrido acético, grau de pureza p.a. — Merck

Apo-transferrina humana (apoTf), grau de pureza 98% - Sigma Aldrich
Bicarbonato de sddio, grau de pureza p.a. — Merck

Brometo de potdssio, grau espectroscopico — PIKE Tecnologia
Cloreto de litio, pureza 99% — Sigma Aldrich

Cloreto de ruténio(lll).n H,O — Sigma Aldrich

Cloreto de sédio, grau de pureza pa — Synth

Dimetilsulféxido, grau de pureza pa — Synth

DTAF (5-(4,6-diclorotriazinil)aminofluoresceina)) — Invitrogen

Etanol absoluto, grau de pureza p.a. — Synth e Merck

Fluoresceina, grau de pureza pa — Cromoline Quimica Fina

Fosfato de sédio monobasico anidro, grau de pureza p.a. — Synth
G3s nitrogénio, grau de pureza industrial — White Martins

G4as oxigénio, grau de pureza medicinal — White Martins
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. Hepes (Acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfénico), grau de pureza

99% - Avocado

) Hexafluorofostafo de amonio, pureza 99,99% — Aldrich

° Holo-transferrina humana (hTf), grau de pureza 98% - Sigma Aldrich

. Lisina — Fluka

o Pentdxido de fosforo — Vetec Quimica

° Solucdo padrdo de ruténio para absorcao atémica 1000 ppm — Sigma Aldrich
° Sulfato ferroso amoniacal, grau de pureza pa — Carlo Erba

° Tris(hidroximetil)Jaminometano — Sigma Aldrich

. Varfarina, grau de pureza 98% - Sigma Aldrich

3.2. Técnicas aplicadas
3.2.1. Andlise elementar

Os percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados por analise
elementar no equipamento Elementar Analyzer CHN, modelo 2400 da Perkin-Elmer no

laboratdrio da Central Analitica do 1Q-USP.

3.2.2. Espectrometria de emissdo optica com plasma induzido (ICP-OES)
A concentracdo de Ru nas amostras foi determinada no espectrometro de emissdo
Optica com plasma indutivamente acoplado - Spectro, modelo Arcos com visdo radial (SOP),

no laboratério da Central Analitica do 1Q-USP.
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3.2.3. Espectroscopia eletrénica

Para aplicar-se a correcao do efeito de filtro interno no experimento de interacdo da
hTf com os complexos de Ru, por espectroscopia de fluorescéncia, os espectros eletrénicos
de absorc¢do das solucdes foram registrados no espectrofotometro Perkin ElImer, Lambda25,
no intervalo de 250 a 400 nm. Nos demais experimentos, utilizou-se o espectrofotdometro
Shimadzu, modelo UV-1650PC, no intervalo de 190 a 1100 nm. Em ambos, utilizaram-se

cubetas de quartzo com caminho dptico de 1,0 cm.

3.2.4. Espectroscopia vibracional no infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm’) foram
registrados no aparelho ABB Bomem — série MB, modelo 102, pela técnica de reflectancia
difusa. As amostras, no estado solido, foram maceradas e misturadas com brometo de
potassio (KBr) em almofariz de dgata e introduzidas no porta amostra. Os espectros obtidos

foram registrados no modo transmitancia.

3.2.5. Espectroscopia de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados no espectropolarimetro JASCO,
modelo J-815, com controlador de temperatura Peltier, no laboratdrio da Central Analitica.
Para as andlises de caracterizacdo dos complexos, utilizou-se o intervalo de 200 — 600 nm,
temperatura ambiente, e cubetas de 1 ou 10 mm de caminho 6ptico. As solucdes foram
preparadas em agua (RuAc) ou etanol (Ruibp, Ruceto e Runpx), em concentra¢bes de 0,1
(RuAc, Ruibp e Ruceto) ou 0,05 mmol L (Runpx). Para as andlises de intera¢do dos
complexos com a transferrina, utilizou-se o intervalo de 200 — 260 nm, a 37°C e cubetas de 1

mm de caminho dptico, e as amostras foram preparadas conforme o item 3.4.2.
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3.2.6. Susceptibilidade magnética

As medidas de susceptibilidade magnética foram realizadas utilizando-se o método
de Faraday, com auxilio de uma balanc¢a analitica Shimadzu modelo AUW-220D. Como
padrdo utilizou-se o tetra(tiociano)cobaltato de mercurio(ll), Hg[Co(SCN),4], que apresenta o
valor de susceptibilidade (y,) tabelado em 16,44 x 10® unidades CGS/Gauss a 20°C e 0 =
+10°. As medidas das massas da amostra, do padrdo e do porta-amostra foram efetuadas em
triplicata, na presenca e auséncia de campo magnético (1 Tesla) e em temperatura
ambiente. Os valores de susceptibilidade magnética das amostras foram calculados com
base no procedimento descrito a seguir [25]:

A partir dos valores de massas (~ 20 mg) da amostra e do padrdo, calculou-se a
medida da susceptibilidade magnética por unidade de massa da amostra (y.) de acordo com
a equagdo 3.1. Nesta equagdo, os termos y, e ¥, sao as susceptibilidades magnéticas por
unidade de massa da amostra e do padrdo, respectivamente, m, e m, sdo as massas da
amostra e do padrdo, respectivamente, 4, e 4, sdo as diferengas entre as massas da amostra
(a) e padrao (p) com campo magnético e sem campo magnético, &, e Jd sdo as diferengas
entre as massas do porta-amostra da amostra (a) e do padrdo (p) com campo magnético e

sem campo magnético.

Ay, —8,\m,
= —|(— Eq.3.1
Xa = Xp <Ap —8,,) (ma) 1.3

Em seguida, o valor da susceptibilidade magnética molar da amostra (yu) pode ser
calculado utilizando-se a equacao 3.2, sendo MM a massa molar do composto:

XM = Xa X MM Eq.3.2

Na sequéncia determinou-se o valor da susceptibilidade magnética molar corrigida da

amostra (y’v) (Eq. 3.3), levando em consideragdo a contribuigdo diamagnética de ions e
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ligantes presentes no complexo, sendo estas corre¢cdes diamagnéticas estimadas usando-se
as constantes de Pascal [29]. Os valores utilizados como correcdo diamagnética sdo
mostrados na Tabela 3.1.

X'M = Xu — corregdes diamagnéticas Eq.3.3

Tabela 3.1. Contribuigdo magnética dos ions.

fons / Ligantes Valor da correg3o (10°® unidades CGS)
H,0 -13
Ru* -23
Naproxenato -74
Hexafluorofosfato (PFg) -64
Acetato (CH5COOQ) -30
Ibuprofenato (C;,H17,COQ) -86,6
Cetoprofenato (C;5H;30C00) -40,2
cr -20,1

O valor do momento magnético efetivo da amostra () foi calculado utilizando-se a
equacado 3.4, sendo T a temperatura em Kelvin.

Mo = 2,84[xy XT Eq.3.4

Por fim, o niumero de elétrons desemparelhados da amostra (n) pode ser estimado

pela equacgdo 3.5.

u=+nn+2) Eq.3.5
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3.2.7. Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissdo das amostras dos experimentos de avaliacdo da
fluorescéncia intrinseca da transferrina (apo e holo) e da HSA sob a interacdo com os
complexos Ru, foram registrados no Fluorimetro Varian, modelo Cary Eclipse, acoplado ao
banho termostdtico Lauda Master Proline RP 845, usando-se cubetas de quartzo com
caminho éptico de 1,0 cm. Os parametros instrumentais foram: Aemissso: 310 — 400 nm,
Aexcitacio: 295 nm, velocidade de scan (scan rate): 120 nm min?, tempo de aquisicdo
(averaging time): 0,5 s, abertura das fendas de excitagdo e emissdo (slit widht excitation /
emission): 10 / 10 nm, intervalo dos dados (data interval): 1 nm e voltagem da
fotomultiplicadora (PMT voltage): 610 V — 650 V (exceto para estudos com hTf, onde
utilizou-se 730 V).

Para os estudos competitivos entre varfarina e complexos Ru, utilizou-se o mesmo
equipamento com Aemissio: 330 —450 NM, A excitacio: 310 Nm, abertura das fendas de excitagao
e emissdo (slit widht excitation / emission): 5 nm / 10 nm, voltagem da fotomultiplicadora
(PMT voltage): 700 V — 750 V e demais condicBes iguais as dos experimentos anteriores.
Esses experimentos foram realizados no Laboratério do Prof. Erick Leite Bastos.

As medidas de emissao do experimento de interagdo da apotransferrina fluorescente
(FI-aTf) com os complexos Ru,-CO,CR foram registradas no Fluorimetro FLUOstar Optima
(BMG Labtech) Microplate Reader usando-se microplacas de 96 pocos de poliestireno. Os
parametros instrumentais foram: Aexcitacio = 485 NM € Aemissio = 520 nm. O experimento foi

realizado no Laboratério do Prof. Breno Pannia Espdsito.
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3.2.8. Espectrometria de massas (MALDI-TOF-MS)

Os espectros de massas foram registrados no equipamento Bruker Ultraflextreme
(método de ionizacdo/dessorcdo a laser auxiliada por matriz e analisador do tipo tempo de
voo), no laboratério na Central Analitica do IQ-USP. As amostras foram diluidas na matriz
acido sinapinico, SA, em uma proporg¢do de 1uL:2uL (amostra:matriz), para analise na faixa
de razdo m/z 20000 — 200000, e na matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico, HCCA, dissolvida
em meio 30% acetonitrila e 0,1% 4acido trifluoroacético, na propor¢ao de 1ulL:2uL
(amostra:matriz), para analise na faixa de razdo m/z 600 — 4000. Na placa foi aplicado 1 uL

da mistura.

3.3. Sintese dos tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll)

O complexo precursor [Ru,(u-0,CCHs)4Cl] (RuAc), foi sintetizado conforme descrito
na literatura [17], assim como os complexos [Ru;(ibp)4Cl] (Ruibp) [24] e [Ru,(cet)4Cl] (Ruceto)
[28]. O complexo [Ruy(npx)s4(H,0),]PFs foi sintetizado conforme o método descrito na
literatura [24] com algumas modifica¢des. O procedimento usado é descrito a seguir.

A uma solucdo contendo 0,2010 g (0,3245 mmol) de [Ruy(CH3CO,)4(H,0),]PFs
(sintetizado conforme método descrito em trabalho anterior do grupo por outro aluno [25])
em 30 mL de dgua deionizada, foram adicionados 20 mL de etanol absoluto, uma solugao
contendo 0,2990 g (1,299 mmol) de naproxeno em 25 mL de etanol absoluto e uma solucao
contendo 0,4500 g de NH4PFs em 10 mL de dgua deionizada. A solucdo foi mantida sob
agitacao, fluxo de N, através do meio reacional e aquecimento em banho maria a
temperatura de aproximadamente 60°C durante 3 h. Apds esse periodo o sobrenadante foi
removido, o produto aderido foi lavado com 4agua deionizada, dissolvido em

aproximadamente 15 mL de etanol absoluto e transferido para um béquer. A solucdo foi
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mantida em congelador até o dia seguinte e depois foi filtrada em papel de filtro simples. O
filtrado foi evaporado sob atmosfera de N,, em banho maria a temperatura de
aproximadamente 50°C. Apds a completa secagem do produto, o mesmo foi novamente
lavado com dgua deionizada, e em seguida mantido em dessecador com P,Os e silica-gel.

Rendimento: 81,4%.

3.4. Estudos com Transferrina (apo e holo)

Nos estudos com as proteinas utilizou-se solucdo de tampao fisiolégico pH 7,4 como
meio de diluicdo, com a seguinte composi¢ao: 0,004 mol L? NaH,P0O,4, 0,025 mol Lt NaHCO;
e 0,1 mol L'* NaCl. Em alguns casos, utilizou-se uma solu¢ao com o dobro das concentragdes,
e essa solucdo foi denominada tampao fisiolégico 2x. A composi¢cdo nesse caso foi de: 0,008
mol L™ NaH,PO,, 0,05 mol L™ NaHCO3 e 0,2 mol L™ Nacl.

As solugdes das proteinas foram preparadas pesando-se uma quantidade da mesma
e dissolvendo-se em agua ou tampao fisiolégico, e as concentragcbes foram calculadas com
base em sua massa molar de aproximadamente 80 kDa.

A incubacdo das amostras nas temperaturas de 10 e 25°C foi feita em banho

ultratermostatico e a 37°C na incubadora Tecnal, modelo TE420.

3.4.1. Espectroscopia eletrénica

3.4.1.1. Estudos cinéticos

Para avaliagao da cinética de interagao entre a apoTf e RuAc, transferiu-se 1000 uL de
solucdo de RuAc (1 mmol L™) para um compartimento da cubeta tandem, e 1000 uL de
solucdo de apoTf (1 mmol L) para o outro compartimento, ambos em tamp3o fisioldgico pH

7,4. A cubeta foi deixada no porta-amostras do espectrofotémetro por cerca de 10 min para
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estabilizacdo da temperatura (37°C), e fez-se o registro do espectro antes da mistura. As
solucdes foram entdo misturadas e imediatamente iniciaram-se os registros dos espectros
eletrénicos com o tempo, até o periodo maximo de 24h. A concentragao final das solucdes
ficou sendo a metade da inicial (0,5 mmol L™, razio molar apoTf:RuAc de 1:1).

Para avaliagdao da cinética de interagao entre hTf e RuAc, transferiram-se 480 uL de
solucdo de hTf em tamp3o fisiolégico pH 7,4 (0,105 mmol L™) para uma cubeta de
microvolume de 1,0 cm de caminho o&ptico. Aguardou-se o tempo de 5 min para
estabilizacdo da temperatura (37°C) e registrou-se o espectro. Adicionaram-se 20 uL de
solucdo de RuAc em &gua (2,5 mmol L™). Apds homogeneizagio, os espectros eletrdnicos
foram registrados com o tempo por um periodo de 2 h. A concentragao final da solugdo foi
de 0,1 mmol L' de hTfe 0,1 mmol L de RuAc, razdo molar hTf:RuAc de 1:1.

Para avaliacdo da cinética de interacdao entre apoTf (e hTf) e os complexos Ruibp,
Ruceto e Runpx, utilizou-se o mesmo procedimento: transferiram-se 490 L de solugdo de Tf
em tampao fisiolégico pH 7,4 (apoTf 0,1 mmol L ou hTf 0,05 mmol L) para uma cubeta de
microvolume de 1,0 cm de caminho o6ptico. Aguardou-se o tempo de 5 min para
estabilizacdo da temperatura (37°C) e registrou-se o espectro. Adicionaram-se 10 plL de
solucdo do complexo (Ruibp, Ruceto ou Runpx) em etanol (5 mmol Lt para apoTf, e 2,5
mmol L para hTf). Apds homogeneizagdo, os espectros eletrénicos foram registrados com o
tempo por um periodo de 2 h. A concentracgao final da solucao foi de 0,1 mmol L de apoTfe
0,1 mmol L de complexo, ou 0,05 mmol L de hTf e 0,05 mmol L* de complexo, razdo molar

apoTf:RuAc e hTf:RuAc de 1:1, com concentragdo de etanol de 2% v/v.
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3.4.1.2. Calculos das constantes de ligagcao

Para estimar as constantes de ligacdo da apoTf e hTf aos complexos, realizaram-se
titulacdes espectrofotométricas, mantendo-se fixa a quantidade de proteina, e variando a
razao molar proteina:complexo de 1:0 até 1:10, com incrementos de 0,5. O experimento foi
realizado em duplicata.

Transferiram-se os volumes de solucdo de proteinas em tampao fisioldgico pH 7,4
dados na Tabela 3.2 para uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. A cubeta foi
colocada no espectrofotobmetro por aproximadamente 10 min para estabilizacdo da
temperatura (37°C). Em seguida adicionaram-se 20 aliquotas de solu¢do de complexos com
as concentragdes dadas na Tabela 3.2 sucessivamente, aguardando-se 5 min e registrando-
se o0 espectro eletronico apds cada adicdo. No caso do experimento com RuAc, o mesmo
procedimento foi realizado utilizando-se apenas tampao fisiolégico no lugar da solugdo de
proteina. As solugdes de RuAc foram preparadas em tampao fisiolégico pH 7,4 e a dos

complexos RuFaines em uma mistura de agua/etanol, na proporgio de 40 / 60% (v/v).

Tabela 3.2. Volumes e concentrac¢des das solu¢des de proteinas e complexos utilizadas nos
experimentos de determinacdo das constantes de ligacdo dos adutos formados nas reacdes
entre Tf e Ru,-CO,CR.

Concentragao
Concentragdo V?Iume da da solugdo de
Volunje de da solugdo de allqucita de complexo
solucdo de proteina solucdo de utilizada como
proteina (mL) 1 complexo titulante
(mol L7) adicionada (pL) B
(mol L)
RuAc 2,33 1,08 x 10° 46 2,72 x10°
e Ruibp 2,30 2,09 x 10° 20 1,21x 107
o
o
®  Ruceto 2,30 2,09x10” 18,3 1,31x10°

Runpx 2,40 2,05 x 10° 18,8 1,23 x 107
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Concentragao
Concentragdo V?Iume da da solugdo de
Volun:\e de da solugdo de allqucita de complexo
solugdo de proteina solugdo de utilizada como
proteina (mL) 1 complexo titulante
(mol L7) adicionada (pL) )
(mol L)
RUAc 2,35 5,33x 10 40 1,27 x10°
. Ruibp 2,18 1,63x107 20 8,86 x 10
= 5 .
Ruceto 2,30 1,60 x 107 20 9,19x 10
Runpx 2,30 1,60 x 10° 20 9,02 x 10

3.4.2. Espectroscopia de dicroismo circular

As medidas de espectroscopia de dicroismo circular foram realizadas na regido do
ultravioleta (190-260 nm), variando-se a razao molar proteina:complexo de 1:0 até 1:20.
Todas as medidas foram realizadas a 37°C, com velocidade de varredura de 50 nm min'l,
acumulo de 3 espectros, largura de banda de 1 nm e DIT (data integration time) de 0,5 s. A
concentracdo de apoTf foi mantida constante (5 pumol L) e a dos complexos foi variada (0 a
100 pmol L?).

Para o sistema apoTf / RuAc, as solugcbes estoque foram preparadas em tampdo
fisiologico pH 7,4. Transferiram-se 100 pL de solugdo de apoTf (2,0 x 10™ mol LY para 11
pocos de uma microplaca acrilica de 96 pocos, volumes entre 0 e 300 pL de solu¢cdao de RuAc
(0,1 mmol L* ou 1 mmol L) e quantidade suficiente de tamp3o fisiolégico pH 7,4 para
completar 400 pL. A placa foi mantida em incubadora (37°C) por 30 min, e em seguida
registraram-se os espectros de dicroismo circular.

Para os sistemas apoTf / RuFaines, a solucdo estoque de apoTf foi preparada em

tampado fisioldgico pH 7,4 e as dos complexos Ruibp, Ruceto e Runpx em etanol. Para cada
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sistema, transferiram-se 360 uL de apoTf (5,75 umol L) para 11 pocos de uma microplaca
acrilica de 96 pocos, volumes entre 0 e 40 uL de solugBes dos complexos (0,1 mmol L™ ou 1
mmol L) e quantidade suficiente de etanol para completar 400 pL, de maneira que a
concentracgdo final de etanol foi 10% v/v em todas as amostras. A placa foi mantida em
incubadora (37°C) por 24 h, e em seguida registraram-se os espectros de dicroismo circular.

Os espectros foram registrados em unidades de mdeg (milidegrees ou miligraus); no
entanto, a escala deve ser normalizada em termos de elipticidade molar da molécula toda
ou de uma unidade de repeticdo (ligacdo peptidica). Por isso, os espectros registrados em
mdeg foram convertidos a [F]yrw (graus cm? dmol™) através das relacBes a seguir.

A elipticidade molar residual média em dado comprimento de onda A ([lmrw, 1) €
calculada pela Equagdo 3.6, onde 6, é a elipticidade (em graus) no A determinado, d é o
comprimento do caminho ético (cm) e ¢ é a concentragdo (g/mL). A massa média do residuo
(MRW, mean residue weight) para a ligacdo peptidica é calculada pela férmula: MRW =
M/(N-1), onde M é a massa molar da cadeia polipeptidica (em Da) e N é o nimero de

aminodcidos na cadeia; o numero de ligagdes peptidicas na cadeia é N-1 [73].

0
[0]rw 1 = MRW X —=x d X ¢ Eq.3.6
w,A 10 q

A estimativa das fracdes de cada tipo de estrutura secundaria foi realizada usando-se
os programas CDSSTR, CONTIN e SELCON3, implementados no pacote CDPro [74], disponivel
online no endereco http://sites.bmb.colostate.edu/sreeram/CDPro/. A unidade utilizada
nesses programas € a absortividade molar diferencial Ae. A relagdo matematica entre
[Olmrw, . € Ag é definida como [Olyrw, 2 = 3298 x Ag [73]. Os espectros foram previamente

convertidos a Ae e os dados foram tratados nos programas em seguida. Foi feita a média
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aritmética dos resultados encontrados nos trés programas, conforme indicado na literatura

[74].

3.4.3. Espectroscopia de fluorescéncia

3.4.3.1. Fluorescéncia intrinseca

Os espectros de emissdao foram registrados no intervalo de 310 — 400 nm, com
excitacdo em 295 nm (seletiva para Trp), variando-se a razdao molar proteina:complexo de
1:0 até 1:10 ou 1:20. As medidas foram realizadas em 10, 25 e 37°C, nas condicdes
instrumentais citadas no item 3.2.7. As concentra¢des de apoTf e hTf foram mantidas
constantes (1 umol L) e as dos complexos foi variada (0 a 10 ou 20 pmol L™). A seguir o
procedimento detalhado para cada sistema.

ApoTf / RuAc. Transferiu-se 1,0 mL de solug3o de apoTf (2,0 x 10° mol L™ em tamp3o
fisiolégico pH 7,4 2x) para 13 microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-se aliquotas de
volume entre 0 e 800 pL de solugdao de RuAc (5,0 x 10™ mol L' em agua), e volume de dgua
suficiente para completar 2 mL. As amostras foram incubadas nas temperaturas de 10 e 25°C
por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e emissao.

ApoTf / RuFaines. Transferiu-se 1,0 mL de solucdo de apoTf (2,0 x 10° mol L* em
tampao fisiolégico pH 7,4 2x) para 13 microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-se 960
pL de agua e 40,0 pL de solugdes de RuFaine em etanol (com concentragdes variando de 2,5
x 10 a 1,0 x 10 mol L'™). As amostras foram incubadas nas temperaturas de 10 e 25°C por
24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e emissao.

hTf / RuAc e apoTf / RuAc (37°C). Transferiu-se 1,0 mL de solucdo de Tf (2,0 x 10 mol
L™ em tamp3o fisioldgico pH 7,4 2x) para 15 microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-se

aliquotas de volume entre 0 e 1000 pL de solugdo de RuAc (2,0 x 10” mol L™ em agua), e
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volume de agua suficiente para completar 2 mL. As amostras foram incubadas a 37°C por 24
h, e em seguida registraram-se seus espectros de absor¢do e emissao.

hTf / RuFaines e apoTf / RuFaines (37°C). Transferiu-se 1 mL de solucdo de Tf (2,0 x
10 mol L™ em tamp3o fisiolégico pH 7,4 2x) para 15 microtubos de 2 mL. Em seguida
adicionaram-se 960 pL de agua e 40,0 uL de solugdes de RuFaine em etanol (com
concentragdes variando de 1,0 x 10> a 5,0 x 10 mol L'l). As amostras foram incubadas a
37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorc¢do e emissao.

Quando a absorbéancia da solucdo foi maior que 0,1, a intensidade de emissdo foi
corrigida pela equacgdo 3.7 para considerar o efeito de filtro interno [75], [76]. Os termos Fc,,
e Fops referem-se as intensidades corrigida e observada, respectivamente, os termos A, €
Aem S30 as absorbancias registradas em caminho dptico de 1,0 cm nos comprimentos de

onda de excitacdo e emissdo, respectivamente.

AextAem

Feorr = Fops X 10 2 Eq.3.7

3.4.3.2. apoTf marcada com a sonda fluorescente DTAF (5-(4,6-

diclorotriazinil)aminofluoresceina))

Preparacéo da apoTf fluorescente (Fl-aTf)

A apoTf marcada com a sonda fluorescente (Fl-aTf) foi preparada conforme o
procedimento descrito na literatura [77]. 16 mg de apoTf foram dissolvidos em 2,0 mL de
solugdo de NaHCO3; 100 mmol L™ pH 8,3. Adicionaram-se 20,0 pL de solugdo de DTAF 10
mmol L™ (em DMSO) e a solucdo foi incubada a 37°C por 30 min, ao abrigo da luz, com
agitagao suave. Adicionaram-se 20,0 uL de lisina 0,5 mol L™ pH ~ 8 (em solucdo de NaHCO;

100 mmol L™Y). A solucdo foi transferida para uma membrana de didlise (cutoff 12000 Da,
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Sigma) e foi dialisada contra tamp3o HBS pH 7,4 (20 mmol L™ Hepes, 150 mmol L™ NaCl) em
geladeira, ao abrigo da luz, por aproximadamente 20 h, com agitacao.

A concentracdo do marcador fluorescente da Fl-aTf foi determinada através da
comparacdo da sua fluorescéncia com a de uma solucdo padrdo de Fluoresceina (Fl).
Mediram-se as emissdes de uma solugdo de Fl-aTf (= 5 umol L™, obtida da diluicdo de 50 uL /
1000 pL em HBS) e de uma solugdo de FI 5 pumol L™, Calculou-se a concentragio de Fl-aTf
pela formula a seguir, onde [Fl-aTf] e [FI] sdo as concentracdes da apoTf fluorescente e
fluoresceina, respectivamente, e Ir.q77 € I sdo as intensidades de emissdo das solug¢des de Fl-

aTf e Fl, respectivamente.

[F1] X Ipi_qrf

[Fl —aTf] = I

A reagdo entre apoTf e DTAF tem uma estequiometria de 1:1. Os resultados das
medidas de fluorescéncia sdo mostrados na Tabela 3.3 para o cdlculo da concentracdo de
fluoréforo.

Tabela 3.3. Medidas da fluorescéncia emitida pelas solu¢des de FI-Tf e FI.

Intensidade de emissao (u.a.)
Amostra
Leitural Leitura2 Média

Fluoresceina 5 pmol L™ 20100 19068 19584
Fl-aTf 5 umol L* 24323 24471 24397

A concentragdo calculada de Fl-aTf foi de 4,0 pumol LY e a concentracao inicial,
considerando a dilui¢ao foi de 80,3 umol L™ . A concentracdo de apoTf, calculada pela massa
de proteina pesada na preparacio (16,0 mg / 2 mL) é de 100 umol L. A razio molar

proteina:fluoréforo é de 1:0,80. A razdao determinada na referéncia 74 foi de 1:0,84.
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Interacdo dos compostos com Fl-aTf

O experimento de interagdo dos compostos RuAc, Ruibp, Runpx, Ru(lll) (proveniente
de uma solucdo padrdo de absorcdo atémica) e Fe(ll) (proveniente do sal
Fe(NH4),(S04),-6H,0) com a Fl-aTf foi realizado como segue:

Os complexos Runpx e Ruibp foram dissolvidos em DMSO. O complexo RuAc e o sal
Fe(NH4),(S04),.6H,0 foram dissolvidos em agua deionizada. A solucdo padrdao de Ru(lll) foi
diluida em agua deionizada. Essas solucbes foram diluidas em Fl-aTf 4 umol L™ em
concentragdes variando de 0 a 150 umol L™ (em Ru ou Fe), em tamp3o fisiolégico pH 7,4 em
uma microplaca de 96 pocos. Em paralelo, foram preparadas solu¢des contendo
Fluoresceina no lugar da Fl-aTf. A microplaca foi incubada por 1 h a 37°C. Apds esse periodo,
registrou-se a fluorescéncia emitida em 520 nm, com Ae = 485 nm, a 37°C, no leitor de
microplacas FLUOstar Optima. A concentragdo final de DMSO foi de 5% (v/v).

O efeito de filtro interno foi corrigido descontando-se a supressdao observada nas

solucdes de fluoresceina, contendo a mesma concentragao Fl-aTf.

3.4.4. Ultrdfiltragdo e andlise por MALDI-MS e ICP-OES

300 pL das solugdes estoque do complexo RuAc (2,0 mmol L em agua deionizada) e
do padrdo de absorcdo atébmica de Ru(lll) (4,0 mmol L? em agua deionizada), e dos
complexos Ruibp, Ruceto e Runpx (2,0 mmol L™ em etanol) foram diluidas em 1000 uL de
solugdo de apoTf ou hTf (0,06 mmol L'* em tamp3o fisioldgico pH 7,4 2x) e 700 pL de agua
deionizada, dando solucdes contendo proteinas e complexos em uma razdo molar
proteina:complexo de 1:10 (ou 1:20, no caso da solucdo de Ru(lll)), e contendo 15% etanol
v/v, no caso das amostras de RuFaines. As solu¢des foram incubadas por 15 min a 37°C. Apds

esse periodo as solugdes foram transferidas para tubos Amicon® Ultra-4 30K e centrifugadas
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por 3 — 6 min a 7000 rpm na centrifuga Hermle, modelo Z 383. O concentrado proteico foi
lavado 2 vezes com tampao fisioldgico para garantir a remocdao de complexo que ndo
interagiu com as proteinas. As solu¢Ges concentradas (aproximadamente 500 pL) foram
entdo transferidas para microtubos e diluidas a um volume final de 2,0 mL com tampao
fisioldgico.

As amostras assim preparadas foram analisadas por MALDI-TOF-MS conforme
descrito no item 3.2.8. Para determinagdo da concentracao de Ru, 1000 pL de cada amostra
foi diluida a 25,0 mL em HCIl 3,3% e analisadas por espectrometria de emissdao atbmica com

plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), no Laboratdrio da Central Analitica do IQ-USP.

3.4.5. Captacgdo celular

O procedimento adotado baseou-se na referéncia 70. Estes experimentos foram
realizados no laboratério de Metabolismo de Células Tumlorais do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (ICB).

As condi¢Oes de concentracdo e tempo de incubacgdao foram escolhidas com base nos
resultados obtidos em estudos de atividade antiproliferativa em colaboragdo com o ICB
(ainda ndo publicados). De acordo com esse trabalho, foram selecionadas as concentragdes
dos complexos que exibem o melhor desempenho quanto a atividade antiproliferativa de
células de glioma humano da linhagem U-87MG: Ruibp, 100 umol L™, Ruceto e Runpx, 200
pmol L™ apés 72 h de incubaco.

A concentracdo de Tf foi calculada de forma a manter a razio molar
proteina:complexo em 1:2 (tratamentos 1, 2 e 5) [70], mas também realizaram-se testes com
a concentracao de Tf proxima da encontrada em condicoes fisioldgicas (tratamentos 3 e 4). A

presenca de Fe(lll) no seu sitio de ligacdo também foi avaliada pela sua adicdo (na forma
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sulfato ferroso amoniacal) a apoTf na razdo molar proteina:Fe(lll) de 1:0,33, que é a

condicdo encontrada naturalmente (tratamentos 2 e 4), além de se utilizar a hTf.

Cultivo das células e plagueamento

Células de glioma humano da linhagem U-87 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e antibidticos (penicilina 50 U/mL — Streptomicina 50 pg/mL). As células foram
incubadas em estufa a 37°C, 5% CO, e 95% de ar até atingirem a fase de crescimento
exponencial.

As células foram entdo removidas do frasco com uma solugao de tripsina e semeadas
em uma placa de 24 pogos em triplicata para cada tratamento, com uma densidade de 3 x
10" células / poco em 500 pL de meio de cultura. Apds o periodo de aderéncia

(aproximadamente 16 h), foram aplicados os tratamentos.

Preparacéo dos tratamentos

As células foram tratadas com os complexos Ruibp, Ruceto e Runpx e seus
conjugados com apoTf e hTf. A Tabela 3.4 relaciona as concentracdes usadas. As solucgdes
estoque de apoTf e hTf foram preparadas em tampao fisiolégico pH 7,4 e as solucdes dos
complexos RuFaines em etanol.

Para o tratamento 1, diluiu-se 75 pL de solugao de apoTf (1,0 mmol L™ para Ruibp e
2,0 mmol L™ para Ruceto e Runpx), 60 uL de solugao de tampao fisiologico e 15 uL de
solucdo de RuFaine (10 mmol L™ para Ruibp e 20 mmol L™ para Ruceto e Runpx) em 1350 uL

de meio de cultura.
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Tabela 3.4. Tratamentos aplicados as células U-87 para avaliacdo da captacdo celular dos
complexos RuFaines.
Tratamento Ruibp Ruceto e Runpx

1 ApoTf (50 uM) + Ruibp (100 uM) ApoTf (100 uM) + RuFaine (200 uM)

ApoTf (50 uM) 30% Fe + Ruibp (100 ApoTf (100 uM) 30% Fe + RuFaine

HM) (200 um)

ApoTf conc. fisioldgica (40 uM) + ApoTf conc. fisioldgica (40 uM) +
’ Ruibp (100 pM) Rufaine (200 uM)

ApoTf conc. Fisioldgica 30% Fe (40 ApoTf conc. Fisioldgica 30% Fe (40
) p1M) + Ruibp (100 uM) pM) + Rufaine (200 uM)
5 HoloTf (50 uM) + Ruibp (100 uM) HoloTf (100 uM) + RuFaine (200 uM)
6 Ruibp (100 uM) Rufaine (200 uM)
7 Controle (etanol / tamp3o) Controle (etanol / tamp3o)

Para o tratamento 2, diluiu-se 75 pL de solugao de apoTf (1,0 mmol L™ para Ruibp e
2,0 mmol L™ para Ruceto e Runpx), 5 pL de solugdo de sulfato ferroso amoniacal (5 mmol Lt
para Ruibp e 10 mmol L™ para Ruceto e Runpx), 55 pL de solugdo de tampado fisiolégico e 15
uL de solugdao de RuFaine (10 mmol L™ para Ruibp e 20 mmol L™ para Ruceto e Runpx) em
1350 uL de meio de cultura.

Para o tratamento 3, diluiu-se 30 uL de solugdo de apoTf (2,0 mmol L'l), 105 pL de
solugdo de tampao fisioldgico e 15 pL de solugdo de RuFaine (10 mmol Lt para Ruibp e 20
mmol L para Ruceto e Runpx) em 1350 pL de meio de cultura.

Para o tratamento 4, diluiu-se 30 pL de solugdo de apoTf (2,0 mmol L'l), 2 pL de
solucdo de sulfato ferroso amoniacal (10 mmol L), 103 pL de solugao de tampao fisiolégico

e 15 plL de solugdo de RuFaine (10 mmol L™ para Ruibp e 20 mmol L™ para Ruceto e Runpx)

em 1350 pL de meio de cultura.
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Para o tratamento 5, diluiu-se 75 uL de solugdo de hTf (1,0 mmol L™ para Ruibp e 2,0
mmol L™ para Ruceto e Runpx), 60 pL de solugao de tampado fisioldgico e 15 uL de solugdo de
RuFaine (10 mmol L para Ruibp e 20 mmol L™ para Ruceto e Runpx) em 1350 pL de meio de
cultura.

Para o tratamento 6, diluiu-se 15 plL de solugdo de RuFaine (10 mmol L™ para Ruibp e
20 mmol L™ para Ruceto e Runpx) e 135 pL de solugao de tampao fisiolédgico em 1350 pL de
meio de cultura.

Para o tratamento 7 (controle), diluiu-se 15 pL de etanol e 135 pL de solugdo de
tampao fisioldgico em 1350 uL de meio de cultura.

Todas as solug¢bes foram preparadas diluindo-se primeiro a solug¢do etandlica do
complexo na solucdo da proteina em tampao fisioldgico, e posteriormente a solu¢cdo do
aduto foi diluida no meio de cultura, exceto para o tratamento 6, em que utilizou-se o
complexo livre, e nesse caso a solucdo etandlica do complexo foi diluida diretamente no
meio de cultura. As solucdes dos complexos foram preparadas momentos antes da aplicacao

nas células. A concentracdo final de etanol foi de 1% v/v.

Aplicacdo dos tratamentos

A solucdo de meio de cultivo foi removida de cada poco da placa contendo as células
aderidas, e foi substituida por 500 pL da solugdo de tratamento, apds lavagem das células
com aproximadamente 300 uL de solugdo de PBS (solugdo tampao salina fosfatada 0,01 mol
LY pH 7,4). Cada tratamento foi aplicado em triplicata. As células foram incubadas

novamente em estufa 37°C / 5% CO, / 95% ar até a proxima troca de meio de cultivo.
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Esse procedimento foi realizado 3 vezes, a cada 24 h, até que o tempo total de
incubacdo de 72 h fosse completado, ou seja, nos tempos 0, 24 e 48 h, com o objetivo de

garantir o suprimento de nutrientes as células.

Contagem das células e preparacdo das amostras para andlise de Ru por ICP

Apds 72 h de incubacgdo, removeu-se o meio de cultura de todos os pocos e fez-se a
lavagem das células com solugao de PBS. As células foram coletadas com 500 pL de tripsina,
que foram transferidos para um microtubo contendo 500 plL de meio de cultura. Realizou-se
a contagem de células utilizando-se uma camara de Neubauer.

As suspensdes foram centrifugadas a 1750 rpm por 2 min para isolar o pellet de
células. Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 500 pL de solugdo de PBS para lavar
qualquer complexo ndo aderido as células. Este procedimento foi repetido 3 vezes,
ressuspendendo-se as células em PBS. Na segunda lavagem, os conteludos dos 3 microtubos
(provenientes dos 3 pocgos da placa) foram reunidos em um unico. Apds a centrifugacao,
removeu-se o sobrenadante da ultima lavagem, e o pellet de células foi congelado até o
momento da analise de Ru por ICP-OES

Na Central Analitica, adicionaram-se 1 mL de &acido nitrico concentrado (65%) e 10
gotas de acido cloridrico concentrado (37%), e a mistura foi aquecida em sistema fechado na
temperatura de 90°C até completa digestao (cerca de 1h). Em seguida a amostra foi diluida a

10 mL com agua deionizada. A concentracdo de Ru foi determinada por ICP-OES.

3.5. Estudos com Albumina
Nos estudos com HSA utilizou-se solugdo de tampao fisiolégico pH 7,4 como meio de

dilui¢io, com a seguinte composicdo: 0,004 mol L™t NaH,P0O,, 0,025 mol L™ NaHCO; e 0,1 mol
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L™ NaCl. Em alguns casos, utilizou-se uma solugio com o dobro das concentracdes, e essa
solucdo foi denominada tamp3o fisioldgico 2x. A composicio nesse caso foi de: 0,008 mol L™
NaH,P0Q,, 0,05 mol L™* NaHCO; e 0,2 mol L™ Nacl.

As solugdes das proteinas foram preparadas pesando-se uma quantidade da mesma
e dissolvendo-se em agua ou tampao fisiolégico, e as concentra¢des foram calculadas com
base em sua massa molar de aproximadamente 66 kDa.

A incubacdo das amostras nas temperaturas de 10 e 25°C foi feita em banho

ultratermostatico e a 37 e 45°C na incubadora Tecnal, modelo TE420.

3.5.1. Espectroscopia de Fluorescéncia

3.5.1.1. Fluorescéncia intrinseca

Os espectros de emissao foram registrados no intervalo de 310 — 400 nm, sob
excitacdo em 295 nm (seletiva para Trp), variando-se a razdao molar proteina:complexo de
1:0 até 1:20 (faixa alta) e 1:0,2 até 1:2 (faixa baixa). As medidas foram realizadas em 10, 25,
37 e 45°C, nas condicOes instrumentais citadas no item 3.2.7. A seguir o procedimento
detalhado para cada sistema.

HSA / RuAc (faixa alta). Transferiu-se 100 uL de solugdo de HSA (4,0 x 10®° mol L em
agua deionizada) para microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-se aliquotas de volume
entre 0 e 800 uL de solugdo de RuAc (1,0 x 10 mol L™ em &gua), 1000 puL de tampao
fisioldgico pH 7,4 2x e volume de agua suficiente para completar 2 mL. As amostras foram
incubadas nas temperaturas de 10, 25, 37 e 45°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus
espectros de absor¢do e emissao.

1

HSA / RuFaines (faixa alta). Transferiu-se 100 uL de solugdo de HSA (4,0 x 10° mol L

em ‘gua deionizada) para microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-se 1000 uL de
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tampado fisioldgico pH 7,4 2x, 860 plL de agua deionizada e 40,0 uL de solugdes de RuFaine
em etanol (com concentracdes variando de 5,0 x 10™ a 2,0 x 10° mol L™). As amostras foram
incubadas nas temperaturas de 10, 25 e 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus
espectros de absorcdo e emissao.

HSA / RuFaines (faixa baixa). Transferiram-se 1000 pL de solugdo de HSA (8,0 x 10°
mol L'* em tamp3o fisiolégico pH 7,4 2x para microtubos de 2 mL. Em seguida adicionaram-
se 960 pL de agua deionizada e 40,0 uL de solugdes de RuFaine em etanol (com
concentragdes variando de 4,0 x 10 a 4,0 x 10 mol L%). As amostras foram incubadas na
temperatura de 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e

emissao.

3.5.1.2. Estudos competitivos entre os complexos Ru,-CO,CR (RuAc, Ruibp, e

Ruceto) e varfarina pelo sitio | da HSA

A varfarina é um farmaco anticoagulante que se liga especificamente ao sitio | da HSA
com alta afinidade. O seu deslocamento da HSA tem sido usado para monitorar a interacao
de outras moléculas ligantes com a proteina. O aduto Albumina-Varfarina {HSA-varf} foi
preparado misturando-se concentragdes equimolares das duas substancias, e deixando-se
reagir a 37°C por 30 min [46]. Para a solugdo de {HSA-varf} de concentracdo 8 pumol LY
diluiram-se 3,78 mL de solugdo de HSA (423 pumol L em tampao fisioldgico pH 7,4 2x) e 164
uL de solugao de varfarina (9,7 mmol L em etanol) em tamp3o fisiolégico pH 7,4 2x,
completando-se o volume a 200 mL em baldo volumétrico. Para a solucdo de {HSA-varf} de
concentragdao 4 umol L™, diluiram-se 2,0 mL de solugdo de HSA (400 pmol L™ em tamp3o

fisiolégico pH 7,4 2x) e 100 ulL de solugdo de varfarina (8,0 mmol L' em etanol) em tampao
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fisiolégico pH 7,4 2x, completando-se o volume a 200 mL em baldo volumétrico. O
procedimento detalhado para cada sistema é descrito a seguir.

{HSA-varf} / RuAc (faixa alta). Transferiram-se 1000 uL de solugdo de {HSA-varf} (4,0 x
10° mol L™ em tamp3o fisioldgico pH 7,4 2x) para microtubos de 2 mL. Em seguida
adicionaram-se aliquotas de volume entre 0 e 800 uL de solu¢do de RuAc (1,0 x 10 mol L*
em agua deionizada), e dgua deionizada suficiente para completar 2 mL. As amostras foram
incubadas na temperatura de 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de
absorcdo e emissao.

{HSA-varf} / RuAc (faixa baixa). Transferiram-se 1000 uL de solugdo de {HSA-varf} (8,0
x 10° mol L* em tamp3o fisioldgico pH 7,4 2x) para microtubos de 2 mL. Em seguida
adicionaram-se aliquotas de volume entre 0 e 800 pL de solugao de RuAc (2,0 x 10° mol L*
em agua) e volume de agua suficiente para completar 2 mL. As amostras foram incubadas na
temperatura de 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e
emissao.

{HSA-varf} / RuFaines (faixa alta). Transferiram-se 1000 pL de solugdo de {HSA-varf}
(4,0 x 10> mol L' em tampao fisiolégico pH 7,4 2x) para microtubos de 2 mL. Em seguida
adicionaram-se 960 pL de dgua deionizada e 40,0 uL de solugdes de RuFaine em etanol (com
concentragdes variando de 5,0 x 10> a 2,0 x 10 mol L'l). As amostras foram incubadas na
temperatura de 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e
emissao.

{HSA-varf} / RuFaines (faixa baixa). Transferiram-se 1000 ulL de solugdo de HSA (8,0 x
10° mol L* em tampdo fisiolégico pH 7,4 2x) para microtubos de 2 mL. Em seguida
adicionaram-se 960 pL de agua deionizada e 40,0 uL de solugdes de RuFaine em etanol (com

concentragdes variando de 4,0 x 10 a 4,0 x 10™ mol L’l). As amostras foram incubadas na
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temperatura de 37°C por 24 h, e em seguida registraram-se seus espectros de absorcdo e

emissao.

3.5.2. Ultrdfiltragdo e andlise por MALDI-MS e ICP-OES

1000 pL das solugdes estoque do complexo RuAc (3 mmol L™ em dgua deionizada) e
do padrdo de absorcio atdmica de Ru(lll) (6 mmol L em dagua deionizada), foram
misturadas a 1000 pL de solugao de HSA (0,3 mmol L™ em &4gua deionizada), 300 uL de
tampado fisiologico pH 7,4 e 700 pL de agua deionizada, dando solugdes contendo HSA e
RuAc em uma razao molar de 1:10 (HSA:Ru,) e HSA e Ru(lll) em uma razao molar de 1:20
(HSA:Ru).

600 pL de solugdes dos complexos Ruibp, Ruceto e Runpx (1 mmol L? em etanol)
foram misturadas a 1000 uL de solugao de HSA (0,06 mmol L™ em agua deionizada), 300 uL
de tampao fisiolégico pH 7,4 e 700 plL de agua deionizada, dando solugdes contendo HSA e
complexos em uma razdo molar de 1:10 (HSA:Ru,), com 20% etanol v/v.

As solugdes foram incubadas por 24 h a 37°C e apds esse periodo foram transferidas
para tubos Amicon® Ultra-4 30K e centrifugadas por 3 — 6 min a 7000 rpm (centrifuga
Hermle Z383). O concentrado proteico foi lavado 2 vezes com tampao fisiolégico (contendo
20% etanol v/v no caso dos RuFaines) para garantir a remogdo de complexo que nao
interagiu com a proteina. As solugdes concentradas (aproximadamente 500 uL) foram entdo
transferidas para microtubos e diluidas a um volume final de 2,0 mL com tampao fisiolégico.

As amostras assim preparadas foram analisadas por MALDI-TOF-MS conforme
descrito no item 3.2.8. Para determina¢ao da concentracdo de Ru, 1 mL de cada amostra foi
diluida a 25 mL em HCI 3,3% e analisadas por espectrometria de emissdao atdmica com

plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), no Laboratério da Central Analitica do 1Q-USP.



[68]

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo dos complexos

Os complexos utilizados nos estudos foram sintetizados por métodos descritos na
literatura e caracterizados usando-se as técnicas de andlise elementar, espectroscopia
vibracional no infravermelho, espectroscopia eletrénica em solucdo, espectroscopia de
dicroismo circular e susceptibilidade magnética. Os resultados encontrados nas analises de

caracterizagao confirmam a identidade e pureza dos complexos sintetizados. Os principais

encontram-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Resultados das analises de caracterizagdo e comparacdo com as atribuicdes

reportadas na literatura.

Andlise elementar

% CH (experimental / calculada)

Formula molecular

C H
RuAc [Ru,(CH3C0,)4Cl]: Ru,CgH1,05Cl 20,5/ 20,3 2,5/2,6
Ruibp Ru,Cl(ibp)a]: Ru,CsaHegOsCl 59,5 / 59,0 6,7/ 6,5
Ruceto [Ruy(ceto)4Cl]: RuyCesH5,01,Cl 59,7 /61,5 4,7 /4,2
Runpx  [Ruy(npx)s4(H20),]PFg:RU,Cs6H56014PF6 52,7 /51,7 49/4,3
Principais bandas no espectro vibracional FTIR
Ndmero de onda (cm™) (Experimental / reportado na literatura)
Modos vibracionais
Vas (COO) vs (COO) 4 (0CO) v (Ru-0)
RuAc  1446/1444[78] 1402/1402[78] 694 /690 [16] 407 / 405 [79]
Ruibp 1464 /1465 [24] 1409/ 1409 [24] 740/ 740 [24] 556,493/

555, 492 [24]
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Ndmero de onda (cm™) (Experimental / reportado na literatura)

Modos vibracionais

vas (COO) vs (COO) § (0CO) v (Ru-0)

Ruceto 1471 /1472[28] 1409 /1407 [28] 716 / 715 [28] 484 [ 485 [28]

557,477/

Runpx 1458 /1459[24] 1410/1410[24]  711/711[24]
557, 474 [24]

Principais bandas de absorgdo eletrénica

Amax. (nm) (Experimental / reportado na literatura)

Transigcoes eletronicas

7t (Ru-0, Ru;) > *(Ruy) 6 (Ruz) = 6*(Ruy)
RuAc 425 / 425 [15] (em agua) 990/ 1000 [15] (em agua)
Ruibp 428 / 428 [24] (em metanol) 991 / 981 [25] (em metanol)
Ruceto 438 / 437 [28] (em etanol) 980 /990 [28] (em etanol)
Runpx 428 / 429 [24] (em metanol) 975 /981 [24] (em metanol)

Momento magnético efetivo por unidade Ru,

peff (M.B.) (temperatura) Valor reportado na literatura
RuAc 3,9 (24°C)
Ruibp 3,9 (26°C)

3,4 - 4,4 M.B. (temperatura

Ruceto 3,7 (24°C) ambiente) [15]

Runpx 4,0 (26°C)

Os resultados encontrados nas analises elementares de C e H concordam com as

composi¢cdes moleculares esperadas para cada complexo.
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Na analise por FTIR, as bandas mais importantes para confirmacdo da estrutura do
composto sdo as bandas dos modos vibracionais de estiramento simétrico (vs) e assimétrico
(vas) do grupamento carboxilato, que ocorrem na faixa de 1400 — 1480 cm™. A diferenca
entre elas (Av = vas - Vs) indica 0 modo de coordenacdo deste ligante ao metal. No caso dos
tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll) o valor de Av encontra-se na faixa de 40 — 70 cm? e esse
valor relativamente baixo sugere a coordenacdo simétrica em ponte do grupamento ao
ndcleo dimetalico. Além dessas, na regido de baixa energia (400 — 560 cm™) aparecem
bandas relativas ao estiramento da ligacdo Ru-O (Vvgru.0), que confirmam a coordenacdo do
carboxilato ao ruténio [15], [24]. Essas bandas foram detectadas em todos os compostos em
numeros de onda coincidentes com as atribuicGes propostas na literatura. A auséncia da
banda relativa ao estiramento simétrico da carbonila de acido carboxilico (vc-o scido), que
ocorre na regido de 1690 - 1730 cm™ (1720 cm™ para Hibp, 1728 cm™ para Hnpx e 1698 cm ™
para Hcet) mostra que ndo ha contaminacdo de farmaco livre.

Os espectros eletronicos mostram duas bandas de absorcdo principais, que sado
atribuidas as transicoes eletrénicas © (Ru-O, Ruy) — w*(Ruy) (420 — 450 nm) e O (Ruy) —
0*(Ru,) (aproximadamente 1000 nm). Essas bandas evidenciam a presenca da estrutura em
gaiola e a ligacdo multipla metal-metal [15].

O momento magnético efetivo calculado encontra-se na faixa de 3,6 a 4,4 M.B., o
gue confirma a presenca de 3 elétrons desemparelhados no complexo, em concordancia
com a distribuicdo eletronica proposta para o centro dimetalico Ru,. Nos complexos de
valéncia mista Ruy(ll,1ll) os 11 elétrons do metal encontram-se distribuidos nos orbitais da
seguinte maneira: o’n'8°(n*8*)®. A quase degenerescéncia dos orbitais * e &* em
decorréncia da coordenacao em ponte dos carboxilatos favorece a configuracao eletrbnica

de spin alto (S = 3/2) levando ao alto momento magnético [15], [80].
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A técnica de dicroismo circular detecta a presenca de assimetria estrutural na
molécula. Moléculas quirais podem absorver em diferentes extensdes a luz circularmente
polarizada a direita e a esquerda, resultando em um feixe de luz elipticamente polarizado
[73]. Os farmacos usados nas sinteses dos complexos — Hibp, Hcet e Hnpx — sdo moléculas
organicas quirais que podem existir nas suas formas S e R. As formas comercialmente
disponiveis dos farmacos Hibp e Hcet sdo misturas racémicas, ou seja, contém quantidades
iguais dos dois enantiémeros. J4 o farmaco Hnpx é comercialmente disponibilizado apenas
em sua forma S, pois esta apresenta maior atividade bioldgica que a forma R [81]. O
espectro CD deste farmaco mostrou sinais em 213 e 236 nm, o que confirma a existéncia
predominante de uma das formas enantioméricas.

Espectros de CD dos complexos sdao mostrados na Figura 4.1. Os complexos, sendo
sintetizados a partir de moléculas quirais, poderiam, em tese, também apresentar
quiralidade, o que do ponto de vista de interacdes com biomoléculas, seria algo importante
a se considerar. Ndo foram observados sinais de dicroismo circular nos espectros dos
complexos RuAc, Ruibp e Ruceto. Com base nos estudos realizados com o analogo de
molibdénio-ibuprofenato, cuja estrutura cristalina mostrou a existéncia de unidades [Mo,(R-
ibp),(S-1bp),] centrossimétricas, pode-se supor que as espécies formadas tenham uma
estrutura similar [35], [82]. No caso do Runpx observou-se uma banda negativaem 219 nm e
uma positiva em 236 nm. Considerando que as moléculas ligantes apresentam configuracdo
S, a estrutura do complexo formado é [Ru,(S-npx)s(H,0),]PFs, que é quiral, e, portanto,

conforme observado, apresenta sinal no espectro de CD.
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—— RuAc 0,1 mM (H20)

44 —— Ruceto 0,1 mM (etanol)
—— Ruibp 0,1 mM (etanol)
—— Runpx 0,05 mM (etanol)

CD (mdeg)

4

T T T
200 300 400 500 600
A (nm)

Figura 4.1. Espectros de dicroismo circular dos complexos RuAc (0,1 mmol L™ em agua),
Ruibp (0,1 mmol L't em etanol), Ruceto (0,1 mmol L' em etanol) e Runpx (0,05 mmol L' em
etanol), a temperatura ambiente.

4.2. Estudos com transferrina (apo e holo)
4.2.1. Espectroscopia eletrénica

4.2.1.1. Cinética

As reacdes entre os complexos de Ru e a transferrina nas suas formas apo e holo
foram acompanhadas com o tempo por espectroscopia de absorcdo eletronica. A regido
avaliada foi de 300 — 800 nm, com concentrag¢des equimolares dos complexos e proteinas. O
objetivo desse experimento foi avaliar se haveria reacdo e a sua velocidade. Em todos os
casos estudados os espectros eletronicos mostraram uma série de modificagdes ao longo do
tempo, mostrando que a interacdo entre complexos Ru,-CO,CR e proteinas ocorre e é
relativamente rapida.

Os tetracaboxilatos de diruténio(ll,lll) apresentam algumas bandas de transicGes
eletrénicas caracteristicas que ja foram atribuidas na literatura com base em célculos

tedricos [80], [83], e sdo independentes do carboxilato coordenado [84]. As principais sdo a
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banda no intervalo de 430 — 460 nm, atribuida a transicdao m(Ru-O,Ru,) — ©*(Ru;) (¢ = 1000)

e a banda em aproximadamente 1000 nm, atribuida a transicdo d(Ru,) — 8*(Ru,) [15], [79],

[84]. Essas duas bandas sdo as que caracterizam a ligacdo metal-metal e a estrutura em

gaiola do complexo. Além dessas, outras bandas que aparecem sao atribuidas a interacdes

com o ligante axial, como a banda intensa em aproximadamente 300 nm. Um resumo das

atribuicdes encontradas na literatura é mostrado na Tabela 4.2. A

Figura 4.2 mostra o espectro eletrénico do RuAc em agua, com as atribuicbes das

bandas principais.

Tabela 4.2. TransicOes eletronicas observadas no complexo [Ru,(OCCHs)4Cl], conforme

compiladas na referéncia 15.

Atribuicao

Comprimento de onda (nm)

n(Cl) = n*(Ru,), 7e,—6e,q
n(Ru-O,Ru;) = n*(Ru,), 6e, — 6eg
n(0) = n*(Ruy), 1a1, — 6eg
n(0) — &*(Ruy), 4e; — 2by,
7(Ru-0, Ruz) - c*(Ru-0), 6e, — 4b,, ou 5by,
6(Ru-Cl) = ©*(Ruy), 5a,, — 6eq
0*(Ruz) = o*(Ru-0), 2by, — 5big ou 4by,
n*(Ruz) - 6*(Ru-0), 6e; — 5b; ou 4b,,
O(Ruz) = m*(Ruy), 2byg — 6eq

o) (RUz) — O* (RUz), szg e 2b1u

322
430 - 460

444

~ 450
560

570

~ 630
1000

O complexo RuAc no estado sélido apresenta estrutura polimérica, em que as

unidades contendo o centro dimetalico [Ruy(CH3CO0)4]" sdo ligadas em ponte através do

ligante cloreto. Em solucdo, dependendo do solvente empregado, o ion cloreto se dissocia,

permitindo que moléculas do solvente coordenem-se nas posi¢cbes axiais. As espécies
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presentes podem ser do tipo [Ruy(CH3COO)4Cly], [Ruy(CH3COO0)4CI(S)] ou

[Ru,(CH3C00)4(S),]", de acordo com a concentracdo de cloreto no meio [15], [30].

~290 nm

1,4 4 Hlorm>m* (Ruy)

1,2 1

1,04 n(Ru-0, Ru,)—7*(Ru,)
o
©
& 08 419 nm
£
(o]
8 o054
g o

A
0,4 "
’ \)’\'3*
o
0,2 1 6(Ru,) - 8*(Ru,)
- ~530 nm ~100
~1000 nm
0,0 — T T T T T T —]

! I 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.2. Espectro eletronico de uma solugio do RuAc em dgua (1 mmol L), temperatura
ambiente, com as atribui¢cdes das bandas principais.

As bandas na regido do visivel sdo pouco sensiveis ao ligante axial [84], embora se
observe um deslocamento batocrémico quando as posi¢des axiais sdao ambas ocupadas por
ligantes cloreto, em relagdo a espécie coordenada a duas moléculas de agua [30]. Ja a banda
na regidao do UV em = 300 nm é bastante sensivel ao ligante axial. A intensidade desta banda
praticamente dobra quando se observa o complexo dicloro em relagdo ao monocloro, o que
sugere uma banda de transferéncia de carga do ligante axial para o metal [84].

Primeiramente, a estabilidade do complexo RuAc foi avaliada em diversos meios —
tamp3o fisiolégico pH 7,4, tamp3o fosfato 10 mmol L™ pH 7,4, tamp3o Hepes (Acido 2-[4-(2-
hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfénico 50 mmol L%) pH 7,4, tampdo tris

(Tris(hidroximetil)aminometano 10 mmol L' e NaCl 10 mmol L) pH 7,4, tamp3o acetato de
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amonio pH 7,4 e dgua. O complexo apresentou maior estabilidade em &agua, e dentre os
tampoes de pH 7,4, o tampao fisiolégico foi o que influenciou menos o espectro eletrénico
do RuAc. Nos demais, observou-se a forte interacdo entre o complexo e os componentes do
meio, levando ou a formacdo de novas espécies ou degradacdo do complexo. A estabilidade
dos complexos contendo ligantes carboxilatos derivados dos farmacos (RuFaines) ndo foi
avaliada porque eles sdo insollveis nesses meios.

A reacdo entre apoTf e RuAc foi acompanhada por 24 h a 37°C, e de forma similar a
observada com HSA [29], os resultados indicam que a reagao se dd em duas etapas, sendo a
primeira muito rapida e a segunda mais lenta. Antes da mistura das solucdes, o espectro
mostrava o Amsz da transicdo m(Ru-O, Ruy) - 7w*(Ruy) em 418 nm, o que indica a
predominancia da espécie catidnica diaqua, [Rux(OAc)a(H,0),]" [30] (Figura 4.3a). Apds a
mistura, uma série de modificagcbes ocorre, mas ndo sdao bem visualizadas devido a alta
absorbancia na regidao do UV que acaba se sobrepondo as bandas na regidao do visivel.

No espectro diferencial obtido apds a subtra¢do do espectro da solucdao antes da
mistura (Figura 4.3b e c), observam-se as seguintes modificacGes: (i) deslocamento do Amax
de 450 para 467 nm nas primeiras 2 h, com diminuicdo da absorbancia; (ii) deslocamento do
Amax de 468 para 481 nm de 3 h a 24h, com aumento da absorbancia; (iii) O Ansx fica estavel
em aproximadamente 480 nm a partir de 7 h de rea¢cdo, com aumento da absorbancia; (iv)
no UV, a intensidade da banda em aproximadamente 310 nm aumenta muito e como
consequéncia, se sobrepde a todas as outras. Essa banda também se desenvolve quando o
complexo estd sozinho em tampao fisioldgico, mas na presenca da proteina essa evolucdo é
muito mais rapida e a intensidade é bem maior; (v) a partir da mistura das solucdes até duas
h de reacdo, estabelece-se um equilibrio de espécies, que é evidenciado pela presenca de

dois pontos isosbésticos, 428 e 465 nm, cujas absorbancias permanecem constantes durante
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o periodo inicial, e depois desse tempo outras rea¢des ocorrem e (vi) observa-se um ombro

em aproximadamente 550 nm.

(a)
1,0 ‘
---- RUAc + apoTf (antes da mistura)
— RuAc + apoTf (apos a mistura) -
deOa2h

2]

Qo

<

(b) ©
0,30 ¢ ‘ 0,30
‘ —— 2 min —3h
——2h ——24h
0,25
450 nm (2 min)
0,20 0,20 -
8 0154 8 0154 )
< < 468 nm (3 h)
0,10 0,10
0,05 0,05
0100 T T T T 1 0100 T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
A (nm) A (nm)

Figura 4.3. (a) Espectros eletronicos do RuAc e da apoTf antes da mistura (1 mmol L)
registrados na cubeta tandem (caminho dptico 4,375 mm), e apds mistura (ambos a 0,5
mmol L™}, caminho dptico 8,75 mm) com o tempo (até 24 h), em tamp3o fisiolégico pH 7,4, a
37°C. (b) Espectros diferenciais obtidos apds subtracdo do espectro registrado antes da
mistura, do tempo de 2 mina 2 h e (c) de 3 a 24h.
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De modo geral, a interacdo se inicia rapidamente, mas nao atinge o equilibrio em 24
h. Considerando que o ciclo da transferrina dura em média 10 min [62], as reacdes que
ocorrem depois desse periodo nao serdo exploradas, uma vez que se espera que o complexo
ja tenha sido entregue as células.

Outro fato interessante de se notar é que a absorbancia em 418 — 450, regido da
transicdo m(Ru-O, Ru,) & ©*(Ru,) que caracteriza a estrutura em gaiola do complexo, ndo
sofre diminuicdo significativa, indicando que a maior parte do complexo presente mantém
sua estrutura intacta, mesmo apés a interacdo com a proteina. No entanto, foi verificado em
estudos cristalograficos que o complexo RuAc ao interagir com a proteina lisozima da clara
de ovo de galinha perde dois dos ligantes acetato e coordena-se aos aminodcidos Asp101 e
Asp119, mantendo o centro dimetalico [33].

O ombro observado em aproximadamente 550 nm parece ser caracteristico da
interacdo do RuAc com apoTf, e surge também na interacdo com a HSA [29], com os
aminodcidos glicina, histidina, cisteina e triptofano [30] e com a lisozima [33]. Alias, o perfil
espectral observado de aparentemente estarem havendo duas reagdes é bastante similar ao
gue ocorre com a glicina. Na reacdo com a glicina, duas etapas estdo envolvidas, sendo a
primeira a substituicio de uma molécula de agua da espécie diaquo por uma molécula de
glicina através do grupo carboxilato, que depois é trocado intramolecularmente pelo N do
grupo amino-terminal (primeira hora de reacdo), seguida de uma etapa de lenta
decomposicdo do produto formado (de 1 — 10h de reacdo) [30]. Aqui se observa
comportamento similar, mas em vez da decomposicdo do produto formado, observa-se a
formacdo de um produto secundario.

Na Tabela 4.2 ha uma atribuicdo para a banda em 560 nm relativa a uma transicao

envolvendo o ligante axial cloreto (o(Ru-Cl) — ©*(Ru;)). Obviamente, a mudanca do ligante
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pode alterar os niveis de energia dos orbitais moleculares envolvidos na transicdo, e entdo a
energia dessa transicdo pode ndo ser mais a mesma. Porém, pode-se supor que a banda
observada nessa regido seja relativa a uma transicdo decorrente da interacdo pela posicao
axial do complexo, visto que, juntamente com ela, observa-se o aumento da absorbancia na
regido do UV-préoximo (~ 310 nm), e evidéncias de que a estrutura do centro dimetdlico esta
sendo mantida. E provavel que a interacdo axial se dé pela coordenac¢do do metal a 4tomos
de N presentes em aminoacidos como His por exemplo, porque sabe-se que ligantes
doadores de N formam complexos com ligacGes fortes com Ru [41].

Os complexos com ligantes derivados dos FAINEs Ruibp e Ruceto apresentam baixa
solubilidade em meio aquoso, conforme relatado anteriormente [32], e testes explanatérios
mostraram que o Runpx apresenta o mesmo comportamento. No entanto, na presenca de
apoTf, a solubilidade dos complexos é aumentada, conforme ja observado com outros
farmacos pouco soluveis, que em presenca de proteinas (HSA, principalmente) tém sua
solubilidade aumentada, com diminuicdo da toxicidade, mas com implicagdes na sua
farmacocinética [39], [46], [85]. A presenca de proteina no meio evita a precipitacdo do
complexo. Testes realizados com Ruibp com um excesso do complexo de 100 vezes em
relacdo a proteina, mostraram que o complexo ainda se mantém disperso mesmo em baixas
concentracdes de apoTf.

A reacdo entre apoTf e os complexos RuFaines foi acompanhada por 2 h a 37°C. Os
espectros registrados sdo mostrados nas Figuras 4.4 a 4.6. A solucdo obtida da mistura da
apoTf com os complexos ficou levemente turva, o que explica a alta absorbancia em todo o
intervalo avaliado, mas nao foi filtrada, pois verificou-se anteriormente que a filtracdo nao
reduziu a turbidez. Em todos os casos, observou-se que a interagdo é rapida e o produto é

estdvel no periodo avaliado. Praticamente ndo houve alteracdes dos espectros com o
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tempo. Nos trés casos, observou-se o surgimento de dois ombros: um na regido entre 450 —
470 nm e outro na regido de 570 — 580 nm (para Ruibp e Ruceto; nos espectros do Runpx
esse ombro ndo foi visualizado). A banda presente na regido de 450-470 nm tem a
contribuicdo da banda da transicdo = (Ru-O, Ruy) — ©* (Ruy), que no complexo sozinho em
solvente organico aparece na regiao 425 — 440 nm.

Conforme mencionado anteriormente, a natureza do ligante equatorial ndo tem
influéncia sobre as transicdes eletrOnicas observadas. Dessa forma, comparando-se os
espectros das misturas apoTf / RuFaines com o do sistema apoTf / RuAc, pode-se dizer que
as bandas observadas nessas duas regides sdao bandas presentes no croméforo formado pela
unido dessas duas espécies, embora provavelmente haja uma contribuicdo maior da banda
do complexo livre na regidao de 450 — 470 nm. Nao foi possivel calcular o espectro diferencial
nesse caso porque o complexo sozinho precipita nas condi¢cdes empregadas nesse ensaio
(tampao fisiolégico pH 7,4, 2% v/v etanol). Os espectros dos complexos mostrados nas

figuras sdo em solvente organico (metanol ou etanol), apenas para fins de comparacao.

0,7

- ---apoTf0,1 mM
- - --Ruibp 0,1 mM (metanol)

0,6 H —— 0-120 min

Abs

0,0

: T . T : T r r :
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 4.4. Espectros eletronicos da apoTf (0,1 mmol L), da mistura ap6s a adicdo do
complexo Ruibp em concentragdo equimolar com o tempo (até 2 h), em tampao fisioldgico
pH 7,4 com 2% etanol v/v, a 37°C, e espectro do Ruibp em metanol (0,1 mmol L'l).
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Figura 4.5. Espectros eletrénicos da apoTf (0,1 mmol L), da mistura apds a adicdo do
complexo Ruceto em concentragao equimolar com o tempo (até 2 h), em tampao fisiolégico
pH 7,4 com 2% etanol v/v, a 37°C, e espectro do Ruceto em etanol (0,1 mmol L'l).
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Figura 4.6. Espectros eletronicos da apoTf (0,1 mmol L), da mistura ap6s a adicdo do
complexo Runpx em concentra¢do equimolar com o tempo (até 2 h), em tampao fisiolégico
pH 7,4 com 2% etanol v/v, a 37°C, e espectro do Runpx em etanol (0,1 mmol L™Y).

A reacdo entre os complexos Ru,-O,CR e a hTf também foi acompanhada por 2 h a

37°C. Os espectros registrados sdo mostrados nas Figuras 4.7 a 4.10.
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Assim como com a apoTf, em todos os casos avaliados (hTf na presenca de RuAc,
Ruibp, Ruceto e Runpx) observou-se a solubilizacdo do complexo no meio aquoso
tamponado na presenca da proteina, o que ndo ocorre na sua auséncia. Observou-se
também que a solucdo apresentou-se mais limpida do que no caso anterior, mas a passagem
de um laser ainda revela a presenca de particulas coloidais suspensas, o que é de se esperar
devido ao tamanho da macromolécula. A reacdo entre a proteina e os complexos é rapida;
os espectros eletronicos registrados com o tempo ndo mostraram alterag¢des significativas.

A hTf possui ions Fe(lll) em seus dois sitios de ligacdo. O Fe coordenado a proteina
mostra uma banda de transferéncia de carga tirosinato-metal (LMCT) caracteristica em 467
nm [86]—[88]. Outros metais coordenados a um dos sitios do ferro também exibem bandas
nessa regidao do espectro (400 — 500 nm, e = 4 — 9 x 10 mol™ L cm'l) e por isso a presenga de
uma banda nessa regido é diagndstica para a coordenacdo ao sitio especifico [88].

Comparando-se os espectros diferenciais, o perfil do espectro apds a mistura do
RuAc com a hTf (Figura 4.7) é semelhante em alguns aspectos ao do sistema RuAc / apoTf
(Figura 4.3). Observam-se as bandas em ~ 470 nm e 550 nm, mas as intensidades sdo bem
diferentes. Com a apoTf, a banda em 450 nm tem mais que o dobro da intensidade da banda
em 550 nm, e no caso da hTf a banda em 547 mostra-se um pouco mais intensa que a de
470 nm. Com a apoTf, a banda na regido do UV-proximo que se destaca estd em torno de
315 nm e é muito mais intensa, enquanto que com a hTf a banda aparece em 339 nm com
menor intensidade. A reacdo inicia-se rapidamente, mas ndo atinge o equilibrio dentro de 2
h. As variacdes observadas sdo minimas. Ao contrdrio do que ocorre com a apoTf, a abs na
regido acima de 400 nm diminui com o tempo. Observa-se um ponto isosbéstico em 396 nm
indicando um equilibrio. Ndo é possivel dizer se o ombro observado em 470 nm que diminui

com o tempo é relativo a alguma transicdo do complexo, onde esteja havendo troca do
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ligante axial, pois esta banda também pode estar relacionada a transicio LMCT do Fe(lll)
coordenado, cuja diminuicdo indicaria a saida do metal do seu sitio especifico. A banda em
339 nm, por outro lado, ndo aparece no espectro das espécies separadas entdo sugere-se
que seja relativa ao cromdforo resultante da reacdo, provavelmente envolvendo a
coordenacdo do centro dimetdlico de Ru, a residuos de aminoacidos da proteina, pois sabe-
se que nessa regiao aparecem bandas caracteristicas de transicées de transferéncia de carga
Ligante-Metal de complexos de Ru [89]. E interessante notar que o modo de interacdo entre

RuAc e transferrina é influenciado pela presenca do Fe(lll) coordenado no seu sitio

especifico.
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Figura 4.7. (a) Espectros eletrénicos da hTf (0,1 mmol L), do RuAc (0,1 mmol L) e da
mistura apds a adicdo do complexo a proteina em concentracdo equimolar com o tempo
(até 120 min), em tampao fisiolégico pH 7,4, a 37°C. (b) Espectros diferenciais obtidos apds

subtracdo dos espectros da hTf e do RuAc.

As reacOes entre hTf e os complexos com ligantes derivados dos FAINEs foram

acompanhadas por 2 h a 37°C. Os espectros diferenciais (figuras 4.8 a 4.10) sdo muito

semelhantes aos espectros observados da apoTf com os mesmos complexos, o que indica
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gue o modo de interacdo é semelhante e ndo envolve a coordenacdo ao sitio especifico do
Fe(lll), o que é de se esperar considerando que os ligantes derivados dos farmacos sdo
hidrofdbicos e volumosos, e portanto, ndo teriam afinidade pelo sitio polar do Fe(lll), além

de que impedimentos estéricos evitariam a entrada dos complexos nessa regido da proteina.

As interagdes sdo rdpidas e os produtos sdo estaveis por 2 h.
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Figura 4.8. (a) Espectros eletronicos da hTf (0,05 mmol L) e da mistura ap6s a adigo do
complexo Ruibp em concentragcdo equimolar com o tempo (até 120 min), em tampao
fisioldgico pH 7,4 com 2% etanol v/v, a 37°C. (b) Espectros diferenciais obtidos apds
subtracdo do espectro da hTf.
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Figura 4.9. (a) Espectros eletronicos da hTf (0,05 mmol L) e da mistura ap6s a adicdo do

complexo Ruceto em concentracdo equimolar com o tempo (até 120 min), em tampao

fisiologico pH 7,4 com 2% etanol v/v, a temperatura de 37°C. (b) Espectros diferenciais
obtidos apds subtracdo do espectro da hTf.
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Figura 4.10. (a) Espectros eletrdnicos da hTf (0,05 mmol L) e da mistura apds a adicdo do

complexo Runpx em concentracdo equimolar com o tempo (até 120 min), em tampao

fisioldgico pH 7,4 com 2% etanol v/v, a temperatura de 37°C. (b) Espectros diferenciais
obtidos apds subtracdo do espectro da hTf.
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4.2.1.2. Constantes de ligagao

Para estimar as constantes de afinidade entre os complexos e a transferrina (apo e
holo), foram feitas titulacGes das proteinas com os complexos, em meio tampao fisioldgico
pH 7,4, a 37°C, acompanhando-se as alteracbes por espectroscopia eletronica. A
espectroscopia UV-Vis é uma técnica adequada para acompanhar o equilibrio e a cinética de
reacOes quimicas, desde que uma das espécies envolvidas absorva nessa regiao [90].

Na literatura [91]-[94], geralmente o tratamento dos dados para essa estimativa
segue a equacdo de Benesi-Hildebrand [95], proposta no trabalho onde foram determinadas
as constantes de equilibrio das intera¢cdes do |, a moléculas aromaticas (A). A equacgao
conforme apresentada no artigo (Eg. 4.1., onde [l,] é a concentracdo molar de I,, / é
caminho éptico em cm, Abs é absorbancia, K é a constante de equilibrio para a formacao do
complexo LA, g é o coeficiente de extincdo molar do complexo |,A e [A] é a fracdo molar da
espécie aromatica) considera que a estequiometria do complexo formado é de 1:1 e que a

[A] >>> [I,A]. Ap6s os devidos rearranjos obtém-se a equacdo conforme mostrada na Eq. 4.1.

[L1x¢ 1 L1 oad
= X —+— 4.
Abs K-e. [A] & 1

A equacdo acima tem sido muito utilizada para estimarem-se as constantes de
equilibrio de diversos sistemas, substituindo-se [l,] pela concentracdo do ligante, [L] e a [A]
pela concentragao do substrato, [S]. No entanto, as consideracdes aplicadas aos sistemas
estudados por Benesi e Hildebrand podem ndo ser coerentes com outros sistemas
estudados, principalmente a suposicdo de que [S] >>> [Complexo].

Por essa razdo, é necessario retornar a deducdo da equacdo empregada. De acordo
com Perkampus [90], se o equilibrio entre as substancias X e Y para formar XY é X+Y = XY, a

constante de equilibrio termodinamico é expressa pela equacdo 4.2, onde g é a atividade do
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componente, ¢ é a concentracdo e f é o coeficiente de atividade da substancia. Se as
solucdes sdo bastante diluidas, pode-se assumir que as solug¢des sdo ideais, e , neste caso, os
coeficientes de atividade seriam equivalentes a 1 com uma boa aproximacdo e a constante
de equilibrio pode ser determinada sem ambiguidade, usando a relacdo de concentracdes
no equilibrio.

a c
Ka — Xy _ Gy fxy — Ke fxy
ax Xay cxXcy fxXfy fx X fy

Eq.4.2

A lei de Lambert-Beer estabelece que A = &€ X b X ¢, onde A é a absorbancia, cé a
absortividade molar, b é o caminho dptico e ¢ a concentragdo. A absorbancia num dado
comprimento de onda é a soma das contribuicdes de todas as espécies absorventes no meio.
A densidade 6ptica D (A / b) no equilibrio, para uma dada concentragdo inicial cqy, Coy €

expressa pela Eq. 4.3.

A
D= B (cox — cxy)ex + (Coy — Cxy)ey + Cxyéx Eq.4.3

No caso em estudo, trata-se da formacdo de um aduto genérico Ru-proteina.
Geralmente, a formacdo de complexos em solucdo pode ser descrita pela Eq. 4.4, onde D
representa a espécie doadora de elétrons e A a espécie aceptora, gerando o complexo D,,A,.

mD + nA = DA, Eq.4.4

A constante e equilibrio para a rea¢do acima pode ser expressa pela Eq. 4.5., onde cpa

é a concentracdo do complexo DA, Cop € a concentracgdo inicial do doador D e cos € a

concentracdo inicial do aceptor A.

Cpa Cpa

Ke = (cop)™ X (€)™ B [cop — m(cpa)]™ X [coa — n(cpa)]™

Eq.4.5

Um complexo 1:1 é o mais comum e a equac¢do acima pode ser simplificada, com

m=n=1, conforme Eq. 4.6.
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Cpa

Kc =
(cop — €pa) X (Coa — Cpa)

Eq.4.6

A medida da absorbancia experimental A. em um comprimento de onda selecionado
é devido a composicdo no equilibrio, conforme Eq. 4.7. &, & e &pa Sa0 as absortividades
molares das espécies doadora, aceptora e do complexo, respectivamente.

A = [ep X (cop — cpa) X b] + [e4 X (coa — Cpa) X b] + [epa X cpy X b]  Eq.4.7

Isolando cps obtém-se a relagdo da Eq. 4.8, onde AA = A, — epCopb — €4Coab =
A, —Ap — Ay, AA/b = D’ é a densidade dpticae Ae = epy — €p — &4.

Ae - (EDCOD + gACOA) - b _ AA _ D,
(spa—€p—¢€4)'b  Ae-b  As

CDA = Eq48

Para obter uma relagdo linear para uma avaliacdo, inverte-se a Eq. 4.6, obtendo-se a
Eq. 4.9.

1 Cop " Coa
— =———"—(cogp t+ Coy) +¢ Eq.4.9
Kec Con (cop 04) DA q

Considerando que, normalmente, trabalha-se com um excesso de doador nesses
estudos, pode-se considerar que cop + Coa >>> Cpa, €ntdo desconsidera-se o Ultimo termo cpa.

Substituindo na Eq. 4.9 o termo cp, conforme deduzido na Eqg. 4.8, obtém-se a Eq. 4.10.

1 COD " COA " bAE
—=—————(copt+c Eq.4.10
Kec A (cop 04) q
E apds transformacdo e conversao, obtém-se a Eq. 4.11.

COD " COA - b _ 1 % 1 + 1
(cop + Coa)AA  KcAe ™ cop +coa  As

Eq.4.11

Se o lado esquerdo da equacgdo é plotado contra 1/(cop + Coa), (KcAg)™ é obtido da
inclinacdo da reta, e (Ag)’l do intercepto. Se os & e & sdo conhecidos, &, e Kc podem ser
calculados.

Outra aproximacao ainda pode ser feita: considerando que ha um excesso de doador

(ligante), entdo cop >> coa. A equacgao pode ser reduzida a Eq. 4.12.
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ath 1 1,1 Eq.4.12
= X— 4+ — 4.
A Kche  cop ' Ae 1

A equacgdo acima é a conhecida equacdo de Benesi-Hildebrand. Na equacgao original,
assume-se que os reagentes nao absorvam no comprimento de onda considerado, isto &, A,
Ap, €4 € €p sdo iguais a 0. Aqui mantem-se AA e Ae porque como é observado nos resultados,
os reagentes absorvem em menor extensdao, mas ainda absorvem, entao essa aproximagao
ndo é vdlida para o sistema em estudo.

Outra equacdo encontrada na literatura (Eq. 4.13) é a descrita por Stephanos [96],
[97], que em seus trabalhos foi aplicada a dados de espectroscopia eletrénica. Assim como
no caso anterior, considera-se que a estequiometria do produto formado é 1:1, e que efeitos
de interacées fracas ndo coordenantes como no caso de interagcdes hidrofébicas, resultariam
em ndo-linearidade da curva. Nesta equacdo, Ap é a absorbancia da solucdo com a
concentracdo inicial da proteina, A, é absorbancia da solu¢do contendo a proteina ligada, A
é absorbancia registrada em diferentes concentracdes do ligante, L, é a concentracdo do

ligante adicionada.

! = 1 + ! X - Eq.4.13
A=Ay Am—Ay  KlAw—45] " [Lo] -

Posteriormente a equac¢dao acima foi aplicada a estudos de fluorescéncia nos
trabalhos de Guchhait et. al. [93], [98], substituindo-se as absorbancias por intensidades de
fluorescéncia. Nesses trabalhos, o fato de se obterem correlagdes lineares quando plota-se
1/[Lo] x 1/A-Aq é indicativo de que a estequiometria da rea¢do é 1:1 conforme pressuposto.
Para checar essa atribuicdo, os dados também sdo tratados utilizando-se a Eq. 4.14, que
modifica a Eg. 4.13 para considerar que a estequiometria do produto formado é 1:2. O fato
de ndo se obter uma correlacdo linear confirma a suposicdo anterior de que o produto tem

estequiometria 1:1.
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1 1 4 1 1
= X
A—Ay Aw—A4y K[Ax —A4y] [Lo)?

Eq.4.14

A reacdo entre a proteina apoTf (P) e os complexos de Ru (ligantes da proteina, L),
pode ser expressa pela equagdo quimica
mP +nL = B,L,
Com uma constante de equilibrio

{Puba]
[P]™[L]"

K =

Considerando que a reacdo tenha estequiometria 1:1 (m=n=1), a constante de
equilibrio foi estimada pelas equacdes 4.11 (onde se considera que a concentracdo dos
reagentes é bem maior do que do produto), 4.12 (equagdo de Benesi-Hildebrand, que além
da suposicao anterior, considera ainda que a concentracdo do ligante, nesse caso de
complexo, é bem maior que a do substrato, nesse caso a proteina) e a 4.14.

Tendo em vista que a reacao foi estudada em condi¢Bes especificas e que o equilibrio
nao foi de fato alcancado (pelo menos no caso das rea¢gdes com o complexo RuAc), as
constantes estimadas representam apenas constantes de afinidade aparentes (Kyqp)-

Para fins de comparacdo, os dados foram tratados usando-se as equacoes 4.11, 4.12

e 4.13, e os graficos das titulacGes e curvas obtidas das equacbes sdo mostrados nas figuras

4.11 a 4.18. A Tabela 4.3 traz os resultados calculados para as constantes de afinidade.
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1,00 g 08
422nm  _ apoTf + RuAc (1:0,5 a 1:10) 320
P RuAc (0:0,5 a 0:10) 1:10 (0,77 mM RuAc)
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Figura 4.11. Espectros eletronicos registrados na titulacdo da apoTf (concentracdo inicial
1,075 x 10 mol L") com RuAc, variando a concentragio de complexo de 0 a 0,77 mmol L™
(razdo molar apoTf:RuAc de 1:0 a 1:10) com incrementos de 1,25 x 107 mol. Meio: tamp3o

fisioldgico pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Em azul sdo mostrados os espectros da mistura
apos adicoes sucessivas de complexo a uma quantidade fixa de proteina, e em vermelho os

espectros do RuAc nas mesmas condigdes, na auséncia de proteina. (b) Espectros
diferenciais obtidos apds a subtracdo dos espectros da apoTf e do RuAc nao reagido nas
mesmas condicoes.

(a) (b) (c)
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1/([RuAc]+[apoTf]) 1/[RuAc] 1/[RuAc]

Figura 4.12. Gréficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 450 nm, para o sistema apoTf / RuAc.

No caso dos complexos com ligantes derivados dos FAINEs, ndo foi possivel registrar

espectros eletronicos dos complexos sozinhos em tampao fisiolégico pH 7,4 devido a baixa
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solubilidade deles nesse meio. Mas para apenas ter-se uma ideia da intensidade da
absorbancia na regido espectral estudada, registrou-se o espectro eletrénico de uma solucao
de concentracdo aproximadamente 1,2 mmol L't em meio etanol/agua 60/40, e calculou-se
o espectro eletronico para as concentracdes usadas na titulacdo, com base na lei de

Lambert-Beer, que estabelece que a concentracdo é diretamente proporcional a

absorbancia.

O comprimento de onda escolhido para os cdlculos foi o que apresentou menor
interferéncia das bandas do complexo. No caso do sistema apoTf / RuAc, fez-se o desconto
da absorbancia do complexo livre na mesma concentragdo, e no caso dos sistemas apoTf /

RuFaines, escolheu-se o comprimento de onda entre 580 — 590 nm, nos quais o complexo

livre ndo absorve.

— Ruibp 1,2 mM (etanol/agua - 60/40)
(a) (b) |- Ruibp calculado (0,01 mM a 0,18 mM)
1,2 1
PP 111111 S apoTf 0,02 mM (1:0) “ 429 nm
——apoTf + Ruibp (1:0,5 a 1:10), \
1,04 | a\
1,2 ) [\
\ 1:10 (0,18 mM Ruibp) | [\
\ | \
\ \ / ‘u)
1,04} 084 | [
\ I
el 1:0 (0 mM Ruibp) o
[2] ’ \ [2] / \
fe) o 0,6 - \ / \
< < \/ \
\
\
0,4 \
B 542 nm
I
0,2 -n&
o,
0,0 ——— === T | S — T T T T 1 0,0 - T ¥ T T
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Figura 4.13. Espectros eletronicos registrados na titulacdo da apoTf (concentracao inicial
2,09 x 10 mol L") com Ruibp, variando a concentragdo de complexo de 0 a 0,18 mmol L™
(razdo molar apoTf:Ruibp de 1:0 a 1:10) com incrementos de 2,4 x 10® mol. Meio: tampao
fisiolégico pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adi¢cOes sucessivas de
complexo a uma quantidade fixa de proteina. (b) Em vermelho, espectro do Ruibp 1,2 mM

em meio etanol/agua 60/40 e em preto, espectros simulados para cada concentragdo usada
na titulacao, calculados com base no espectro da solucdo de 1,2 mM.
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Figura 4.14. Graficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 582 nm, para o sistema apoTf/Ruibp.
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Figura 4.15. Espectros eletronicos registrados na titulacdo da apoTf (concentragao inicial
2,09 x 10™ mol L'l) com Ruceto, variando a concentra¢ao de complexo de 0 a 0,18 mmol Lt
(razdo molar apoTf:Ruceto de 1:0 a 1:10) com incrementos de 2,4 x 10°® mol. Meio: tampao
fisiolégico pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adi¢cOes sucessivas de
complexo a uma quantidade fixa de proteina. (b) Em vermelho, espectro do Ruceto 1,3 mM

em meio etanol/agua 60/40 e em preto, espectros simulados para cada concentra¢do usada
na titulacdo, calculados com base no espectro da solugdo de 1,3 mM.
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Figura 4.16. Graficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 590 nm, para o sistema apoTf/Ruceto.
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Figura 4.17. Espectros eletronicos registrados na titulacdo da apoTf (concentragao inicial
2,05 x 10 mol L") com Runpx, variando a concentragdao de complexo de 0 a 0,17 mmol Lt
(razdo molar de apoTf:Runpx de 1:0 a 1:10) com incrementos de 2,46 x 10°® mol. Meio:
tampao fisiolégico pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adicdes
sucessivas de complexo a uma quantidade fixa de proteina. (b) Em vermelho, espectro do
Runpx 1,2 mM em meio etanol/agua 60/40 e em preto, espectros simulados para cada
concentrac¢do usada na titulacdo, calculados com base no espectro da solucdo de 1,2 mM.
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Figura 4.18. Graficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 580 nm, para o sistema apoTf/Runpx.

Tabela 4.3. Constantes de afinidade aparentes calculadas para os sistemas apoTf / Ru,-
CO,CR

Complexo RuAc
Equag¢do / A max. 450 nm
4.11 K (mol™L) 564
R? 0,9943
4.12 K (mol™L) 439
R? 0,9979
4.13 K (mol™L) 807
R? 0,9979
4.15 K (mol™L) 950
Covariancia 0,0006

Ao aplicar-se as equacdes anteriores aos dados, obtiveram-se valores negativos de
constantes de afinidade para os sistemas apoTf / RuFaines, o que ndo tem significado fisico.
Conforme verificado, as equagdes acima, embora bastante utilizadas, assumem alguns
pressupostos que podem ndo ser verdadeiros para os sistemas em estudo aqui. O ideal seria

tratar os dados com equagles ndo-lineares que ndo fazem tais aproximagdes, como
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[Reagentes]jve =~ [Reagentes]agicionada, ONde possam ser usados os valores conhecidos das
concentracdes de ligante e substrato realmente utilizados na andlise [99].

Tendo isso em mente, os dados foram novamente tratados, mas agora usando-se as
equacdes seguintes, nas quais a Unica suposicdo feita é de que a estequiometria do aduto é
1:1 (Eqg. 4.15) ou 1:2 (Eg. 4.16). O ajuste dos dados a essas equacdes foi feito usando-se o
programa MatLab, (com os arquivos necessarios para esses calculos disponibilizados online
como material suplementar) ou através dos aplicativos disponibilizados em
http://app.supramolecular.org/bindfit, que utilizam a mesma metodologia. O que o autor
sugere é que se apliquem os dois modelos e avalie-se qual descreve melhor os dados. Como
parametro de qualidade do ajuste avaliou-se a covariancia obtida: valores menores que
0,001 foram considerados bons, menores que 0,0001 muito bons e acima de 0,01 foram

considerados ruins [99].

AAobs

2
e %(po FLy+ K%) - \/(PO + Lo+ Kia) + 4[P][Lo] Eq.4.15
Onde P, e Lp representam as concentracdes iniciais de proteina (apoTf) e de ligante
(complexos Ru,), AA.ps € a variacdo da absorbancia observada em dado comprimento de
onda e g4p, € a variagao da absortividade molar.

No caso da formagdo de um aduto com estequiometria 1:2, calculam-se duas

constantes, K; e K, relativas aos dois equilibrios sucessivos:

PiLapL K =M PL+L=PL, K, =-r2)
" ST TA IR TIATTA
[LI3(A) + [L]*(B) + [LI(C) — [L]p = 0 Eq.4.16

Com: A = (K1K;), B = {K;(2K;[P]o — K;[L]o + 1)} e C = {K;([P]o — [L]o) + 1}
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Para o sistema apoTf / RuAc, o modelo que melhor descreveu os dados foi o que
considera a formacdo de um aduto de estequiometria 1:1 (Figura 4.19), com uma constante
de 950 mol™® L. Este resultado apresenta a mesma ordem de grandeza daqueles obtidos
pelas equagdes lineares discutidas anteriormente. O modelo 1:2 n3do se ajustou aos dados.

Para os sistemas apoTf / RuFaines, no entanto, nenhum dos dois modelos se ajustou
aos dados. Os valores de constantes obtidos (préximos de zero) e a covariancia do ajuste

mostram que o modelo 1:1 ndo descreve bem os dados.
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Figura 4.19. Variacdo da absorbancia em 450 nm do sistema apoTf / RuAc, e ajuste da
equacgao 4.15.

O que esses dados mostraram, embora ndo tenha sido possivel estimar-se as
constantes de ligacdo para os sistemas apoTf/RuFaines, é que a presenca da proteina
aumenta a solubilidade do complexo no meio, e que essa interacdo é relativamente fraca,
pois a constante de ligacdo aparentemente é baixa. De acordo com a literatura [99], as
condicGes experimentais deveriam ser ajustadas aumentando-se a concentracdo inicial de

proteina e aumentando-se o intervalo de aquisicdo de dados até altas razes molares. No
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entanto, para essa técnica isso seria impraticavel pois a absorbancia excederia o limite de
1,0, em que a lei de Beer se aplica.

A hTf também foi titulada com solucdes os complexos Ru,-CO,CR com o objetivo de
se calcular as constantes de ligacdo pelo mesmo método usado com a apoTf. Os espectros
eletrénicos e graficos das equacdes sdo mostrados nas figuras 4.20 a 4.27, e as constantes

calculadas na Tabela 4.4.

— hTf 0,05 mM (1:0) 0.30 4 343 nm
—— hTf + RuAc (1:0,5 a 1:10)
RuAc (0:0,5 a 0:10) 0,25

1:10 (0,38 mM RuAc)

|

1:0,5 (0,03 mM RuAc)
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-0,10 - 446 nm
=T =T ep— -0,15 T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
% (nm) L (nm)

Figura 4.20. Espectros eletronicos registrados na titulagdo da hTf (concentragdo inicial 5,33 x
10" mol L") com RuAc, variando a concentrac¢ao de complexo de 0 a 0,38 mmol L™ (razdo
molar hTf:RuAc de 1:0 a 1:10) com incrementos de 6,26 x 10® mol. Meio: tampao fisiolégico
pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Em azul sdo mostrados os espectros da mistura apds adicoes
sucessivas de complexo a uma quantidade fixa de proteina, e em vermelho os espectros do
RuAc nas mesmas condic¢des, na auséncia de proteina. (b) Espectros diferenciais obtidos
apos a subtracdo dos espectros da hTf e do RuAc ndo reagido nas mesmas condigdes.
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Figura 4.21. Graficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12, (c) 4.13 e (d) 4.15, aplicados aos dados
registrados em 343 nm, para o sistema hTf/RuAc.

Para o sistema hTf / RuAc, os valores calculados ficaram préoximos dos verificados
com a apoTf, exceto que para a equacdo 4.15 o valor de K foi aproximadamente a metade
daquele observado com a apoTf, o que pode estar indicando que a interacdo é mais fraca
quando o Fe(lll) estd coordenado ao seu sitio especifico conforme proposto com base no
estudo cinético. No entanto, é bom destacar que a banda monitorada para o calculo com a
hTf (343 nm) sofre maior alteracdo com o tempo do que a observada no calculo com a apoTf

(450 nm). Além disso, a covaridncia do ajuste mostrou um valor superior a 0,001, o que
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mostra que mesmo esta equacado nao estd descrevendo bem os dados. Da mesma forma que
com a apoTf, os resultados para os sistemas hTf / RuFaines retornaram constantes negativas

ou iguais a zero na maior parte dos casos.
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Figura 4.22. Espectros eletrénicos registrados na titulacdo da hTf (concentracdo inicial 1,6 x
10 mol L'™) com Ruibp, variando a concentracio de complexo de 0 a 0,14 mmol L™ (razdo
molar hTf:Ruibp de 1:0 a 1:10) com incrementos de 1,8 x 10 mol. Meio: tamp3o fisiolégico
pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adicdes sucessivas de complexo a
uma quantidade fixa de proteina. (b) Espectros diferenciais obtidos apds a subtracdo do
espectro da hTf.
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Figura 4.23. Gréficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 582 nm, para o sistema hTf/Ruibp.
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Figura 4.24. Espectros eletrénicos registrados na titulacdo da hTf (concentracdo inicial 1,6 x
10™° mol L") com Ruceto, variando a concentracio de complexo de 0 a 0,14 mmol L™ (razdo
molar hTf:Ruceto de 1:0 a 1:10) com incrementos de 1,8 x 10 mol. Meio: tamp3o fisioldgico
pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adicdes sucessivas de complexo a
uma quantidade fixa de proteina. (b) Espectros diferenciais obtidos apds a subtracdo do

espectro da hTf.
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Figura 4.25. Gréficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 590 nm, para o sistema hTf/Ruceto.
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Figura 4.26. Espectros eletrénicos registrados na titulacdo da hTf (concentracdo inicial 1,6 x
10 mol L'™) com Runpx, variando a concentracio de complexo de 0 a 0,13 mmol L™ (razdo
molar hTf:Rnpx de 1:0 a 1:10) com incrementos de 1,8 x 10°® mol. Meio: tamp3o fisiolégico
pH 7,4, temperatura: 37°C. (a) Espectros da mistura apds adicdes sucessivas de complexo a
uma quantidade fixa de proteina. (b) Espectros diferenciais obtidos apds a subtracdo do

espectro da hTf.
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Figura 4.27. Gréficos das equacdes (a) 4.11, (b) 4.12 e (c) 4.13, aplicados aos dados
registrados em 580 nm, para o sistema hTf/Runpx.
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Tabela 4.4. Constantes de afinidade aparentes calculadas para os sistemas hTf / Ru,-CO,CR.

Complexo RuAc
Equagdo / A max. 343 nm

4.11 K (mol™L) 515
R2 0,9897

4.12 K (mol™L) 720
R2 0,9974

4.13 K (mol™L) 1509
R2 0,9974

4.15 K (mol™L) 444
Covariancia 0,0017

Os resultados obtidos por espectroscopia eletrénica mostraram que existe uma
interacdo entre a transferrina, seja ela em sua forma apo ou holo, com os complexos Ru,-
CO,CR, que esta interacdo ocorre rapidamente, que o produto é relativamente estavel, que
ele apresenta caracteristicas espectrais distintas que indicam que a ligacdo metal-metal esta
sendo mantida, embora ndo se possa afirmar que os ligantes equatoriais estejam se
mantendo coordenados. Os resultados também indicam que a interacdo com a proteina se
da principalmente pelas posicdes axiais dos complexos. A técnica, no entanto, nao foi
adequada para estimar as constantes de afinidade para os sistemas Tf / RuFaines, e as
obtidas para os sistemas Tf / RuAc ddo apenas indica¢gdes quanto a estabilidade do aduto
formado. A ordem de grandeza dos valores calculados (10 mol™ L) s30 menores gue aquelas
determinadas para a interacdo do KP1019 com a apoTf (10 mol™ L) [72]. Os compostos ndo
mostraram saturacdo da proteina nas condi¢des analiticas empregadas, ou seja, ndo foi
atingida a estabilidade do sinal que indicaria o término da reacdo, no sentido de que a

guantidade maxima de produto fosse obtida. Este fato indica que as afinidades sdo baixas.
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Devido ao modelo de interagdo 1:1 n3do ser aplicavel para descrever os dados, a auséncia de
uma saturacdo discernivel ndo pode ser atribuida apenas a uma baixa afinidade, mas
provavelmente também como consequéncia da existéncia de multiplos sitios de ligacao.
Estes podem ser sitios secunddrios bem definidos, ou cavidades hidrofdbicas, ou superficies

gue se ligam de maneira inespecifica [42].

4.2.2. Espectroscopia de dicroismo circular

Outro aspecto da interacdo entre a apoTf e os complexos dimetalicos de ruténio
investigado foi a sua influéncia sobre a estrutura secundaria da proteina. Este é um aspecto
importante, se levarmos em conta que a sua atividade depende da ligagdo ao receptor
especifico localizado na membrana celular, o que, por sua vez, depende da conformacao da
proteina, e que se ndo for mantida, pode comprometer o desempenho da sua funcgao.
Embora a conformacao da proteina nao seja observada diretamente, altera¢cdes na estrutura
secundaria podem indicar a manutenc¢do ou ndo da sua estrutura tercidria.

A luz plano-polarizada pode ser vista como sendo composta por duas componentes
circularmente polarizadas a esquerda e a direita de igual magnitude. Algumas moléculas
apresentam a propriedade de dicroismo circular, na qual ela absorve em diferentes
extensdes cada uma dessas componentes. A técnica, entdo, se baseia na diferenca de
absorcdo que uma molécula apresenta em relacdo a radiacdo circularmente polarizada a
direita e a esquerda. A radiac¢do resultante possui uma polarizacdo eliptica. A propriedade de
dicroismo circular é uma consequéncia da assimetria estrutural de uma molécula [73]. O
esqueleto peptidico das proteinas é intrinsecamente assimétrico, o que lhe confere a

propriedade de dicroismo.



[104]

As proteinas absorvem em algumas regides distintas. Na regido do ultravioleta
distante (abaixo de 240 nm), a absorcdo é devido principalmente as ligacGes peptidicas. A
banda em aproximadamente 220 nm é devido a transicdo n — 1*, e a banda mais intensa
em 190 nm é atribuida a transicdo m — n*. Os diferentes elementos de estruturas
secundarias (a-hélice, folha-, etc.) geram padrdes caracteristicos no espectro de dicroismo
dessa regido. Na regido do ultravioleta préximo (260 — 320 nm), as absor¢Ges sdo atribuidas
a transicdes das cadeias laterais aromadticas dos aminodcidos triptofano, tirosina e
fenilalanina. Pontes dissulfeto também absorvem nessa regido. Cofatores ndo proteicos
ligados a proteina podem absorver na regido do visivel, como, por exemplo, grupos heme,
gue absorvem em aproximadamente 410 nm, com outras bandas no intervalo de 350 — 650
nm [73]. A ligacdo de outras moléculas a proteina também pode gerar bandas em qualquer
regido do espectro, pela indugdo de assimetria estrutural numa determinada regido. E o que
ocorre, por exemplo, quando o ion Fe(lll) se coordena aos seus sitios de ligacdo na
transferrina. Surgem duas bandas na regido do visivel, uma negativa em 455 nm e uma
positiva em 360 nm [100].

Na andlise de proteinas, é possivel estimar-se o conteldo de cada tipo de estrutura
secunddria (a-hélice, folha-B, turns) com base nos padrdes espectrais conhecidos desses
elementos, e é com este objetivo que este estudo foi feito. A transferrina foi avaliada por
dicroismo circular, adicionando-se concentra¢bes variadas dos complexos RuAc, Ruibp,
Ruceto e Runpx, e observando-se as alteragdes no seu espectro CD. As estimativas foram
feitas por 3 métodos que empregam diferentes algoritmos, SELCON3, CDSSTR e CONTIN/LL,
gue estdo implementados no pacote de programas CDPro, disponivel online
(http://sites.bmb.colostate.edu/sreeram/CDPro/). As médias obtidas de cada elemento

pelos 3 métodos foi utilizada como resultado final.
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Os cdlculos consideram que o espectro de CD de uma proteina na regido de 190 —
240 nm é uma combinacao linear dos espectros de cada elemento de estrutura secunddria.
A Figura 4.28 mostra espectros associados a cada um desses elementos. Para estimar-se o
conteudo de cada tipo, o programa utiliza algoritmos que comparam o espectro da amostra
com os espectros de um banco de dados de proteinas ricas em a-hélice, ou folha-f ou

ambas, cujas estruturas tenham sido determinadas por cristalografia de raios-X [73], [74].
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Figura 4.28. Espectros de CD na regidao do UV distante associados a cada tipo de estrutura
secundaria. Linha sdlida (azul) a-hélice; linha tracejada longa (rosa), folha-3 antiparalela;
linha pontilhada (amarela), S-turns, linha tracejada cruzada, hélice 3;; linha tracejada curta
(verde), estrutura irregular. Adaptada da referéncia 73.

Os espectros registrados para cada sistema e as estimativas dos conteldos de cada
tipo de estrutura secundaria sdo mostrados nas figuras 4.29 a 4.32. Observando-se os
espectros de CD dos diferentes sistemas, nota-se que a adicdo de concentracdes crescentes
dos complexos ndo produziu uma variacdo sistematica no perfil dos espectros; antes
observa-se que a intensidade das bandas em 208 e 222 nm variam aleatoriamente. Essas

variacdes poderiam, em tese, ser atribuidas a modificagdes na estrutura secunddria da
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proteina na presenca dos complexos. A estimativa do conteldo de cada tipo de estrutura
secundaria, entdo, sera de grande valor para avaliar a extensdo dessas modificacdes.

Para o sistema apoTf / RuAc (Figura 4.29), inicialmente hd um decréscimo no
conteudo de a-hélice (0,22 para 0,20), que aumenta a medida em que a concentracdo de
complexo também aumenta, até que por volta da razdo molar apoTf:RuAc de 1:10, ela estd
novamente no mesmo nivel inicial. A variacdo total, considerando a proteina nativa e a
proteina contendo excesso de complexo de 50 vezes foi de 0,02. As variacdes no conteludo
de a-hélice foram acompanhadas por variagdes equivalentes no conteudo de folha-B3, e as

estruturas randémica e turns permaneceram aproximadamente constantes.

(@) (b) —=— g-hélice

0.35 —e— Folha-p
—A— V/oltas (turns)
—v— Randbémica

10

o

w

S
1

—1:0
— 11
— 11,5
—1:2
—1:3
—14
—15
—1:10
—1:20
— 1:30
1:40
— 1:50
— RuAc
0,25 mM

-10 4

CD (mdeg)
(=}
>
1

-20 4

Fragao estrutura secundaria
o
N
o
1

-30 4

— + 1+ 1 r Tr r Tr r T T 1 0,15 T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260 1:1 1:2 14 1110 1:30  1:50
A (nm) Razao molar [RuAc] / [apoTf]

Figura 4.29. (a) Espectros de dicroismo circular do sistema apoTf/RuAc, com concentragdo de
apoTf fixa (5 umol L) e concentracdes crescentes de RuAc. Meio tamp3o fisiolégico pH 7,4,
30 min de incubacdo a 37°C. (b) Médias das estimativas das fracdes dos diferentes tipos de
estrutura secundaria obtidas pelos métodos CDSSTR, Contin/LL e Selcon3. As barras de erro

representam o desvio padrdo das determinacdes realizadas pelos trés métodos.

No sistema apoTf / Ruibp (Figura 4.30), o conteiddo dos diferentes elementos
permanece aproximadamente constante até a razdo molar apoTf:Ruibp de 1:5. Acima disso,

nas razées molares 1:10 e 1:20, observa-se o decréscimo do contetdo de a-hélice (de 0,23
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para 0,18 em 1:20, em relacdo ao registrado na proteina nativa), acompanhado pelo

aumento dos demais tipos de estrutura secundaria.
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Figura 4.30. (a) Espectros de dicroismo circular do sistema apoTf/Ruibp, com concentracdo
de apoTf fixa (5 umol L) e concentragdes crescentes de Ruibp. Meio tamp3o fisioldgico pH
7,4 com 10% etanol v/v, 24 h de incubacgdo a 37°C. (b) Médias das estimativas das fra¢des
dos diferentes tipos de estrutura secundaria obtidas pelos métodos CDSSTR, Contin/LL e
Selcon3. As barras de erro representam o desvio padrdo das determinacdes realizadas pelos
trés métodos.

O sistema apoTf / Ruceto (Figura 4.31), assim como no caso anterior, manteve-se
aproximadamente constante até a razdo molar apoTf:Ruceto de 1:5, embora tenha-se
observado uma oscilagdo maior do conteddo de a-hélice em torno de um valor médio nas
raz6es molares de 1:1,5 a 1:3, com a variacdo correspondente no conteldo da estrutura
randomica. Na razdo molar apoTf:Ruceto de 1:20, o conteudo de a-hélice diminuiu 0,03
(0,20) em relacdo ao registrado na proteina nativa (0,23), acompanhado pelo aumento do
conteudo de folha-f (de 0,25 para 0,28). No caso do sistema apoTf / Runpx (Figura 4.32), o

conteudo dos diferentes elementos de estrutura secundaria permaneceu constante em todo

o intervalo de concentracdes estudado.
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Figura 4.31. (a) Espectros de dicroismo circular do sistema apoTf/Ruceto, com concentragdo
de apoTf fixa (5 umol L) e concentragdes crescentes de Ruceto. Meio tamp3o fisiolégico pH
7,4 com 10% etanol v/v, 24 h de incubacgdo a 37°C. (b) Médias das estimativas das fracoes
dos diferentes tipos de estrutura secundaria obtidas pelos métodos CDSSTR, Contin/LL e
Selcon3. As barras de erro representam o desvio padrao das determinagdes realizadas pelos
trés métodos.
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Figura 4.32. (a) Espectros de dicroismo circular do sistema apoTf/Runpx, com concentra¢do
de apoTf fixa (5 umol L™) e concentracdes crescentes de Runpx. Meio tamp3o fisiolégico pH
7,4 com 10% etanol v/v, 24 h de incubacgdo a 37°C. (b) Médias das estimativas das fragdes
dos diferentes tipos de estrutura secundaria obtidas pelos métodos CDSSTR, Contin/LL e
Selcon3. As barras de erro representam o desvio padrao das determinacgdes realizadas pelos
trés métodos.
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De modo geral, a presenca dos complexos ndo afetou de forma significativa a
estrutura secundaria da proteina, até a razdao molar proteina:complexo de 1:30 (para o
sistema apoTf / RuAc) e 1:10 (para os sistemas apoTf / Ruibp e apoTf / Ruceto). O sistema
apoTf / Runpx ndo apresentou alteracdes no intervalo de concentracdes estudado (até razdo
molar proteina:complexo 1:20). A maior variacdo foi observada no sistema apoTf / Ruibp
(diminuicdo de 0,05 no conteudo de a-hélice, comparando-se a proteina nativa e a proteina
na presenca de excesso de 20 vezes de complexo). Pode-se concluir entdo que os complexos
ndo estdo provocando a desnaturacdo da proteina, embora ndo se possa afirmar que sua
estrutura tercidria esta sendo mantida.

Estudos de CD mostraram que a interagdo da apoTf com ions Fe(lll) e Al(lll) (que se
liga nos sitios especificos do ferro) ndo altera significativamente sua estrutura secundaria,
embora tenha se observado uma pequena diminui¢cao no conteudo de a-hélice na presenca
de Al(lll). Esses resultados indicam que ions metdlicos podem entrar nos sitios de ligacao
pré-formados especificos do ferro sem que hajam mudancas significativas na estrutura
secunddria da proteina [55], [101]. Por outro lado, a entrada de ions Fe(lll) nos sitios
especificos da apoTf, leva a mudangas conformacionais considerdveis em sua estrutura
tercidria, que passa a adotar uma conformacdo mais fechada quando na sua forma holo do
que em sua forma apo. No entanto, a regido que se movimenta para alternar essas
conformacbes (aberta e fechada) é uma regido sem estrutura definida localizada entre os
dois lobos da proteina, e justamente por isso é flexivel [59], [60], [102], [103]. As alteraces
conformacionais poderiam ser vistas na regido aromatica do espectro CD (260 — 320 nm), no
entanto ndo foram encontradas as condicBes ideais para essa avaliagdo dos sistemas apoTf /

RUz-COZCR.
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A interacdao dos complexos RuAc, Ruibp e Ruceto com a HSA foi avaliada por CD
também em condicGes similares, e mostrou alteragdes muito mais pronunciadas em
menores razdes molares. A diminuicdo do contelddo de a-hélice foi de 9% para o sistema
HSA / RuAc, 13% para o sistema HSA / Ruibp e 14% para o sistema HSA / Ruceto,
comparando-se a proteina nativa com a proteina contendo um excesso de complexo de 5
vezes [26], [29], [35]. A estrutura secundaria da apoTf, é, portanto, mais estavel que a da

albumina frente a interagdo com os mesmos complexos.

4.2.3. Espectroscopia de Fluorescéncia

4.2.3.1. Fluorescéncia intrinseca

A fluorescéncia intrinseca das proteinas provém dos residuos dos aminodcidos
triptofano, fenilalanina e tirosina, e em grande parte delas, a fluorescéncia é devida quase
exclusivamente ao triptofano, porque fenilalanina tem um rendimento quantico muito baixo
e a tirosina é quase totalmente suprimida se ela estd ionizada ou préxima a um grupo amino,
um grupo carboxil ou residuo de triptofano [49].

A emissdo do indol do triptofano é bastante sensivel a mudancas no microambiente
local e pode ser usada para monitorar interacbes com varias espécies [43]. Em geral,
observa-se a supressao da fluorescéncia da proteina sob a interacdo com uma molécula
ligante, e a literatura estd repleta de exemplos [43], [46], [104]—-[106], mas um aumento da
emissdao também é possivel, e pode indicar que tipos de alteragdes estdo ocorrendo ao redor
dos aminoacidos emitentes [101], [107], [108]. Deslocamentos do A3 da banda de emissdo
sdo um importante indicio de alteracées da polaridade no microambiente do Trp. O indol
tem um maximo de absorcdao em torno de 280 nm, e emite em aproximadamente 340 nm.

No entanto, se o ambiente no qual o residuo esta inserido for mais polar, 0 Ansx da transicao
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sera deslocado para o vermelho, enquanto que se o ambiente for menos polar, a tendéncia
é que 0 Amax da transicdo seja deslocado para o azul. Em estudos com proteinas, a excitacdo
em 295 nm é seletiva apenas para os residuos de Trp, enquanto que a excitacdo em 280 nm
excita tanto Trp como Tyr [75]. Nos estudos realizados optou-se por utilizar o Aexc. de 295
nm.

A Tf possui 8 residuos de Trp. A existéncia de diversos potenciais sitios de ligacdo (19
residuos de His estdo disponiveis na Tf [61]) e a presenca de mais de 1 Trp na proteina, ndo
permitem que se conclua qual regido da molécula estd envolvida na interacdo com o
complexo metdlico, mas da alguns indicios sobre o que estd acontecendo na interacao e é
possivel ter-se uma estimativa da afinidade global [43]. A Figura 4.33 ilustra a localizacao

destes aminodcidos na apoTf.

Figura 4.33. Estrutura da apoTf, com destaque para os aminodacidos Trp (vermelho) e His
(azul). PDB: 2HAU.

A supressao da fluorescéncia pode envolver diversos tipos de interacdes moleculares,

tais como transferéncia de energia, reacGes no estado excitado, rearranjos moleculares,
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formacao de complexo nao fluorescente no estado fundamental e supressao colisional, ou
uma combinacdo de diferentes fatores [43], [46]. Estes mecanismos sdo classificados em
dindmico ou estatico, dependendo do momento em que a supressdao ocorre. Supressao
dindmica ocorre quando o fluoréforo excitado interage com a molécula do supressor (seja
por colisdo ou qualquer outro tipo de interacdo) e esse encontro desativa a molécula
excitada; o tempo de vida do estado excitado entdo é diminuido em decorréncia desta
interacdo. Supressdo estatica ocorre quando o supressor interage com o fluoréforo no
estado fundamental formando um complexo nao fluorescente ou com uma fluorescéncia
menor que a do fluordforo livre, e a supressdo ocorre simplesmente porque o nimero de
moléculas de fluoréforo disponiveis para serem excitadas diminuiu; o tempo de vida do
estado excitado, nesse caso, ndo se altera [109].

A fluorescéncia intrinseca da apoTf foi avaliada sob a adicdo de concentracdes
crescentes dos complexos RuAc, Ruibp, Ruceto e Runpx, variando-se a razdo molar
proteina:complexo de 1:0 até 1:20, em diferentes temperaturas. Os espectros de emissdo
registrados em 25°C sdo mostrados nas figuras 4.34 a 4.37.

O Amax da banda de emissao da apoTf na auséncia dos complexos (332 nm) indica que
0 microambiente ao redor do Trp é predominantemente ndo polar [101]. Apenas para ter-se
uma ideia, o triptofano (aminoécido livre) em dgua emite em 350 nm, quando excitado em

280 nm [75].
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Figura 4.34. Espectros de emissdo da apoTf (1 umol L™) na auséncia e presenca de RUAc
(concentragdesde 0,5, 1, 2,3,4,5,6, 8, 10, 15 e 20 umol L'l), apos 24 h de incubacdo a 25°C,
em meio tampao fisioldgico pH 7,4, Aexc. 295 nm.
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Figura 4.35. Espectros de emissdao da apoTf (1 umol L") na auséncia e presenca de Ruibp
(concentragbes de 0,5, 1, 2,3,4,5,6, 8, 10, 15 e 20 umol L'l), apos 24 h de incubacgdo a 25°C,
em meio tampao fisioldgico pH 7,4, 2% etanol v/v, Aexc. 295 nm.
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Figura 4.36. Espectros de emissao da apoTf (1 umol L™) na auséncia e presenca de Ruceto
(concentragbes de 0,5, 1, 2, 3,4,5,6, 8, 10, 15 e 20 umol L'l), apo6s 24 h de incubagdo a 25°C,
em meio tampao fisioldgico pH 7,4, 2% etanol v/v, Aexc. 295 nm.
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Figura 4.37. Espectros de emissdao da apoTf (1 umol L") na auséncia e presenca de Runpx
(concentragbes de 0,5, 1 e 2 umol L), apds 24 h de incubacdo a 25°C, em meio tamp3o
fisioldgico pH 7,4, 2% etanol v/v, Aexc. 295 nm.
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Nos sistemas apoTf / RuAc, apoTf / Ruibp e apoTf / Ruceto, observou-se um pequeno
deslocamento hipsocrémico da banda de emissdo da proteina, que variou de 3 — 6 nm. O
aumento da energia da transicao indica que pode estar havendo interacdo nas proximidades
do residuo de triptofano, com diminuicdo da polaridade no microambiente [75]. No caso dos
complexos com os ligantes derivados dos farmacos, os préprios ligantes possuem um carater
mais apolar, e a sua entrada na matriz da proteina pode ter causado essa diminuicdo da
polaridade que foi sentida pelos indois dos residuos de Trp. No entanto, no caso do
complexo RUAc, que apresenta um carater mais polar devido aos ligantes serem menores e
menos polarizaveis em comparagdao com os farmacos, e as posi¢ées axiais do centro
dimetdlico estarem mais expostas, essa possibilidade ndo parece ser plausivel. Uma
explicacdo para o deslocamento observado seria que, apds a interacdo com o complexo, o
que também se aplica no caso dos complexos com derivados dos FAINEs, a proteina assume
uma conformacao tal que diminui a acessibilidade do solvente as regides mais internas da
matriz proteica, de forma que os residuos de Trp ficam mais expostos as cadeias laterais dos
aminodcidos do que ao solvente, e a polaridade do meio diminui.

Um comportamento inverso foi observado na interacdo da apoTf com NAMI-A: a
adicdo do complexo a apoTf provocou um deslocamento batocromico, que indica que a
vizinhanca do residuo triptofanil tornou-se mais polar. Atribuiu-se as mudancas na
polaridade a uma possivel desnaturacdo parcial da proteina (o que exporia mais os residuos
de Trp ao solvente) ou aumento da densidade eletrénica na cavidade hidrofdbica da
proteina sob a interagdo com o complexo de Ru [43].

A auséncia do deslocamento batocromico, entdo, no caso dos complexos estudados

no presente trabalho, confirma o resultado obtido por dicroismo circular, no qual nao se
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observou alteragdes significativas na estrutura secundaria da proteina, o que quer dizer que
ela manteve o seu enovelamento.

O sistema apoTf / Runpx ndo pdde ser avaliado por esta técnica, pois conforme se
observa na Figura 4.37, o complexo livre tem uma banda de emissdo intensa com Ans €M
357 nm que se sobrepdem a banda da proteina com Ans em 332 nm. Os espectros com
baixas razdes molares de apoTf : Runpx (1:1 e 1:2), mostraram a diminuicdo da banda em
332 nm com o aumento de uma banda em 348 nm, que provalvemente é resultado dessa
sobreposicao.

O complexo que provocou maior supressdo da fluorescéncia intrinseca da apoTf na
razdao molar proteina:complexo mdxima de 1:10 foi o RuAc (38%) (Figura 4.38), embora até a
razdao molar de 1:5, o Ruceto tenha sido mais eficiente. O que suprimiu menos foi o Ruibp,
atingindo o maximo na razao molar proteina:complexo de 1:5 (10%). Uma observagao
importante a ser feita é que as solu¢des de apoTf com os complexos Ruibp e Ruceto,
principalmente em maiores concentragées, apresentaram altos valores de absorbancia (>
0,1), o que tornou necessaria a corre¢cdo para o efeito de filtro interno. As curvas de
supressdo dos sistemas apoTf / Ruibp e Ruceto mostram que, apds a corre¢do e acima da
razdao molar proteina:complexo de 1:5, a fluorescéncia mostrou uma tendéncia de aumento
e ndo diminuicdo como era de se esperar. Ndo ha evidéncias de que em maiores
concentracdes de complexo a proteina tenha assumido uma conformacdo tal que
provocasse um aumento da emissdo, e o complexo livre, embora tenha alguma fluorescéncia
intrinseca, é muito baixa quando comparada a da proteina (Figuras 4.35 e 4.36). Algumas
propostas para explicar esse comportamento sao: (i) provavelmente foi consequéncia da
ineficiéncia do modelo matematico em corrigir adequadamente a fluorescéncia observada,

(i) a formacdo de particulas suspensas pode ter interferido no sinal observado ou (iii) o
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complexo ligado a proteina teve a sua emissdao aumentada. Este ultimo fator foi considerado
pelo fato de que a literatura relata exemplos em que moléculas ndo-fluorescentes ou pouco
fluorescentes, passam a emitir ou tém a sua emissdo aumentada pela interacdo com
proteinas. Um exemplo é a varfarina, um farmaco anti-coagulante que é também muito
utilizado em experimentos competitivos, que na forma pura tem um maximo de excitacao
em 309 nm, com o maximo de emissao em 389 nm. Quando interage com a albumina
especificamente pelo sitio |, 0 Ansx de excitacdo passa para 317 nm, e o Amax. de emissao
para 379 nm. Nessa condicdo, a fluorescéncia do complexo varfarina-HSA ¢é

aproximadamente 15 vezes maior do que a da varfarina livre na mesma concentragao [110].

RUAc (sem corr.)
—m— RuAc (com corr.)

Ruibp (sem corr.)
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Figura 4.38. Fluorescéncia relativa da apoTf (1 umol LY na presenca dos complexos RUAc,
Ruibp e Ruceto (concentragdes de 0,0,2,0,4,0,8,1,1,2,1,4,1,6,1,8,2,3,4,5 e 10 umol L'l),
antes e ap6s a correcao do efeito de filtro interno. Dados registrados a 37°C, meio tampao
fisioldgico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos RuFaines), apds 24 h de incubagdo a 37°C.

Uma préxima etapa na analise dos resultados foi avalid-los usando-se a equacao de
Stern-Volmer (Eq. 4.17), que descreve a variacdo da fluorescéncia em funcdo da

concentracdo de supressor em um processo colisional. Na equacgdo, os termos Fy e F

referem-se a intensidade de emissdo na auséncia e na presenca de supressor,
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respectivamente, k, € a constante de supressdo bimolecular, 7 é o tempo de vida do estado

excitado na auséncia de supressor, [Q] é a concentracdo do supressor e Ks, é a constante de

Stern-Volmer [109], [111]. A constante Ky indica a sensibilidade do fluoréforo ao supressor.

Quanto maior, mais sensivel ele é. Quando o mecanismo de supressdo é estdtico, ou seja, a

supressao é observada devido a formacdo de um complexo ndo fluorescente, o grafico de

Stern-Volmer também mostra uma correlacdo linear, mas Ksy passa a ter o significado de

uma constante de associacao K, (Eq. 4.18), considerando a formacdo de um complexo com

estequiometria 1:1, e que a [QJjivre ® [Qladicionado [75]. A Figura 4.39 mostra os graficos para os

sistemas estudados.
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Figura 4.39. Gréficos de Stern-Volmer para os sistemas apoTf / Ru-CO,CR, com razdes
molares variando de 1:0 a 1:10. [apoTf] = 1 uM, meio: tampao fisiolégico pH 7,4 (com 2%
etanol v/v para os RuFaines), apds 24 h de incubagdo a 37°C.

O grafico de Fo/F x [Q] mostra uma correlacdo linear quando o supressor é eficiente

(ou seja, é capaz de suprimir completamente a fluorescéncia do fluoréforo) e quando ndo ha
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a formacdo de um complexo ndo-fluorescente no estado fundamental (auséncia de
supressao estatica). Quando ambos os mecanismos ocorrem, observa-se uma curvatura para
cima no grafico de Stern-Volmer, e a correlacdo entre os dados é descrita pela equacao 4.19,
onde Ksy é o componente dindmico e V é o componente estdtico [109], [111]. A
interpretacdo da constante de supressao estatica V nessa equacdo é que ela representa um
elemento de volume ativo ao redor do fluoréforo excitado. Supde-se que a supressao
instantanea ocorre quando a molécula do supressor se encontra dentro deste volume no
momento da absor¢cdo do féton. Comumente o termo referente a supressao estatica é
expresso como (1 + K,[Q]), onde K, é a constante estatica, ao invés do termo exp(V/[Q]). Em
tais tratamentos, K, representa uma constante de associacdo para a formag¢do de um
complexo 1:1 ndo fluorescente. Em baixas concentracbes de Q, exp(V[Q]) ¢é
aproximadamente igual a 1 + V[Q] [109].
Fy

—=0+ Ksy[Q])eV1e] Eq.4.19

Se o grafico mostra curvatura para baixo, as razdes do desvio podem ser: supressor
ineficiente (o fluoréforo apresenta emissdo residual apds ser saturado pelo ligante),
heterogeneidade da emissao dos fluoréforos no meio [109], diferencas na acessibilidade dos
fluoréforos ao supressor, efeito de filtro interno (absor¢do da radiacdo de excitacdo e/ou
emissdo) [112], [113].

Observou-se nos trés sistemas o desvio da linearidade do grafico Stern-Volmer, com
os pontos mostrando uma curvatura para baixo. Efeitos de filtro interno foram corrigidos
matematicamente, e, no caso do sistema apoTf / RuAc, este efeito ndo foi tdo importante,
pois a absorbancia ndo ultrapassou o limite de 0,1 [114] mesmo para a solucdo mais
concentrada. Ja a heterogeneidade de fluoréforos é esperada, visto que a apoTf possui 8

residuos de Trp, localizados em diferentes ambientes.
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Um estudo realizado com formas mutantes do lobo N da apoTf (estruturalmente
equivalente ao lobo N da Tf inteira [115]), que possui 3 residuos de Trp (W8, W128 e W264)
mostraram que o ambiente no qual esses residuos estdo inseridos possuem caracteristicas
distintas quanto a polaridade. A absorcio e emissdao desses residuos refletem essas
caracteristicas do seu microambiente. O residuo W8 esta enterrado em uma cavidade
hidrofdbica e é pouco acessivel ao solvente. Sua emissdo é suprimida por trés residuos de
fenilalanina que o rodeiam e pontes dissulfeto, entdo sua contribuicdo a emissdo total é
baixa. O residuo W128 da uma contribuicdo intermediaria a emissado total, e esta localizado
proximo ao sitio do Fe(lll). Sua contribuicdo a emissdo é maior que a do W8 e menor que a
do W264, por estar localizado préoximo a um residuo de histidina (H119), em que o imidazol
suprime parcialmente a emissdo do Trp. Ja o residuo W264 esta localizado na superficie da
proteina, logo, acessivel ao solvente, e verificou-se que ele é o responsavel pela maior
contribuicdo a emissao de fluorescéncia do lobo N da Tf [116]. No lobo C, existem 5 residuos
de Trp (posicoes 344, 358, 441, 460 e 550). O residuo W344 é equivalente ao W8, tanto em
ambiente quanto em contribuicdo a emissdo, W460 é equivalente ao W128, também
localizado préximo ao sitio do Fe(lll) e W550 é equivalente ao W264, localizado préximo a
superficie da molécula, mas sua contribuicdo a emissdao é baixa em contraste com o W264.
W344 e W550 ddo uma contribuicdo igual a emissao total (~ 15%), enquanto W441 e W460
contribuem aproximadamente com o dobro (30%) [57].

Os pontos correspondentes as menores concentragdes dos complexos mostraram
uma correlac3o linear, embora os valores de R? ndo tenham ficado t3o bons. Apenas para se
ter uma ideia da sensibilidade da proteina aos complexos, calcularam-se os valores de K5, e

kq para os sistemas estudados (Tabela 4.5).
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O tipo de mecanismo de supressdo é uma informacdo importante para saber que tipo
de interacdo entre as espécies esta ocorrendo. Se a supressdo se dd por um mecanismo
colisional (dindamico), entdo ndo estd havendo interacdo quimica entre as espécies, enquanto
qgue na supressao estatica um complexo ndo fluorescente (ou com menor rendimento
quantico) se forma no estado fundamental.

Tabela 4.5. Valores calculados dos parametros das equagdes de Stern-Volmer (4.17) e 4.20.
Parametros calculados

Complexo

10°C 25°C 37°C
Ksy (10° mol™ L) 0,80 + 0,02 1,0+0,1 1,54 + 0,08
kg (x 102 mol™ Ls?) 1,3 1,7 2,6
R2 0,9979 0,9717 0,9814

RuAc
Ky (107 mol L'Y) 7,1+1,1 10,8 + 1,3 6,6 +1,2
Fe 0,67 0,63 0,62
R2 0,9895 0,9954 0,9837
Ksy (10° mol ™ L) 1,00 + 0,06
kg (x 10" mol™ Ls™) Nd Nd 1,7
R2 0,9845
Ruibp
Ky (107 mol L'Y) 2,5+1,2
F. Nd Nd 0,87
R2 0,9822
Ksy (10° mol™ L) 3,4+0,4
kg (x 102 mol™ Ls?) Nd Nd 5,7
R2 0,9567
Ruceto -

Ky (10% mol LY 9,6+7,6
F. Nd Nd 0,67
R2 0,9528

Nd = Nao determinado
O método mais eficaz para diferenciar os dois mecanismos é a medicdo do tempo de

vida de fluorescéncia: quando o mecanismo é colisional, o tempo de vida varia de acordo
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com a concentracdo de supressor, e o grafico da equacdo de Stern-Volmer mostra uma
correlagdo linear quando plota-se /7 x [Q]. No entanto, esta técnhica nem sempre esta
disponivel, e as alternativas sdo medir a dependéncia da constante Ks, com a temperatura
ou com a viscosidade. Temperaturas mais altas geralmente aumentam a velocidade de
difusdo do supressor colisional, resultando em aumento da constante Ks,. Se o mecanismo é
estdtico, o aumento da temperatura provoca a dissociacdo de complexos de ligacdes fracas,
resultando em diminui¢cdo da constante Ksy [75]. Os sistemas foram avaliados em diferentes
temperaturas com o objetivo de identificar-se o mecanismo de supressdo. Os graficos sdao
mostrados na Figura 4.40.

Apenas para o sistema apoTf / RuAc foi possivel calcular valores de Ks, para a regido
linear em baixas concentracdes de complexo, nas 3 temperaturas (10, 25 e 37°C). Os
resultados mostraram uma tendéncia crescente com o aumento da temperatura, o que
sugere um mecanismo dinamico. No entanto, os valores para as constantes de supressao
bimoleculares kg (calculados considerando o tempo de vida de fluorescéncia da apoTf na
auséncia de supressor de 6 x 10°s [43]) apresentaram valores da ordem de 10®mol™*Ls?, o
que estd 3 ordens de magnitude acima do limite difusional de 10 mol™ L s™. Valores tdo
altos sugerem o mecanismo de supressdo estatico, envolvendo algum tipo de ligacdo [43],
[75]. Além disso, conforme verificado por espectroscopia eletrénica, o surgimento de bandas
ausentes nos espectros da proteina e do complexo livre, indica claramente a formacdo de
uma nova espécie. A possivel explicacdo para o aumento das constantes com o aumento da
temperatura é que o aduto formado torna-se mais estavel com o aumento da temperatura,
OU gue a supressdo se inicie por um processo dindmico e ainda que ambos os processos

estejam presentes. Estudos com HSA demonstraram o mesmo comportamento [35].
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Os graficos dos sistemas apoTf / RuFaines ndo apresentaram correlacdo linear em
qualquer intervalo de concentracdes, exceto para a temperatura de 37°C. Nesses sistemas,
observou-se um aumento da fluorescéncia nas temperaturas de 10 e 25°C, mas sem
qualquer correlacdo com a concentracdo do complexo. As causas provaveis ja foram

apontadas anteriormente.
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Figura 4.40. Gréficos de Stern-Volmer em diferentes temperaturas dos sistemas (a) apoTf /
RUAc, (b) apoTf / Ruibp e (c) apoTf / Ruceto. [apoTf] = 1 umol L™, [Ru,.CO,CR] = 0 a 20 umol
LY, meio tampao fisiologico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos RuFaines).

Considerando que a supressao tenha sido observada em virtude da formacao de um
complexo nao fluorescente no estado fundamental, a constante Ks, assume o significado de

uma constante de afinidade aparente (K,pp), uma vez que o nimero de sitios de ligagdo e o

modo de ligacdo (covalente ou ndo covalente) sdo desconhecidos. Na interacdo com NAMI-
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A, o valor obtido foi de 1,3 x 10° M, uma ordem de grandeza menor dos determinados aqui
[43].

Para estimar a constante de afinidade dos adutos formados, os dados foram tratados
usando-se a equacdo 4.20 [107], equivalente a equacdo 4.15, e que considera que a
estequiometria do aduto formado é 1:1. Nessa equacao Fy, F e F. sdo as intensidades de
emissdo da proteina na auséncia de complexo, na presenca de complexo, e da proteina
saturada com complexo, respectivamente; [P]; e [L], sdo as concentra¢Ges de proteina e de
ligante (complexo) adicionados, respectivamente e K; é a constante de dissociacdo. Os

graficos sdo mostrados na Figura 4.41, e os parametros calculados estdo na Tabela 4.5.
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Figura 4.41. Gréficos da equacdo 4.20 para os sistemas (a) apoTf / RuAc nas temperaturas de

10, 25 e 37°C, e (b) apoTf / Ruceto e apoTf / Ruibp, na temperatura de 37°C.

Os valores calculados de constantes de dissociacdo (K;) foram todos da ordem de 10
mol L™, um valor que indica uma alta afinidade entre complexos e proteina. No entanto

esses altos valores parecem contradizer os resultados obtidos por espectroscopia eletronica

7

’

’
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que indicaram afinidades baixas a moderadas. As possiveis causas desse desvio nos
resultados, sdo: (i) a variacdo do sinal observado aqui pode estar relacionada ndo apenas a
formacdo de um aduto ndo fluorescente no estado fundamental (supressdo estatica), mas
também ter a contribuicdo de um mecanismo de supressdo dinamico (colisional) que nao
pode ser excluido para uma melhor avaliacdo da constante de dissociacdo; (ii) no caso dos
sistemas apoTf / RuFaines, a correcdo matemadtica do efeito de filtro interno pode ndo ter
sido eficiente para dar resultados corrigidos confidveis e (iii) os estudos de espectroscopia
eletronica observavam as interacdes do complexo, enquanto que os estudos de
fluorescéncia observam alteragdes na proteina.

Em relacdo a esses valores, a ligacdo com as proteinas plasmaticas torna-se
importante quando as constantes sao da ordem de 10’-10° ™, porgque nesse caso, a maior
fracdo do farmaco administrado estara ligado as proteinas [5], e isso pode estar
acontecendo aqui.

Diversas equacdes sdo encontradas na literatura para lidar com algumas das
guestOes observadas nos experimentos aqui. Por exemplo, no caso de mecanismos estatico
e dindmico combinados, a equacdo 4.18 pode ser aplicada para distingui-los, no entanto, ela
ndo considera a existéncia de heterogeneidade dos fluoréforos emitentes [109]. A
acessibilidade de diferentes fluoréforos na molécula pode ser avaliada aplicando-se a
equacdo 4.21 (equacdo de Lehrer, modificacdo da equacdo de Stern-Volmer), onde é
possivel calcular a fracdo dos fluordforos que é acessivel, no entanto essa equacdo se aplica
apenas quando a supressao é exclusivamente colisional, e ndo existe supressdao estdtica
[111]. Nessa equacgdo, os termos Fy e F referem-se a intensidade de emissdao na auséncia e
presenca de supressor, respectivamente, a é a fragdo acessivel dos fluoréforos, Ksy é a

constante de Stern-Volmer e [Q] é a concentragdo do supressor.
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fo o _1, ! Eq.4.21
Fo—F AF a  axKg x[Q] 4%

Outro tratamento dos dados bastante difundido na literatura [105], [117]—-[122] é o
uso da equacdo 4.22 (linearizagdo da equacdo de Hill), onde, conforme essas referéncias, é
possivel calcular a constante de associacdo e o numero de sitios de ligacdo. A aplicacdao
dessa equacdo, no entanto, faz algumas suposi¢cdes que podem nao ser validas: a primeira é
que [Qlivre = [Qladicionado € @ segunda é que o aduto formado nao é fluorescente [76]. Outro
problema com ela é a interpretacao do coeficiente angular n, que é normalmente tratado
como o numero de sitios de ligacdo na molécula. Este coeficiente s6 tera esse significado
quando os sitios possuirem cooperatividade infinita, ou seja, existirem basicamente duas
populacdes de espécies: moléculas livres e moléculas com n ligantes. Como essa condi¢ao
nao é comum, o coeficiente angular n (coeficiente de Hill) da apenas uma indicacdo quanto a
cooperatividade de ligacdo dos sitios: se n > 1, entdo a presenca de um ligante favorece a
ligacdo de outros (cooperatividade positiva), se n < 1, entdo a presenca de um ligante
desfavorece a ligacdo de outros (cooperatividade negativa) e se n = 1, a presenca de um
ligante ndo tem influéncia sob a ligacdo de outros (situacdo de ndo-cooperatividade) [107],
[123]. Nesta equacdo, o termo K, refere-se a uma constante de associacdo, e os demais

termos sdo os mesmos ja relatados.

FO_F

log = logK, + nlog|[Q] Eq.4.22

Os estudos também foram feitos com a hTf, apenas na temperatura de 37°C. A
presenca de ions Fe(lll) coordenados suprime a fluorescéncia intrinseca da apoTf em
aproximadamente 78% (conforme ja relatado na literatura, [57]). Os espectros de emissao
da apoTf e hTf nas mesmas condi¢des sdo mostrados na Figura 4.42. As emissoes dos

residuos W128 e W460 nos lobos N e C, respectivamente, sdo as mais suprimidas quando os
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ions Fe(lll) entram em seus sitios de ligacdo, conforme demonstrado em experimentos
usando formas mutantes da transferrina [57], [116]. A supressdao da emissdao da proteina
pela ligacdo com o ion Fe(lll) envolve mecanismos estatico e dindmico. Estatico porque a
ligacdo do ion Fe provoca um rearranjo tal que diminui parcialmente o rendimento quantico
dos residuos de Trp, e dindmico porque também ocorre transferéncia de energia ressonante
(RET, resonance energy transfer), dos residuos de Trp e da banda de absorcdo no UV

formada pela interagdo dos tirosinatos com o ferro.

800 3333 nm apoTf

700

600 -

500

400 +

300

200

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

100

T T T T T
300 320 340 360 380 400

% (nm)

Figura 4.42. Espectros de emissdao da apoTf e hTf, ambas em concentragao de 1 umol LY
meio tampado fisioldgico pH 7,4, 37°C, Aexcitacso: 295 nm, voltagem da fotomultiplicadora:
620V.

Os espectros de emissao dos sistemas estudados sdo mostrados na Figura 4.43. Nos
estudos realizados entre hTf e os complexos a voltagem da fotomultiplicadora foi ajustada
para obter um sinal mais intenso. Por essa razdo, nos sistemas hTf / RuFaines, os espectros
de emissdao das amostras contendo maiores concentracdes de complexo mostraram uma
intensidade maior quando comparados aos espectros registrados com a apoTf. De imediato

se observa que a variagdo na emissdo provocada pelas concentracdes crescentes dos

complexos é bem menor que as observadas com a apoTf.
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Comparando-se a fluorescéncia relativa dos complexos interagindo com as formas
apo e holo da transferrina (Figura 4.44), observa-se que a supressdao provocada pelos trés
complexos é menor na hTf, em qualquer concentracdo. Os complexos RuFaines comecam a
aumentar a fluorescéncia observada em menores concentracdes do que as verificadas com a
apoTf. A maior supressdo provocada pelo RuAc foi de 7%, na razao molar proteina:complexo
maxima de 1:10; o Ruibp atingiu 0 maximo de 4% na razdao molar proteina:complexo de 1:1,2
e o Ruceto também reduziu no maximo em 7%, na razdao molar proteina:complexo 1:1,2. De
modo geral, esses resultados indicam que a interacdo dos complexos com a holo-
transferrina é menor do que a observada com a apoTf.

Primeiramente, a menor supressdao observada é consequéncia da coordenac¢do dos
ions Fe(lll) aos seus sitios. Conforme relatado na literatura [57], [115], [116], dois dos oito
residuos de Trp estdo envolvidos diretamente na ligacdao dos ions, e a emissdo é suprimida
por processos estatico e dinamico. Logo, grande parte da emissdo ja é suprimida por esta

interacao.
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Figura 4.43. Espectros de emissao da hTf (1 umol L™) na auséncia e presenga dos complexos
RuAc, Ruibp e Ruceto (concentragdes de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15 e 20 umol LY, apos 24
de incubagdo a 37°C, em meio tampdo fisioldgico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos
RuFaines), Aexc 295 nm, voltagem PMT: 730 V.
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Figura 4.44. Fluorescéncia relativa da hTf (1 umol L") na presenca dos complexos RuAc,
Ruibp e Ruceto (concentra¢des de 0, 0,2,0,4,0,8,1,1,2,1,4,1,6,1,8,2,3,4,5e 10 umol L'l),
apos a corregao do efeito de filtro interno. Dados registrados a 37°C, meio tampao
fisioldgico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos RuFaines), apds 24 h de incubagdo a 37°C.

Outro ponto é que a proteina adota uma conformacgao fechada (Figura 4.45) sob a
interacdo com os ions Fe(lll), o que pode impedir que outras moléculas entrem na matriz
proteica. Na transferrina em sua forma apo, os ligantes do sitio do Fe(lll) estdo em contato

direto com o meio, e na forma holo, os ions Fe(lll) s3o aprisionados em seus sitios e ficam

distantes aproximadamente 10 A da superficie da molécula [124].

Figura 4.45. Representacdo das conformacdes aberta e fechada do Lobo-C da transferrina,
sob a interacdo com o ion Fe(lll). Adaptada da referéncia 124.

Levando em conta as alteracdes conformacionais envolvidas na ligacdo do Fe(lll), as

interacGes da hTf com os complexos provavelmente envolvem apenas ligacGes superficiais,
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que afetam os Trps mais expostos. RuAc provalvemente ndo penetra a matriz da proteina
porque ele estd positivamente carregado e nao tera afinidade por regides hidrofébicas onde
se encontram os outros Trps. Os complexos RuFaines provavelmente ndo penetrardo a
matriz proteica devido a impedimentos estéricos.

A maior diferenca observada em relacdo a capacidade de supressdo entre apoTf e hTf
foi para o RuAc, mostrando que a interacao deste complexo provavelmente envolve os sitios
de ligacdo do Fe, pois a sua interagdo foi a mais afetada pela entrada dos ions metdlicos aos
seus sitios. Essa tendéncia foi indicada nos estudos de espectroscopia eletronica, que
revelou a menor interagdao do RuAc com a hTF do que com a apoTf. Conforme mencionado
anteriormente, a carga positiva do RuAc nas condi¢des experimentais empregadas
([Ru2(CH3CO,)4(H,0),]") favorece a sua interacdo através desses sitios.

J4 no caso dos complexos RuFaines, o esperado de acordo com os resultados obtidos
por espectroscopia eletronica seria que a interagao fosse a mesma, uma vez que, por UV-Vis,
as variacOes espectrais foram praticamente as mesmas observadas para as duas formas da
Tf. A razdo para a diferenca observada aqui é o fato de que os residuos de Trp que sdo
observados por espectroscopia de fluorescéncia ndo estavam mais visiveis para a técnica, o
gue ndo implica necessariamente que a interacdo dos complexos RuFaines tenha sido
drasticamente diminuida. O aumento da fluorescéncia verificado em menores

concentragdes nesse estudo se deve ao aumento da sensibilidade do detector.

4.2.3.2. apoTf marcada com a sonda fluorescente DTAF
Outra forma de avaliar a interacdo de ligantes com proteinas é a inclusdo de sondas
fluorescentes que se ligam a um sitio especifico, e observar as alteracdes do espectro de

emissdo da sonda sob a interagcdo com o ligante de interesse [75].
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A sonda utilizada neste experimento foi a 5-(4,6-diclorotriazinil)Jaminofluoresceina) —
DTAF, e sua estrutura é mostrada na Figura 4.46. Ela se liga ao aminodcido Lys-569 no lobo
C-terminal da apoTf, que se encontra a uma distancia de 20-25 A do ion de Fe(lll) ligado. Este
residuo de Lys é um sitio anidnico que estd envolvido na liberacdo do Fe. Quando o Fe se
coordena ao seu sitio de ligacdo na transferrina marcada com o fluoréforo, observa-se a
diminuicdo da emissdo [77]. A supressdao da fluorescéncia da sonda é observada, entdo,
quando alguma espécie se liga a proteina nas proximidades desse sitio. Este experimento foi
realizado com o objetivo de avaliar se os complexos Ru,-CO,CR poderiam estar interagindo

com a apoTf através do sitio de liga¢do do Fe.

Cl N NH
N MM = 495,29 g.mol™
N._ ~N

Y Formula molecular = Cy3H;,Cl,N4O5
cl

Figura 4.46. Estrutura da sonda fluorescente DTAF.

As curvas de supressao corrigidas dos compostos analisados sdo mostradas na Figura
4.47. Os padrdes de Fe e Ru e o complexo RuAc foram os que mais suprimiram a
fluorescéncia da Fl-aTf.

O padrdao de Fe analisado como controle mostrou uma supressdo maxima da
fluorescéncia com uma razdao molar proteina:Fe de 1:6. O estado de oxidacdao do ferro na
solucdo utilizada é Fe(ll), mas ele é instavel e nas condicGes experimentais empregadas ele
sofre oxidacdo a Fe(lll). A constante de ligacdo do Fe(lll) nos sitios especificos é bastante

elevada (ambas da ordem de 10%* L mol™) [57], ent3o, baixas concentracdes do metal ja sdo
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suficientes para metalar a proteina. O padrdo de Ru(lll), por outro lado, sé atingiu supressdo
similar com excesso molar de 37,5 vezes em relagdo a proteina. Os ions de Ru(lll) se ligam
aos sitios especificos de Fe(lll), mas com menor afinidade. Estudos de dicroismo circular
mostraram o surgimento de duas bandas no espectro de CD da apoTf (positiva em 330 nm e
negativa em 490 nm) com adicOes sucessivas de complexo de Ru(lll)-NTA até atingir a
saturacdo com a razdo molar apoTf:Ru de 1:2, e bandas em 290 e 245 nm no espectro
eletronico que sdo atribuidas a transi¢cdes intraligantes do metal coordenado a grupos
tirosinatos, além de ombros em 390 e 340 nm atribuidas a bandas de transferéncia de carga
ligante-metal, dando evidéncias da coordena¢dao de ions Ru(lll) aos sitios especificos de

Fe(Ill) [125].
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Figura 4.47. Fluorescéncia relativa das solu¢des contendo os compostos de Ru e Fe e Fl-aTf,
ap6s 1 h de reagdo, a 37°C, em tampao fisiolégico pH 7,4. [FI-aTf] = 4 umol Lt

O complexo RuAc suprimiu a fluorescéncia da sonda, mas nao de forma tao eficiente

qguando o Fe(lll) ou Ru(lll), indicando que sua interacdo com a apoTf envolve os sitios de
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ligacdo do Fe(lll), mas que essa interacdo deve ser mais fraca que com os ions citados. Esse
resultado estd de acordo com a observacao feita no estudo da fluorescéncia intrinseca da
apoTf. O complexo KP1019 interage com a apoTf pelos sitios especificos do Fe(lll) também
[70], [89] e em outros sitios ndo especificos, com afinidade moderada (da ordem de 10% L
mol™) [71].

O complexo Ruibp ndo suprimiu a emissdo, confirmando a hipdtese de que ele nao
interage pelo sitio do Fe(lll). O Runpx nas concentragcdes mais baixas suprimiu a
fluorescéncia em um nivel similar ao RuAc, mas conforme a concentragdo foi aumentada, ele
acabou aumentando a intensidade da emissdao. O fato de os complexos com farmacos nao
provocarem a supressao da fluorescéncia evidencia que estes compostos ndo estdo
interagindo na regidao préxima ao sitio de ligacdo do Fe, ao contrario do complexo RuAc. Este
fato pode ser explicado levando-se em conta (i) o tamanho dos complexos com farmacos
como ligantes, que é maior que o sitio que normalmente acomoda 1 ion Fe(lll), e, portanto,
apresentam impedimentos estéricos para acessar essa regido da proteina, e (ii) a polaridade
da molécula contendo os farmacos. Como os farmacos apresentam carater mais apolar em
relacdo ao sitio do Fe, é de se esperar que a afinidade entre os complexos e esse sitio seja
baixa.

O aumento da intensidade da fluorescéncia pode ser decorrente de alteracbes
conformacionais da proteina sob a interacdo com os complexos RuFaines. A interacdo dos
complexos com regides hidrofdbicas da proteina pode ter modificado o microambiente
préximo a sonda, de forma que maior parte da energia fosse emitida como fétons, e ndo

transferida por mecanismos nao radiativos.
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4.2.4. Ultrdfiltragdo

Ultrafiltracdo é uma técnica de separacdo por membrana usada para separar
substancias de acordo com o seus respectivos tamanhos e massas molares. E idealmente
adequada para separar sais e outros solutos de baixa massa molecular de espécies de alta
massa molecular. Esta técnica é baseada na aplicacdo de uma pressao diferencial através de
uma membrana semipermeavel, que impele materiais permedveis através desta. A forca
centrifuga é usada para criar a pressao diferencial sobre a amostra e facilitar o processo de
separa¢do. Membranas usadas em filtracdo molecular tém didametros de poro variando de 1
a 1000 A e geralmente separam particulas de até 10° Da. Particulas com massa molecular ou
tamanho menor que o cut-off da membrana passam através desta e emergem como
permeado. Solutos com maior massa molecular sdao retidos pela membrana e s3o
concentrados durante o processo de filtragdo [126].

Esse experimento foi feito com o objetivo de avaliar a capacidade de reten¢ao dos
complexos de Ru pela transferrina (apo e holo). Para fins de comparacdo, o ensaio também
foi realizado com um padrao de Ru(lll). Foram preparadas solucGes contendo as proteinas e
excesso de 10 vezes dos complexos, em meio tampao fisiolégico pH 7,4. Os dispositivos
usados possuem membrana de cut-off 30 kDa. Dessa forma, solutos de massas molares
menores que 30 kDa passam através dela. Os complexos de Ru avaliados possuem massas
molares da ordem de 1 kDa (=~ 1000 g mol™). A proteina apoTf tem massa molar de 80 kDa e
entdo fica retida na membrana, assim como a fracdo de complexo ligada a ela. Dessa forma
é possivel separar a fracdao de complexo ligado a proteina da fracdo livre, e quantificar o
conteudo de Ru ligado a proteina, para uma estimativa da estequiometria dos adutos

formados.
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A concentracdo de Ru foi determinada na fase proteica por ICP-OES. Os resultados
encontrados sao mostrados na Tabela 4.6. A concentragao molar de Ru foi dividida pela
concentracdo molar de Tf para se obter a razdo molar Ru:proteina. E bom ressaltar, porém,
gue esses valores sdo uma média da quantidade de Ru retida pela proteina, e que pode nao
representar a estequiometria real dos adutos formados, uma vez em que em solucdo podem
existir espécies com mais ou menos moléculas de complexo ligadas.

Analisando os resultados, verificou-se que o RuAc interage praticamente com a
mesma razao molar proteina:complexo tanto na apoTf quanto na hTf. Nesses sistemas, 1
molécula de proteina interage em média com 4,5 mols de Ru, o que corresponderia a 2

moléculas do complexo (pois 1 mol RuAc, tem 2 mol Ru).

Tabela 4.6. Concentragao de Ru ligado a Tf, determinada por ICP-OES.

Amostra Ru,mgL™" [Ru],mmolL™ [Tf], mmolL? Raz3o molar (Tf:Ru)
apoTf + Ru 20,49 0,20 0,03 1:6,7
apoTf + RuAc 14,67 0,14 0,03 1:4,7
apoTf + Ruibp 39,65 0,39 0,03 1:13
apoTf + Ruceto 40,22 0,40 0,03 1:13
apoTf + Runpx 40,53 0,40 0,03 1:13
hTf + Ru 7,45 0,074 0,03 1:2,5
hTf + RuAc 13,20 0,13 0,03 1:4,3
hTf + Ruibp 41,07 0,41 0,03 1:14
hTf + Ruceto 36,83 0,36 0,03 1:12
hTf + Runpx 40,59 0,40 0,03 1:13

* ~ . a4 bl
Concentracao determinada na analise por ICP-OES.
Para os complexos com ligantes derivados dos farmacos, a natureza do ligante

equatorial parece ndo ter influenciado na capacidade de interagdo com a proteina. Todos os
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complexos RuFaines apresentaram em média 13 mols de Ru por mol de proteina, o que
corresponde a aproximadamente 7 mols de complexo RuFaine.

Esses resultados revelam que para os RuFaines, o numero de sitios de ligagao na Tf é
o mesmo, independente de estar o Fe(lll) coordenado ao seu sitio de ligacdo. Para o RuAc o
resultado foi inesperado. As analises por outras técnicas indicaram que a sua interacdo com
a Tf envolve os sitios do Fe(lll). O que pode estar acontecendo é que a alteracdo
conformacional da hTf em relagdo a apoTf pode ter provido um sitio de ligacdo que antes era
inacessivel e/ou inexistente e entdo o numero de sitios permanece o mesmo, mas ndo o sitio
em si. InteragBes nao especificas podem ter levado a manutenc¢dao do nimero de mols ligado
a hTf. Ja para os RuFaines, os resultados reforcam a suposi¢cdo de que esses complexos
estejam interagindo com regides superficiais da molécula, e entdo a presenca de Fe(lll) ndo
interfere no nimero de sitios, embora ndo se possa descartar que os sitios, assim como no
caso do RuAc, podem nao ser os mesmos.

De modo geral, cerca de 70% dos complexos RuFaines e 20% do complexo RuAc,
permaneceram retidos na fase proteica. Um experimento similar foi feito com apoTf e
NAMI-A, mas a técnica de separacdo foi FPLC (fast protein liquid chromatography), e a razao
molar proteina:complexo empregada foi de 1:20. Apds 48 h de incubacdo, 56% de Ru
adicionado inicialmente permaneceram retidos na proteina [43]. Para o KP1019, 10 mols de
Ru permanecem ligados a apoTf quando o excesso de complexo é de 10 vezes em relacdo a
proteina, ou seja, 100 % de retencdo. A técnica usada nesse ultimo caso foi eletroforese
capilar hifenada a plasma indutivamente acoplado e espectrometria de massas [71].

Apenas para o Ru(lll) foi observada uma diferenca significativa na estequiometria
estimada com base nos resultados de ICP: interagindo com a apoTf, aproximadamente 7

mols se ligam a proteina, enquanto que com a hTf, apenas 2. A diferenca pode estar no fato
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de que o Ru(lll) pode ligar-se ao sitio do Fe, conforme relatado na literatura [125], e ainda a
conformacdo da proteina, sendo mais aberta no caso da sua forma apo, pode favorecer a
coordenacdo dos ions nas regides mais internas, enquanto que a conformacdo mais fechada
da forma holo pode impedir a entrada dos ions Ru(lll) [55].

As mesmas amostras foram analisadas por MALDI-MS. Através da andlise de
espectrometria de massas, foi também possivel obter informacgdes sobre o tipo de interacado

existente. Os espectros registrados sao mostrados nas Figuras 4.48 a 4.57.
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12000 - - —— apoTf 0,03 mM + Ru 0,6 mM (1:20)
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Figura 4.48. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da apoTf na presenca de Ru(lll), razdo molar
1:20 (apoTf : Ru), ap6s ultrafiltracdo e da apoTf sem complexo. Ambas em tampao fisiolégico
pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C.
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Figura 4.49. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da apoTf na presenca de RuAc, razdo molar
1:10 (apoTf : RuAc), apds ultrafiltragdao e da apoTf sem complexo. Ambas em tampao
fisioldgico pH 7,4, e ap6s 15 min de incubacdo a 37°C.
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Figura 4.50. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da apoTf na presenca do complexo Ruibp,
razdo molar 1:10 (apoTf : Ruibp), apds ultrafiltracdo e da apoTf sem complexo. Ambas em
tampao fisioldgico pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z
(a) e alta razdo m/z (b).



[139]

a +
@) [Ru,(ceto) (HCC) ] (b)
4500 - g 16000
] 1086,0 apoTf 0,03 mM
4000 h ‘ A <4000 ] =——8POTf (0,03 mM) + Ruceto (0,3 mM) (1:10)
| | +
3500 m ‘,/WMWMNNW 12000 - [apoTf']
3000 4 . ’; § %
[Ru,(ceto)(HCC),] o 5 10000 3|5
2500 1021,0 T 3
] G, 3 8000
2000 | o @ [apoTf?]
1 rad S 6000
1500 - - £ T @
] 14 S 2 [2 apoTf']
- = 40004 § 2
1000 [RU,(HCC),] 12741 33 w
Pal o
936.0 [Ru,(ceto) ] 2000 S
500'_ 1216,1 &L e
0 0+ A
T T T T T T 1
900 1000 1100 1200 1300 50000 100000 150000 200000
m/z m/z

Figura 4.51. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da apoTf na presenca do complexo Ruceto,

razdo molar 1:10 (apoTf : Ruceto), apds ultrafiltracdo e da apoTf sem complexo. Ambas em

tampao fisioldgico pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z
(a) e alta razdo m/z (b).
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Figura 4.52. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da apoTf na presenca do complexo Runpx,
razdo molar 1:10 (apoTf : Runpx), apods ultrafiltracdo e da apoTf sem complexo. Ambas em
tampao fisioldgico pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z
(a) e alta razdo m/z (b).
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Figura 4.53. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da hTf na presenca de Ru(lll), razdo molar
1:20 (hTf : Ru), apds ultrafiltracdo e da hTf sem complexo. Ambas em tampao fisiolégico pH
7,4, e apos 15 min de incubacgdo a 37°C.
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Figura 4.54. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da hTf na presenca de RuAc, razdo molar
1:10 (hTf : RuAc), ap6s ultrafiltracdo e da hTf sem complexo. Ambas em tampao fisiolégico
pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C.
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Figura 4.55. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da hTf na presenga do complexo Ruibp,
razdao molar 1:10 (hTf : Ruibp), apds ultrafiltracdo e da hTf sem complexo. Ambas em tampao
fisiolégico pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z (a) e alta

razdo m/z (b).
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Figura 4.56. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da hTf na presenca do complexo Ruceto,
razdo molar 1:10 (hTf : Ruceto), apds ultrafiltracdo e da hTf sem complexo. Ambas em
tampao fisioldgico pH 7,4, e apds 15 min de incubagdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z
(a) e alta razdo m/z (b).
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Figura 4.57. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da hTf na presenca do complexo
Runpx, razdo molar 1:10 (hTf : Runpx), apds ultrafiltracdo e da hTf sem complexo. Ambas em
tamp3o fisioldgico pH 7,4, e apds 15 min de incubacgdo a 37°C, nas faixas de baixa razdo m/z
(a) e alta razdo m/z (b).

As varia¢des observadas na razdo m/z das proteinas estdo resumidas na Tabela 4.7.
N3o foram observados incrementos na razdo m/z dos picos das proteinas que indicassem a
entrada dos complexos, exceto para RuAc e Ru(lll) com a apoTf, ainda que a estimativa da
razao molar proteina:Ru com base nessa variagdo tenha sido menor do que a baseada nos
resultados de ICP.

Os tipos de interacdes que podem ocorrer entre complexos e proteinas sdo: (a)
formacao de uma ligacdo covalente com coordenacgdo do ion a proteina e (b) interagdes ndo
covalentes fracas, que incluem ligacbes de hidrogénio, forcas de van der Waals, forcas
eletrostdticas e interacdes hidrofébicas [49]. No caso dos complexos de RUFAINEs, é possivel
supor a ocorréncia de intera¢des fracas que explicariam a presenca dos complexos na fase
proteica. Ao mesmo tempo, elas explicam porque n3do se detecta aumento de m/z no

espectro de massas, uma vez que os componentes dos adutos Ru / Tf ndo tenderiam a ficar

unidos no processo de preparacdo da amostra para andlise e / ou ionizac¢do. J& o RuAc, por



[143]

ter ligantes menores, pode interagir através da coordenacdo do centro Ru, a alguma cadeia
lateral dos aminodcidos da proteina, o que explica uma interacdo mais forte com ela, que se

mantém parcialmente na andlise por MALDI-MS.

Tabela 4.7. Sinais observados na faixa alta de razdo m/z da Tf na presenca dos complexos de
RUz-COZCR.

Resultado Diferenca MM da n® de ions
Amostra L complexos/
(m/z) (m/z) especie proteina
hTf 79522,669 - - -
hTf+Ru 79527,839 5,170 - -
hTf+RuAc 79821,956 299,287 438,3 0,77
hTf+Ruibp 79476,278 -46,391 1023,2 -0,03
hTf+Ruceto 79517,513 -5,156 1219,3 -0,03
hTf +Runpx 79522,669 0,000 1119,1 -0,01
Amostra Resultado Diferencga |v||v|, d.a cg;'ndpelt:::g: /
(m/z) (m/z) especie proteina
apoTf 79435,053 - - -
apoTf+Ru 79759,988 324,935 - -
apoTf+RuAc 79987,320 552,267 438,3 1,17
apoTf+Ruibp 79465,971 30,918 1023,2 0,03
apoTf+Ruceto 79548,447 113,394 1219,3 0,09
apoTf+Runpx 79496,894 61,841 11191 0,05

A anadlise na faixa de baixa razdo m/z detectou os complexos na fase proteica, o que é
evidéncia de que eles estavam interagindo com a proteina. Caso contrario, eles teriam
passado para a fase ultrafiltrada. Diversos sinais com padrdo isotépico do Ru foram
detectados na faixa de baixa razdo m/z, cujas atribui¢des sdo dadas nas Figuras 4.50 a 4.52 e

4.55 a 4.57, e resumidas nas Tabelas 4.8 e 4.9.
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Tabela 4.8. Atribuicdo dos sinais observados nos espectros de massas MALDI-TOF-MS na
faixa de baixa razdo m/z, para os sistemas hTf / Ru,-CO,CR

Amostra m/z observado Atribuicdo proposta m/z calculado

hTf+Ruibp 1024,2 [Rus(ibp)a]’ 1024,3
956,0 [Ruy(HCCA),]" 956,0
1021,0 [Ru,(ceto)(HCCA)s]* 1021,0

TERuceto 1086,0 [Ru,(ceto),(HCCA),]" 1086,0
1151,1 [Rus(ceto)s(HCCA)]* 1151,1
1216,1 [Ruy(ceto)a]’ 1216,1
1274,1 [Ru,(ceto)sCl] +Na* 1274,1
956,0 [Ruy(HCCA),]* 956,0
997,0 [Ruz(npx)(HCCA);]" 997,0
1038,1 [Rux(npx),(HCCA),]" 1038,0

hTf +Runpx 1079,1 [Ru,(npx)3(HCCA)]* 1079,10
1120,3 [Rux(npx)a]” 1120,15
1137,1 [Rua(npx)a(H,0)]* 1138,2
1178,1 [Ruy(npx)a(H,0)(OH)] + Na* 1178,2

Tabela 4.9. Atribuicdo dos sinais observados nos espectros de massas MALDI-TOF-MS na
faixa de baixa razdo m/z, para os sistemas apoTf / Ru,-CO,CR

Amostra m/z observado Atribuicdo proposta m/z calculado

apoTf+Ruibp 1024,2 [Ru(ibp)a]” 1024,3
956,0 [Ruy(HCCA),]* 956,0
1021,0 [Ru;(ceto)(HCCA);]" 1021,0

apoTf+Ruceto 1086,0 [Ru,(ceto),(HCCA),]" 1086,0
1216,1 [Ruy(ceto)a]” 1216,1
1274,1 [Ru,(ceto)sCl] +Na* 1274,1
956,0 [Ru,(HCCA)4]" 956,0
997,0 [Ruz(npx)(HCCA)s]" 997,0

apoTf+Runpx 1038,1 [Ru,(npx),2(HCCA),]" 1038,0
1079,1 [Ruz(npx)s(HCCA)]" 1079,10

1120,3 [Ru(npx)al’ 1120,15
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No experimento de interacdo do Ruibp com hTf e com apoTf, verificou-se que a
espécie de Ru predominante em solucdo é o tetracarboxilato [Rus(ibp)s]*. Outros sinais com
padrdo isotdpico do Ru aparecem na interacdo com a apoTf, mas sdo bem menos intensos

No experimento de interacdo do Ruceto com hTf, aparece o sinal relativo ao
tetracarboxilato [Ru,(ceto)s]’, mas com baixa intensidade quando comparado aos demais; na
apoTf esse sinal é quase imperceptivel. Todavia, aparecem sinais relativos a espécies que
tém os ligantes cetoprofenatos progressivamente substituidos por moléculas desprotonadas
do 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico, HCCA, que é a matriz usada na ionizagdo por MALDI
(Figura 4.58). A analise dos complexos na auséncia de proteinas (dissolvidos em etanol)
mostrou os mesmos sinais, o que revela que essa substituicdo ndo é consequéncia da
interacdo com as proteinas. A presenca dessas espécies, no entanto, e a auséncia ou baixa
intensidade do sinal da espécie [Ru,(ceto)s]” indicam a menor estabilidade desse complexo
frente a matriz, quando comparado ao Ruibp. Ele tende a sofrer substituicdo com maior
facilidade. Um estudo realizado com o RuAc interagindo com a lizosima de ovo de galinha,
onde foi obtido um cristal desse aduto e caracterizado por difragcdo de raios-X mostrou que o
complexo RuAc perde 2 ligantes acetato e se coordena a proteina por uma cadeia lateral de
um aspartato em ponte, e duas posicbes da esfera de coordenacdo sdo ocupadas por
moléculas de dgua [33]. De fato, se os ligantes cetoprofenatos sdo labeis o suficiente, é
possivel supor que a troca de ligantes equatoriais também possa ocorrer com o Ruceto.
Aparece ainda, com as duas proteinas, um sinal relativo a um aduto do complexo com um
ion Na* ([Ruy(ceto)sCl]+Na*) com baixa intensidade, mas mais intenso que o da espécie
[Ruy(ceto)s]”. Em MALDI-MS é bastante comum a formacdo de adutos entre os ions ou
moléculas da amostra e ions como H*, Na*, K, NH,", de acordo com as espécies presentes no

meio [127], de forma que é razodavel supor que houve a formacdo de um aduto com Na®
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nesse caso. E bom ressaltar, porém, que o sinal mais intenso no espectro ESI-MS deste
complexo é o relativo a unidade [Ruy(ceto)s]’ [28], confirmando que o processo de ionizag¢do
auxiliado por matriz utilizado nesse experimento provocou a substituicdo dos ligantes
cetoprofenatos.

Na interacdo do Runpx com a apoTf o sinal da espécie [Ru,(npx).]* aparece com uma
intensidade alta, mas também sdo vistos sinais relativos a substituicdo progressiva dos
ligantes naproxenatos por HCC. Comparado ao Ruceto, sua estabilidade é maior, mas a
presenca das espécies substituidas mostra que esse complexo também ndo é tdo estavel
quanto o Ruibp. Na interagdo com a hTf, aparecem ainda sinais das espécies coordenadas a

duas moléculas de dgua e formando um aduto com Na®.

O

= OH

N
HO c

Figura 4.58. Formula estrutural do acido a-ciano-4-hidroxicinamico, HCCA, matriz usada na
andlise por MALDI-MS na faixa de baixa razdo m/z. Massa molar: 189,17 g mol ™.
4.2.5. Captagdo celular
Os resultados apresentados até agora mostraram que os complexos Ru, CO,CR
interagem com a transferrina, seja ela em sua forma apo ou holo. Uma das grandes
motivagdes para o interesse em se estudar a interacao nao apenas de metalofarmacos, mas
candidatos a fdrmacos antitumorais em geral com a transferrina, advém do fato de que esta
proteina, por ser uma transportadora natural de Fe(lll), e de que as células tumorais
superexpressam seus receptores por apresentarem alta demanda por este metal como

consequéncia de seu crescimento descontrolado, poderia ser usada para a entrega
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direcionada ao alvo. Por essa razao, tem sido proposto que o acimulo de complexos de
ruténio nos tumores pode ser mediado por esta proteina plasmatica [5], [67], [70].

A questdo que surge, com base nesses resultados e de tantos relatos na literatura é:
Esta proteina esta de fato facilitando a entrada dos complexos na célula? Para tentar
responder esta questdo foi realizado o experimento descrito a seguir.

Primeiramente, as condicdes de concentracdo e tempo de incubacdo foram
escolhidas com base nos resultados obtidos em estudos de atividade antiproliferativa em
colaboragdo com o ICB (ainda ndo publicados). De acordo com esse trabalho, foram
selecionadas as concentra¢des dos complexos que exibem o melhor desempenho quanto a
atividade antiproliferativa de células de glioma humano da linhagem U-87: Ruibp, 100 umol
L™, Ruceto e Runpx, 200 pmol LY apo6s 72 h de incubacao.

A concentracdo de Tf foi calculada de forma a manter a raziao molar
proteina:complexo em 1:2 (tratamentos 1, 2 e 5) [70], mas também realizaram-se testes com
a concentracdo de Tf préoxima da encontrada em condigdes fisioldgicas (tratamentos 3 e 4). A
presenca de Fe(lll) no seu sitio de ligacdo também foi avaliada pela sua adicdo (na forma
sulfato ferroso amoniacal) a apoTf na razdo molar proteina:Fe(lll) de 1:0,33, que é a
condicdo encontrada naturalmente (tratamentos 2 e 4), além de se utilizar a hTf.

A concentragdo de Ru determinada or ICP-OES é expressa em pug de Ru / 10* células,

e os resultados para os trés complexos sdo mostrados nas figuras 4.59 a 4.60.
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Figura 4.59. Captacdo do complexo Ruibp por células de glioma humano da linhagem U-87,
apos 72 h de incubagdo a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,. [Ruibp] inicial: 100 pmol L™
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Figura 4.60. Captacdo do complexo Ruceto por células de glioma humano da linhagem U-87,
apo6s 72 h de incubagdo a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,. [Ruceto] inicial: 200 pumol L™
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Figura 4.61. Captacdo do complexo Runpx por células de glioma humano da linhagem U-87,
apods 72 h de incubagdo a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,. [Runpx] inicial: 200 umol L™
Para o complexo Ruibp a maior captacdo foi observada com o complexo livre e com o
aduto com hTf, cujos resultados foram praticamente iguais. A captacdo dos adutos com
apoTf foi menor, embora tenha apresentado um resultado proximo do observado para o
complexo livre e hTf. Esses resultados mostram que a conjugacdo com a Tf ndo facilitou a
entrada dos complexos nas células, e no caso da apoTf, ainda diminuiu um pouco a
capacidade de internalizacdo do complexo, embora ndo possa ser considerado significativo.
De modo geral, a interacdao com a transferrina ndo influenciou a captacdo do complexo pelas
células, indicando que o mecanismo de internalizagdo ndo esta envolvendo o ciclo da
transferrina, através da ligacao ao receptor especifico e internalizacao por endocitose.
Para o complexo Ruceto, a maior captacao foi observada com o aduto Ruceto-apoTf,
guando a concentracdo da proteina foi préxima da condicao fisioldgica, seguido pelo aduto
com hTf. O complexo livre teve uma captacgdo similar a observada nas demais condigdes.

Para este complexo, a conjugacdao com a hTf facilitou a sua entrada nas células, embora nao
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se possa afirmar que com a apoTf esse comportamento também seja observado, visto que o
nivel de captagdo do aduto com apoTf em concentragdo maior (100 pmol LY foi
praticamente o mesmo que o observado para o complexo livre.

Os resultados para o complexo Runpx foram semelhantes aos encontrados para o
Ruibp. A captacdo de complexo livre foi a maior observada, seguida pelo aduto com hTf. A
menor captacdo foi verificada com o aduto com a apoTf. Neste caso também, a conjugacao
com a Tf n3o facilitou a entrada do complexo nas células, e no caso da apoTf, a diminuicdo
da capacidade de internalizacdo do complexo foi maior do que com Ruibp. Novamente,
esses resultados indicam que o mecanismo de internalizacdo ndo esta envolvendo o ciclo da
transferrina, através da ligacdo ao receptor especifico e internalizagdo por endocitose, e
nesse caso, a interagdo com a proteina esta desfavorecendo a captacdo do complexo pelas
células.

Em todos os casos, a adicdo de Fe em concentracdao préxima da encontrada
fisiologicamente ndao aumentou a captacao.

A diminuicao da captagdo dos complexos de Ru conjugados com a apoTf pode ser
explicada considerando que o receptor especifico ndo tem afinidade pela proteina quando
os ions Fe(lll) estdo ausentes. O receptor tem alta afinidade pela proteina carregada com
dois ions Fe(lll) em seus sitios, que adota uma conformacao tal que é reconhecida por ele e
internalizada por endocitose [55].

O mesmo resultado foi verificado em diversos trabalhos em que a influéncia da
conjugacdo dos complexos de Ru com apoTf e hTf foi avaliada quanto a atividade
antiproliferativa, citotoxicidade ou captacdo celular. Estudos com o complexo KP 1019 e seu
andlogo de imidazol (em lugar do indazol) em células de cancer de célon humano da

linhagem SW707 mostraram que os complexos ligados a hTf apresentaram maior atividade
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antiproliferativa que os complexos livres, e que dos adutos de apoTf, KP1019 foi menos ativo
gue o complexo livre e o analogo foi mais ativo. A justificativa é que o tamanho do andlogo é
menor, e ao se ligar a proteina ela assume uma conformacao similar aguela adotada quando
o Fe(lll) entra em seu sitio, e entdo ela tem afinidade pelo receptor [67]. Em relacdo a
captacdo celular, um estudo com células SW480 mostrou que o complexo KP1019 conjugado
a apoTf é menos internalizado do que o complexo livre, que por sua vez é menos do que o
complexo conjugado a hTf. Nesse caso se concluiu que o ciclo da transferrina é a principal
rota de entrada do complexo nas células [70], diferente do que foi verificado neste trabalho
com os complexos RuFaines.

Dentre os organometalicos, as duas tendéncias foram observadas: a ligacdo com a
hTf facilitou (complexos denominados TM34 e TM85 [37]) ou ndo (complexo [(ne-
areno)Ru(en)Cl][PFg], areno = p-cimeno ou bifenila [128], e complexo denominado TM102
[37]) a entrada dos complexos, embora a atividade antiproliferativa ou citotéxica tenha se
mantido a mesma que dos complexos livres.

Essa diversidade de resultados mostra que a proposta de que a transferrina pode ser
usada como um carregador natural para os complexos de Ru, em razdo de o Ru pertencer ao
mesmo grupo do ferro levando a similaridades no modo de interagdao com a proteina deve

ser estudada caso a caso, pois ndo se aplica a todos os complexos de Ru.

4.3. Estudos com HSA
A interacdo dos complexos com HSA também foi investigada. Os estudos ja foram
publicados [35], exceto os resultados dos estudos competitivos com varfarina e estudos de

ultrafiltragcdo para o complexo Runpx.
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4.3.1. Espectroscopia de Fluorescéncia

4.3.1.1. Fluorescéncia intrinseca

Assim como com a transferrina, a fluorescéncia intrinseca da HSA foi monitorada sob
a adicdo de diversas concentracdes dos complexos, com o objetivo de avaliar as interacdes
entre eles. O grande diferencial, entretanto, é que a HSA possui apenas 1 residuo de Trp
(W214), localizado em um sitio de ligacdo denominado sitio | de Sudlow no subdominio IIA,
que tem afinidade por diversas moléculas de farmacos (Figuras 1.5 e 4.62). A existéncia de
apenas 1 residuo emitente simplifica a interpretacao dos resultados, além de dar indicios
sobre a regido de intera¢do, como tem sido proposto em diversos trabalhos na literatura [2],
[121], [122], [129].

A fluorescéncia intrinseca da HSA foi avaliada sob a adi¢do de concentragdes
crescentes dos complexos RuAc, Ruibp e Ruceto, variando-se a razio molar
proteina:complexo de 1:0 até 1:20, em diferentes temperaturas. Os espectros de emissao

registrados em 25°C sdo mostrados nas figuras 4.63 a 4.65.

4.62. Estrutura da HSA, com destaque para os aminoacidos Trp (vermelho) e His (azul). PDB:
1A06.
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Figura 4.63. Espectros de emissao da HSA (2,0 umol L") na auséncia e presenca de RuAc
(concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 16,0, 20,0, 30,0 e 40,0 umol L'l),
apos 24h de incubagdo a 25°C, em meio tampao fisioldgico pH 7,4, Aexc. 295 nm.
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Figura 4.64. Espectros de emissao da HSA (2,0 umol L") na auséncia e presenca de Ruibp
(concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 16,0, 20,0, 30,0 e 40,0 umol L'l),
apos 24h de incubagdo a 25°C, em meio tampao fisioldgico pH 7,4 com 2% etanol v/v, Aexc.
295 nm.
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Figura 4.65. Espectros de emissao da HSA (2,0 umol L™) na auséncia e presenca de Ruceto
(concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 16,0, 20,0, 30,0 e 40,0 umol L'l),
apos 24h de incubagdo a 25°C, em meio tampao fisioldgico pH 7,4 com 2% etanol v/v, Aexc.
295 nm.

O Amax de emissdao da HSA de ~ 341 nm (para Aexc = 295 Nnm) mostra que o ambiente
do triptofano W214 nesta proteina é mais polar do que a média observada para os residuos
de Trp da transferrina, cujo Amsx de emissdo foi de 332 nm. Dos trés complexos avaliados,
apenas o RuAc provocou um pequeno deslocamento hipsocromico do A de emissdo (AA = 2
nm), mostrando que o enovelamento da proteina ndo foi significativamente modificado na
presenca do complexo, embora possa-se inferir que o microambiente ao redor deste residuo
ficou ligeiramente menos polar sob a interacdao com o complexo.

Os trés complexos suprimiram a fluorescéncia da HSA, mas verificou-se uma
contribuicdo significativa de efeito de filtro interno no caso da supressdo provocada pelos
RuFaines. As curvas de fluorescéncia relativa corrigidas (Figura 4.66) mostram que apenas o

complexo RuAc suprimiu a emissdo em todo o intervalo de concentracbes estudado,

enguanto Ruceto suprimiu até a razdo molar proteina:complexo de 1:6 e Ruibp até razado
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molar de 1:1,5. A supressao da emissdo, apds as devidas correcGes, indica que a ligacdo do
complexo com a proteina provocou altera¢cdes estruturais nas proximidades do sitio
hidrofdbico do Trp [130].

O mesmo comportamento foi verificado na interagdo dos RuFaines com a
transferrina, onde acima da razdo molar proteina:complexo de 1:5 a fluorescéncia mostrou
uma tendéncia de aumento e ndo de diminui¢cdo. Com HSA, no entanto, tal comportamento
pode ter sido consequéncia de alteragdes estruturais da proteina, pois verificou-se por
dicroismo circular a diminuicao de 13% do contelddo de a-hélice com aumento dos demais
elementos de estrutura secundaria quando a razdo molar HSA : RuFaine foi de 1:5 [29], [35].
Além disso, as propostas feitas no caso da transferrina também se aplicam aqui: (i)
ineficiéncia do modelo matematico em corrigir adequadamente a fluorescéncia observada,
(i) a formacdo de particulas suspensas pode ter interferido no sinal observado ou (iii) o

complexo ligado a proteina teve a sua emissdao aumentada.
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Figura 4.66. Fluorescéncia relativa da HSA (2 umol L™) na presenca dos complexos RUAc,
Ruibp e Ruceto (concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 16,0, 20,0, 30,0 e
40,0 umol L), ap6s a correcdo do efeito de filtro interno. Dados registrados a 37°C, meio
tampao fisioldgico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos RuFaines), apds 24 h de incubacio
a37°C.
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O mecanismo de supressdo do sistema HSA / RuAc foi avaliado através da analise do
grafico de Stern-Volmer em diferentes temperaturas, pois espera-se uma dependéncia
inversa da constante Ks, com a temperatura quando o mecanismo de supressao envolve a
formacdao de um complexo ndo fluorescente no estado fundamental — supressdo estdtica

[75], [109]. A Figura 4.67 mostra os graficos obtidos e a Tabela 4.10 resume os parametros

calculados.
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Figura 4.67. Graficos de Stern-Volmer em diferentes temperaturas do sistema HSA / RuAc.
[HSA] =2 pumol L [RuAc] =0a 20 umol L™, meio tampao fisioldgico pH 7,4.

De modo geral, os dados mostraram boa linearidade no intervalo de concentragdes
usado (r*> > 0,99), que variou até 20 pmol L* de complexo. Apenas para fazer uma
comparagdo, no sistema apoTf / RuAc, em que a concentragdo maxima foi 10 umol L de
complexo, a partir da concentragao de 1 umol L™ os pontos ja comecaram a desviar-se da
linearidade, exibindo curvatura baixo. A razao para esse comportamento foi atribuida a
presenca de multiplos centros emitentes, e essa suposicdo foi confirmada aqui, pois na

presenca de apenas 1 fluoréforo emitente os pontos ndo apresentaram a mesma tendéncia.
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Os valores calculados da constante K5, aumentaram pouco com o aumento da
temperatura, o que indica que a supressdo inicia-se por um mecanismo dindmico. No
entanto, os valores calculados das constantes de supressdo bimolecular k, apresentaram
valores da ordem 10" mol™ L s™, que estdo 2 ordens e magnitude acima do limite difusional,
o que indica um mecanismo de supressdo estatico, com a formacdo de um aduto ndo
fluorescente no estado fundamental [75], [107], [122], [131]. Outras evidéncias sustentam a
hipétese de que esteja se formando um aduto, como os resultados de interacdo por
espectroscopia eletrénica [35] e os estudos de ultrafiltracdo (que serdo mostrados no
proximo item). Este comportamento pode ter sido resultado da formac¢dao de um aduto que
se torna mais estavel com o aumento da temperatura, ou os acidos graxos e globulinas
presentes na HSA utilizada competem com o RuAc pelos sitios de ligacdao hidrofébicos da
proteina, afetando assim o mecanismo de supressdo. Comportamento semelhante foi
observado no estudo da interagcdo de um complexo organometalico de Ru(ll) com HSA, mas
nesse trabalho também foi utilizada a HSA livre de acidos graxos. Com essa proteina, os
valores das constantes Ks, diminuiram com o aumento da temperatura, e com a HSA
contendo acidos graxos os valores de K5, aumentaram com o aumento da temperatura. Em
todos os casos, os valores de kg foram da ordem de 10" mol™ Ls™ [2].

Outros compostos de ruténio interagindo com HSA apresentaram constantes Ksy, da
mesma ordem de grandeza, como os organometalicos denominados TM34, TM85 (Ks, ~ 10*
mol™ L) [2], [132], um complexo de Ru(lll)-Salan (4,8 x 10* mol™ L para o componente
dindmico e 1,2 x 10° mol™ L para o componente estatico [130]) e KP1339 (4,6 x 10 mol™ L)
[45].

No caso da interacdo da HSA com os complexos RuFaines, ndo foi possivel avaliar o

mecanismo de supressdo pelo mesmo método porque os pontos no grafico de Fy/F versus



[158]

[Complexo] ndo apresentaram correlacdo linear (Figura 4.68). Apenas os pontos em baixas
concentracdes a 37°C mostraram alguma linearidade aparente. O experimento foi feito

novamente variando-se a razdao molar proteina:complexo até 1:2 em 37°C (Figura 4.69).
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Figura 4.68. Graficos de Stern-Volmer em diferentes temperaturas dos sistemas (a) HSA /
Ruibp e (b) HSA / Ruceto. [HSA] = 2 umol L™, [RuFaines] = 0 a 40 pmol L™}, meio tamp3o
fisiolégico pH 7,4 com 2% etanol v/v.

Para o Ruceto, os pontos até razao molar proteina:complexo de 1:1,5 ([Ruceto] = 3,0
pmol L") mostraram correlagao linear, o valor de Ksy, foi da mesma ordem de grandeza que
para ao sistema HSA/RuAc, mas com um valor um pouco maior, indicando que este
complexo causa maior perturbacdo no ambiente do Trp, o que estd de acordo com os

estudos de dicroismo circular, que mostraram maior alteragdo na estrutura secundaria da

proteina frente a interacdo com Ruceto do que com RuAc [29], [35].
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Figura 4.69. Graficos de Stern-Volmer HSA / Ruibp e HSA / Ruceto, para dados registrados a
37°C. [HSA] = 4 umol L™, [RuFaines] = 0 a 8,0 umol L, meio tamp3o fisioldgico pH 7,4 com
2% etanol v/v.

No caso do Ruibp, ndo se observou supressao da fluorescéncia do Trp-214, o que
indica que o complexo nao esta interagindo com a HSA através do sitio | no subdominio IIA.
Sabe-se que o sitio primario de intera¢dao do ibuprofeno na HSA é o sitio Il no subdominio
IlIA [50]. A constante de dissociacao Ky foi reportada como 1 x 10 mol L [40]. Logo, é
possivel que o complexo contendo ibuprofenato como ligante esteja interagindo em alguma
regido proxima a esse sitio.

As constantes de dissociacdo do sistema HSA / RuAc nas 4 temperaturas foram
avaliadas através do grafico da equacdo nao linear 4.20, supondo a formac¢do de um aduto
de estequiometria 1:1. Os graficos sdo mostrados na Figura 4.70 e os parametros calculados
na Tabela 4.10. Os valores das constantes K, ficaram muito proximos, todos da ordem de 10
6

mol L?, indicando que a estabilidade dos adutos n3o é afetada no intervalo de

temperaturas avaliado.
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No caso do sistema HSA / Ruceto, calculou-se o valor de K, apenas a 37°C, e seu valor
foi uma ordem de magnitude menor que o calculado para o RuAc, indicando que o sistema
HSA / Ruceto é um pouco mais estavel quanto a dissociacdo do que HSA / RuAc. A equacgio

usada ndo descreveu o comportamento dos dados do sistema HSA/Ruibp (Figura 4.71).
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Figura 4.70. Gréficos da equacdo 4.20 para o sistema HSA / RuAc nas temperaturas de 10,
25, 37 e 45°C.

0,25 - ® Ruceto
A Ruibp .

0,20

0,15 1

FO-F

0,10

0,05

0,00

T T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10°
[RuFaine] (mol L™

Figura 4.71. Graficos da equacdo 4.20 para o sistema HSA / RuFaines a 37 °C.
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Tabela 4.10. Valores calculados dos parametros das equacdes de Stern-Volmer (4.17) e 4.20.

Parametros calculados

Complexo
10°C 25°C 37°C 45°C
Ksy (10°mol™ L) 3,29+0,06 3,4+0,1 3,5+0,1 4,0+0,1
kg (x 102 mol™ Ls?) 3,3 3,4 3,5 4,0
R2 0,9973 0,9925 0,9860 0,9938
Ky (10° mol L'Y) 9+1 7+1 7,8+0,8 9+1
RuAc Fe 0,40 0,43 0,41 0,34
R2 0,9944 0,9848 0,9953 0,9946
AH (k) mol™) -0,6 -12,6 -19,4 -
AS () mol™ K™Y +94,3 +56,7 +35,3 -
AG (kJ mol™) 27,3 -29,5 -30,3 -30,6
Ksy (10*mol™ L) 4,2+0,2
kg (x 10" mol™ Ls™) nd nd 4,2 nd
R2 0,9810
Ruceto
Ky (107 mol L) 3+2
F. nd nd 3,5 nd
R2 0,9870

Nd = Ndo determinado

Com base nos valores de Kd calculados para o sistema HSA / RuAc, obtiveram-se os
valores das constantes de associa¢do (K, = 1/K,;) em cada temperatura, e entdo calcularam-
se, conforme as equacoes 4.23 e 4.24, as variacdes de entalpia (AH), entropia (AS) e energia
livre (AG) da reacdo, tendo como referéncia a temperatura de 45°C [133], [134]. Nas
equacles, T é a temperatura do experimento em Kelvin e R é a constante dos gases (8,314 )

mol™* K?).

ZK“2—1<1 1)AH Eq.4.23
"Kai R\T, T, a.%

AG = —RTInKa = AH — TAS Eq.4.24
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Os tipos de interacdes que podem ocorrer entre complexos e proteinas, conforme ja
mencionado, sdo: a formacdo de uma ligacdo covalente com coordenacdo do ion a proteina
e interacdes ndo covalentes fracas, que incluem ligacdes de hidrogénio, forcas de van der
Waals, forcas eletrostaticas e interacdes hidrofdbicas [49], [133], [135], [136]. A ligacdo de
pequenas moléculas ligantes a proteinas pode ser interpretada com base no modelo
conceitual envolvendo duas etapas: na primeira hd uma penetracdo mutua das camadas de
hidratacdo das duas espécies, que interagem num primeiro momento por interagles
hidrofébicas e a molécula ligante é parcialmente imobilizada nessa condi¢dao, de modo que
moléculas do solvente sdo deslocadas, e essa etapa é entdo dirigida por entropia; na
segunda etapa se estabelece a interagao propriamente dita, que pode ser de um dos tipos
mencionados anteriormente, e essa etapa é dirigida por entalpia. Os tipos de intera¢des
principais entre as espécies podem ser avaliados com base nos valores dos parametros
termodinamicos. Em um processo espontaneo (AG < 0), quando AH<0ou AH~0e AS >0,
as interacdes sao predominantemente eletrostaticas; quando AH < 0 e AS < 0, as interag¢des
podem ser forcas de van der Waals ou liga¢des de hidrogénio e quando AH >0 e AS< 0, as
interagdes sdao predominantemente hidrofébicas [137].

Na interacdo da HSA com o RuAc, os valores AG foram negativos em todas as
temperaturas, mostrando a espontaneidade rea¢dao. Todos os valores de AH foram negativos
ou proximos de zero, e os valores de AS positivos, mostrando que a reacao é dirigida por
entropia e entalpia. De acordo com o modelo proposto por Ross e Subramanian [137], as
variacdoes observadas dos parametros termodinamicos indicam que o tipo principal de
interacdo é eletrostatico, o que é razodvel propor uma vez que a espécie do complexo
predominante em solugdo é positivamente carregada, [Ru,(CH3CO,)a(H20),]%, e que, no pH

de 7,4 a proteina esta negativamente carregada, pois seu pl é de 5,92 [41].
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4.3.1.2. Estudos competitivos entre os complexos Ru,-CO,CR e varfarina pelo

sitio | da HSA

Conforme mencionado anteriormente, a molécula de HSA tem pelo menos dois sitios
importantes de ligacdo de farmacos acidos denominados sitios de Sudlow | e Il, e os FAINEs
geralmente se ligam a um desses sitios com alta afinidade. O sitio | € conhecido como o sitio
varfarina-azapropazona e esta localizado no subdominio IIA da molécula de HSA [48], [49],
[52], [138].

Varfarina (Figura 4.72) é um farmaco anticoagulante que se liga especificamente ao
sitio | de Sudlow com alta afinidade (constante de dissociacao, Ky = 4 umol L) [46], [139].
Quando a varfarina interage com a HSA, a intensidade de emissao em aproximadamente 380
nm sob excitagdo em 305 - 335 nm aumenta cerca de 15 vezes em rela¢do aquela observada
para a molécula ndo ligada em solugdes aquosas. Essa diferenca na intensidade da
fluorescéncia emitida pela varfarina ligada e nao ligada tem sido largamente usada para
determinar a constante de dissociagdo da interacdo varfarina/HSA e monitorar o
deslocamento da varfarina de seu sitio de ligacdo por farmacos competitivos [45], [140],
indicando um dos possiveis sitios de ligacdo deste novo composto na proteina. Varfarina,
ibuprofeno e digitoxina, sdo considerados marcadores dos sitios |, Il e lll, respectivamente

[49].

OH

LT
o "0

Figura 4.72. Formula estrutural da varfarina.

De acordo com os resultados dos experimentos onde a fluorescéncia intrinseca da

HSA foi monitorada, os complexos RuAc e Ruceto suprimiram a emissao, indicando que pelo
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menos um dos sitios de interacdo destes complexos na HSA é préoximo ao sitio | no
subdominio IIA e o Ruibp ndo suprimiu, indicando que seu sitio de interacdo nao envolve o
sitio I. Para confirmar essa hipdtese, realizou-se o estudo para verificar a competicdo entre
0os compostos citados e a varfarina pelo sitio | da HSA. A supressdao da emissdao do aduto
{HSA-varf} indica o deslocamento da varfarina do seu sitio de alta afinidade [45].

Os espectros de emissdo e graficos da equacdo de Stern-Volmer sdao mostrados nas
Figuras 4.73 a 4.75. Conforme era esperado, RuAc e Ruceto suprimiram a fluorescéncia do
aduto {HSA-varf} indicando ndo apenas que interagem nas proximidades do sitio I, mas
também que sua afinidade é maior, pois foram capazes de desloca-la de seu sitio, embora
deva se levar em conta que neste experimento a razdao molar HSA:varfarina foi mantida em
1: 1 enquanto a razdao molar HSA:Complexos variou até 1:20.

O resultado inesperado foi a supressao pelo Ruibp, que ndo foi observada no
experimento onde a fluorescéncia intrinseca da HSA foi monitorada. A possivel causa para
esse comportamento é que a ligacdo do Ruibp em seu sitio de interacdao (embora ndo seja o
sitio I, com base nos resultados dos experimentos de fluorescéncia intrinseca) pode ter
modulado alostericamente a interacdo da varfarina, deslocando-a do sitio I. Intera¢des da
proteina com diferentes ligantes ao mesmo tempo geralmente resultam em aumento da
concentracdo livre dos ligantes em questdo [39]. A albumina possui diversos sitios que se
ligam com alta afinidade a acidos graxos (denominados FA1 a FA9) e farmacos (sitio | de
Sudlow, correspondente ao FA7 e sitio Il de Sudlow, formado pelos sitios FA3 e FA4), embora
nao se limite a esses sitios (Figura 4.62). O sitio primario de interacdo do ibuprofeno é o sitio
Il no subdominio IlIA, o secundario corresponde ao sitio FA6 e hd ainda um terciario de baixa
afinidade que corresponde ao FA2. O sitio primario da varfarina é o sitio | de Sudlow (FA7), e

o secundario é o FA2. A ligacdo a este sitio induz mudancas conformacionais na proteina. Os
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sitios FA1, FA2, FA3-FA4 (sitio Il de Sudlow), FA6 e FA7 (sitio | de Sudlow) sdo

alostericamente acoplados, e ibuprofeno e varfarina agem como efetores alostéricos [51].
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Figura 4.73. (a) Espectros de emissao das solu¢des contendo o aduto {HSA-varf} apés adicao

de RuAc nas concentragdes 0, 1, 2,3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 30 e 40 umol Lte incubacdo por

24 h a 37°C. [HSA] = 2 umol LY [varf] =2 pmol L. Aexc = 335 nm. Meio: tampao fisiolégico
pH 7,4. (b) Grafico da equacdo de Stern-Volmer para a emissdo em 381 nm.
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Figura 4.74. (a) Espectros de emissao das solu¢des contendo o aduto {HSA-varf} apds adicdo
de Ruibp nas concentragdes 0, 1, 2,3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 30 e 40 umol Lte incubacado por
24 h a37°C. [HSA] = 2 umol L™ [varf] =2 pmol L. Lexc. = 335 nm. Meio: tampao fisioldgico
pH 7,4 com 2% etanol v/v. (b) Grafico da equagdo de Stern-Volmer para a emissdo em 381
nm.
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Figura 4.75 . (a) Espectros de emissdo das solucbes contendo o aduto {HSA-varf} apds adicao
de Ruceto nas concentragdes 0, 1, 2,3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 30 e 40 umol Lle incubacao
por 24 h a 37°C. [HSA] = 2 umol LY. [varf] =2 umol L. Aexc. = 335 nm. Meio: tampao
fisioldgico pH 7,4 com 2% etanol v/v. (b) Grafico da equagdo de Stern-Volmer para a emissdo
em 381 nm.

Outra observacao importante a ser feita é que Ruceto e Ruibp apresentaram emissao
na regiao do espectro avaliada, embora baixa quando comparada a intensidade de emissdo
do aduto {HSA-varf}, mas ndo tdo baixas que pudessem ser desconsideradas. Como
consequéncia, os pontos no grafico de Stern-Volmer nas maiores concentragdes de
complexo, apds a corregdo do efeito de filtro interno, apresentaram a tendéncia inversa de
aumento da fluorescéncia, assim como observado no experimento de fluorescéncia
intrinseca. Para tentar contornar este problema e o da alta absorbancia das solugbes, o
experimento foi repetido variando a razdao molar HSA:complexos até 1:2. Os graficos de
Stern-Volmer sdo mostrados na Figura 4.76, e os valores de Ksy e k; calculados na Tabela
4.11. O valor da constante de supressdo bimolecular (kg) foi calculado considerando-se o

tempo de vida do fluoréforo no estado excitado (to) igual a 2,23 ns [141]. O valor de Ksy

calculado para o sistema {HSA-varf} / RuAc ficou bastante préximo do determinado para o
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sistema HSA / RuAc. Ja para o Ruceto o valor determinado foi menor, mas na mesma ordem

de grandeza.
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A Ruceto .7 _-A
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Figura 4.76. Gréficos de Stern-Volmer dos sistemas {HSA-varf} / RuAc, {HSA-varf} / Ruibp e
{HSA-varf} / Ruceto, ap6s 24 h de incubagdo a 37°C, com [HSA] = 4 umol LY [varfl= 4 umol L
1, [Complexos] =0,8, 1,6, 2,0, 2,4, 3,2,4,0,4,8, 5,6, 6,0, 6,4, 7,2 € 8,0 umol L'1, em tampao
fisiolégico pH 7,4 (com 2% etanol v/v no caso dos RuFaines).

Tabela 4.11. Constantes de Stern-Volmer (Ksy) e constantes de supressdo bimolecular (k)
calculadas.

Complexo Parametros calculados
Ksy (10*mol™ L) 3,3%0,1
RUuAc kg (x 10" mol™ Ls™) 1,4
R? 0,9867
Ksy (10*mol™ L) 2,9+0,1
Ruibp kg (x 102 mol™ Ls™?) 1,3
R? 0,9737
Ksy (10*mol™ L) 2,6+0,1

Ruceto kg (x 102 mol™* Ls™) 1,2
R? 0,9737
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4.3.2. Ultrdfiltragdo e andlise por MALDI-MS e ICP

Um experimento similar ao realizado com a transferrina foi feito com o objetivo de
avaliar a capacidade de retencdo dos complexos Ru,-CO,CR pela albumina humana. Solucdes
contendo HSA e os complexos RuAc, Ruibp, Ruceto e Runpx e o padrdo de Ru(lll) de
absorcdo atébmica com um excesso de 10 vezes em relagdo a proteina (20 vezes no caso do
padrdo de Ru(lll)) foram incubadas por 24 h a 37°C, e a fragdo proteica, que inclui HSA livre e
HSA ligada aos complexos, foi separada da fracdo de complexo livre por ultrafiltracdo e
analisada por ICP-OES e MALDI-MS.

A concentracdo de Ru foi determinada na fase proteica por ICP-OES. Os resultados
encontrados sdao mostrados na Tabela 4.12. A concentragcdo molar de Ru foi dividida pela
concentra¢do molar de HSA para se obter a razdo molar Ru / proteina. Os quatro complexos
(RuAc, Ruibp, Ruceto e Runpx) ficaram retidos em extensdes similares, cerca de 14 mols de
Ru por molécula de proteina, o que corresponde a 7 mols de complexo / HSA. Em todos os
casos, portanto, cerca de 70% da quantidade inicial de complexo adicionada foram retidos
pela proteina. Esses resultados mostram a alta capacidade de reteng¢dao da HSA nas
condicGes experimentais empregadas, além de que a natureza dos ligantes equatoriais ndo
parece ter influenciado significativamente na capacidade de saturacdo. O mesmo resultado
foi encontrado para os complexos RuFaines interagindo com a Tf (apo e holo), mas ndo para
o RuAc. A HSA, portanto, contém mais sitios de ligacdo para o RuAc do que a Tf.

A quantidade de Ru retida na amostra do padrdo de Ru(lll) foi menor do que a
determinada para os complexos Ru,-CO,CR (cerca de 9 mols), embora quando comparado
ao numero de mols de complexo Ru,, tenha sido maior. A estrutura do Ru(lll) do padrdo nao
é exatamente conhecida, mas supdem-se que os ions Ru(lll) estejam coordenados a ligantes

ClI" (pois 0 meio do padrdo é HCI). Este complexo, portanto, foi retido com maior eficiéncia
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pela proteina, provavelmente devido a labilidade desses ligantes que favorece a
coordenacdo do centro metalico aos residuos de aminodacidos das cadeias laterais da HSA,
como histidinas por exemplo.

Tabela 4.12. Concentracdo de Ru ligado a HSA, determinada por ICP-OES.

Amostra Ru,mg Lt [Rul,mmol LY [HSA],mmol L Raz3o molar (HSA : Ru)
HSA + Ru 134,5 1,33 0,15 1:8,9
HSA + RuAc 207,0 2,04 0,15 1:14
HSA + Ruibp 47,76 0,47 0,030 1:16
HSA + Runpx 47,86 0,47 0,030 1:16
HSA + Ruceto 40,02 0,40 0,030 1:13

" Concentrac3o determinada na analise por ICP-OES.

Os espectros de massas MALDI-TOF-MS das amostras sao mostrados nas figuras 4.77
a 4.81, e as variacbes observadas nos sinais de razdo m/z na Tabela 4.13.

O espectro de massas da HSA mostrou os picos principais em m/z 66628
correspondente & espécie [HSA]" e em m/z 33347 correspondente a [HSA]*, sendo os
resultados préximos aos encontrados na literatura [142]-[147]. Os dois picos deslocaram-se
para maiores valores de m/z apds a incubacdo na presenca do padrdo de Ru(lll), com
varia¢®es que indicam a entrada de pelo menos 4 ions de Ru(lll) (m/z = 506 para [M]* e 213
para [M]*").

A diferenca observada na amostra de RuAc (m/z = 1953 para [M]" e 982 para [M]2+) é
compativel com a presenca de aproximadamente 4 moléculas do complexo positivamente
carregadas, [Ru,(CH3CO,)s]*, de massa 439 Da, para cada molécula de proteina. N3o foi
possivel analisar essas amostras na faixa baixa de razdo m/z para tentar detectar a unidade

[Ru,(CH5CO,)4]" porque a massa molar dessa espécie esta abaixo do limite do equipamento.
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Nos experimentos de interacdo dos RuFaines com a HSA, os complexos foram
dissolvidos em etanol absoluto e essas solugdes foram adicionadas a solucdo de proteina,
pois eles sdo praticamente insolUveis em meio aquoso. A presenca da proteina, no entanto,
favorece a solubilizacdo dos complexos no meio. Primeiramente, as solucbes foram
preparadas em baixas concentragdes (4 umol LY HSA e 40 pmol L™ RuFaines, 2% etanol v/v),
e ndo foram observadas variacGes que indicassem a ligacdo de nem mesmo 1 molécula de
complexo a proteina. Por isso o experimento foi realizado em concentragcdes maiores (0,030
mmol L™ HSA e 0,3 mmol L'* RuFaines, 20% etanol v/v). Essa concentracdo de 20% etanol foi
necessaria para garantir a solubilizacdo do complexo no meio. De acordo com a literatura
[148], onde foram estudados os efeitos do etanol sobre a estrutura e solubilidade da
albumina bovina, somente a partir da concentracdo de 30% de etanol no meio é que
comegcam a ocorrer modificacdes estruturais da proteina. A integridade estrutural da HSA
em nossos experimentos foi verificada comparando-se os espectros de dicroismo circular da
proteina em tampao fisioldgico e da proteina na presenga de 20% de etanol (v/v) no mesmo
tampado. Nao foram observadas alteragdes significativas. Dessa forma concluiu-se que a
concentracdo de etanol usada ndo provocou a desnaturacao da proteina.

Mesmo para o experimento com concentragdes maiores de proteina e complexos, no
entanto, os espectros de massas ndo mostraram alteragdes que indicassem a presencga dos
complexos (Figura 4.79b a Figura 4.81b). As pequenas diferencas observadas em m/z n3do
puderam ser atribuidas a nenhuma espécie de Ru ou mesmo de farmaco ligante livre.
Fragmentos dos complexos, entretanto, foram detectados pela analise das mesmas

amostras na faixa de baixa razdo m/z (Figura 4.79a a Figura 4.81a).
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Figura 4.77. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da HSA na presencga do padrao de Ru(lll),
razao molar 1:20 (HSA:Ru), apds ultrafiltracdo e da HSA sem Ru(lll). Ambas em tampao
fisioldgico pH 7,4, e apds 24 h de incubacdo a 37°C.
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Figura 4.78. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da HSA na presenca do complexo RUAc,
razdao molar 1:10 (HSA:RuAc), apds ultrafiltracdo e da HSA sem complexo. Ambas em tampao
fisiologico pH 7,4, e apds 24 h de incubacdo a 37°C.
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Figura 4.79. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da HSA na presenga do complexo Ruibp,
razao molar 1:10 (HSA:Ruibp), apds ultrafiltracdo e da HSA sem complexo, na faixa de baixa
razdo m/z (a) e alta razdo m/z (b). Ambas em tamp3o fisioldgico pH 7,4 com 20% etanol v/v,

e apos 24 h de incubacdo a 37°C.
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Figura 4.80. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da HSA na presenca do complexo Ruceto,
razdo molar 1:10 (HSA:Ruceto), apds ultrafiltracdo e da HSA sem complexo, na faixa de baixa
razdo m/z (a) e alta razdo m/z (b). Ambas em tampao fisioldgico pH 7,4 com 20% etanol v/v,

e apos 24 h de incubacdo a 37°C.
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Figura 4.81. Espectro de massas MALDI-TOF-MS da HSA na presenca do complexo Runpx,
razao molar 1:10 (HSA:Runpx), apds ultrafiltracdo e da HSA sem complexo, na faixa de baixa
razdo m/z (a) e alta razdo m/z (b). Ambas em tamp3o fisioldgico pH 7,4 com 20% etanol v/v,

e apos 24 h de incubacdo a 37°C.

Tabela 4.13. Resumo dos resultados obtidos por MALDI-TOF-MS das interagdes da HSA com
Ru-FAINEs, em solugdes a 20% etanol.

m/z m/z Diferencga Diferenca
Amostra observada no observada no
[H?A- . [H_SA' - sinal com carga sinal com carga
RuFaines] RuFaines] +1 (Da) +2 (Da)
HSA 66628 33347 - -
HSA + Ru 67134 33560 506 213
HSA + RuAc 68581 34329 1953 982
HSA (20% etOH) 66513 33267 - -
HSA + Ruibp 66598 33314 85 94
HSA + Ruceto 67089 33540 576 546
HSA + Runpx 66994 33444 481 354
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Na amostra contendo HSA / Ruibp, observaram-se dois fragmentos com o padrio
isotépico do Ru, ambos contendo a unidade central [Ru,(ibp)s]*. Nas amostras de HSA /
Ruceto e HSA / Runpx, foram vistos novamente os fragmentos observados nos experimentos
com transferrina, onde os ligantes derivados dos farmacos foram progressivamente
substituidos por moléculas da matriz HCCA desprotonada. As atribuicdes propostas para a
composicdo desses fragmentos sao apresentadas na Tabela 4.14. As mesmas consideracdes
em relacdo a estabilidade dos complexos feitas no experimento com a transferrina se
aplicam aqui.

Embora n3o se tenha observado um aumento em m/z do sinal da HSA conforme se
esperava, os complexos estavam presentes na fase proteica que ficou retida na
ultrafiltracdo, o que é evidéncia de que eles estavam interagindo com a proteina. Caso

contrario, eles teriam passado pelo filtro.

Tabela 4.14. AtribuicOes propostas para os fragmentos observados nos espectros de massas
das amostras de HSA + RuFaines, registrados em baixa faixa de razdo m/z.

Amostra m/z observado Atribuicdo proposta m/z calculado
1024,3 [Rus(ibp)al* 1024,3
HSA + Ruibp N
1100,3 [[Rus(ibp)a(H,0)CI] + Na 1100,3
956,0 [Ruy(HCCA),]* 956,0
1021,0 [Ru;(ceto)(HCCA);]" 1021,0
HSA + Ruceto .
1086,0 [Ru,(ceto),(HCCA),] 1086,0
1151,1 [Ru;(ceto)s(HCCA)]" 1151,1
996,9 [Ruz(npx)(HCCA);]" 997,0
1038,0 [Ruy(npx),(HCCA),]" 1038,0
HSA + Runpx .
1079,0 [Ruz(npx)s(HCCA)] 1079,1

1120,0 [Rua(npx)al’ 1120,1
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Assim como na interacdo com transferrina, no caso dos complexos RuFaines, é
possivel supor a ocorréncia de interacdes fracas que explicariam a presenca dos complexos
na fase proteica. Ao mesmo tempo, elas explicam porque ndo se detecta aumento de m/z no
espectro de massas, uma vez que os componentes dos adutos complexo de Ru / HSA n3o
tenderiam a ficar unidos no processo do experimento de espectrometria de massas.

No caso do Ru(lll) proveniente do padrdo, o ion estd muito mais disponivel para
interagir com a proteina através da coordenagdo a aminodcidos como histidina, cisteina e
metionina, que sdo os aminoacidos preferenciais para coordenacdo de metais [149]. E
possivel, portanto, que a interacdo seja mais forte nesse caso do que nos outros. Dessa
forma, o nimero de ions ligados a HSA estimado pelo resultado de MALDI-TOF-MS (5 ions
por molécula de proteina) ficou mais proximo daquele estimado por ICP-OES do que os
demais.

No caso do RuAc, os ligantes acetato sao menores que os farmacos dos outros
complexos, o que deixaria as posices axiais da gaiola mais acessiveis a interacdo por
coordenacdo as cadeias laterais dos aminodcidos da proteina. Entdo a interacdo desta
espécie com a proteina seria mais forte do que a interacdo dos complexos com ligantes
derivados dos farmacos, o que estd de acordo com os resultados encontrados para a
constante de afinidade avaliada por espectroscopia de fluorescéncia [35].

No caso dos complexos RuFaines, os ligantes equatoriais sdo volumosos em relacao
ao acetato, e entdo é provdvel que existam impedimentos estéricos que inviabilizem a
coordenacdao do complexo pelas posicdes axiais a proteina. Além disso, devido a maior
hidrofobicidade dos ligantes, o complexo terd a tendéncia de interagir com regides

hidrofébicas da proteina, através de interacdes ndao covalentes, que sdao mais fracas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo principal deste trabalho foi contribuir com a linha de pesquisa do grupo no
que diz respeito aos conhecimentos relativos as interagdes com as principais proteinas
séricas, albumina e transferrina, que possam auxiliar na elucidagdo do mecanismo de agao
dos metalofarmacos de ruténio com ligantes derivados de Faines.

O complexo precursor RuAc foi sintetizado conforme método descrito na literatura, e
os complexos contendo ligantes derivados de Faines (Ruibp, Ruceto e Runpx) foram
sintetizados de acordo com metodologias desenvolvidas no grupo. As andlises de
caracterizacdo confirmaram a identidade e estrutura propostas para cada um deles,
revelando a presenca da unidade dimetalica Ru,(ll,lll) coordenada a 4 ligantes carboxilatos. A
analise de dicroismo circular mostrou que os complexos provavelmente apresentam dois
ligantes (S) e dois ligantes (R), em consequéncia da utilizacdo de misturas racémicas dos
farmacos organicos, com excecdo do Runpx, cujos ligantes sdo predominantemente
estereoisomeros S.

As analises espectroscdpicas da interacdao dos complexos com apoTf mostraram que
a reagao entre as espécies inicia-se rapidamente e, no caso dos complexos RuFaines, atinge
o equilibrio quase que imediatamente. Para o RuAc, a reacao nao atingiu o equilibrio dentro
de 24 h de monitoramento, embora tenha-se observado que esta ocorre em duas etapas,
sendo a primeira nas duas primeiras horas e a segunda, a partir de 3 h de reacdo. As
alteragdes espectrais observadas no caso do RuAc sdo muito semelhantes aquelas
previamente verificadas nas interagbes com aminoacidos e albumina, indicando que

provavelmente ocorre a coordenacdao do metal aos residuos de aminoacidos da proteina. Ja
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no caso dos RuFaines, essa interacdao por coordenacdo direta é menos provavel devido a
impedimentos estéricos e a menor polaridade dos ligantes.

A presenca de Fe(lll) na Tf alterou o0 modo de interagcdo do complexo RuAc com esta
proteina, indicando que os sitios do Fe(lll) podem estar envolvidos na interacdo do RuAc
com a apoTf. Esta suposicao foi confirmada por espectroscopia de fluorescéncia usando-se a
Fl-aTf. As modificacBes espectrais observadas nos sistemas RuFaines / hTf foram bastante
similares aquelas com a apoTf, indicando que o modo de interacdo dos RuFaines com a
proteina ndao é afetado pela presenca de ions Fe(lll) em seu sitio, o que também foi
confirmado por espectroscopia de fluorescéncia usando-se a Fl-aTf.

As constantes de afinidade dos complexos RuAc e RuFaines a Tf foram da ordem 10’-
10® mol™ L, quando avaliadas por espectroscopia de fluorescéncia. Esses valores
relativamente altos mostraram que as interagbes dos complexos com a apoTf sdo mais
fortes do que com a albumina, que foram da ordem de 10° mol™ L. Em todos os casos,
porém, a presenca de multiplos centros emitentes da apoTf faz com que a analise detalhada
desses sistemas por esta técnica seja dificultada.

A estrutura secunddria da apoTf é mantida na presenca de até 10 mols de complexo
por mol de proteina (ou 50, no caso do RuAc), indicando que a presenca dos complexos ndo
estd causando a sua desnaturacdo, conforme verificado por espectroscopia de dicroismo
circular.

Estudos de ultrafiltracdo e analise da fase proteica por ICP-OES e MALDI-MS,
mostraram que capacidade de retencao dos complexos Ru,-O,CR pelas proteinas Tf e HSA é
similar, em torno de 70%, indicando a importancia delas na solubilizagdo dos RuFaines, que

em sua auséncia, precipitam nas condicdes fisioldgicas simuladas empregadas.
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Os estudos de captacdo celular mostraram que o ciclo da transferrina ndo parece ser
a principal rota de entrada dos complexos RuFaines nas células. Alids, os resultados dos
estudos in vitro, onde as atividades citotéxicas e antiproliferativas dos complexos Ruibp e
Runpx foram avaliadas, mostraram que os complexos ndo sdo citotdxicos, mas inibem a
proliferacdo celular, de modo similar ao observado com o NAMI-A, que apresenta acao
antimetastatica. Para este complexo, a captacao celular é reduzida, e sua a¢do se da no meio
extracelular. Pode-se especular um mecanismo de acao similar para os RuFaines, embora

estudos in vivo também demonstraram que o Ruibp é ativo contra tumor primario.
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