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RESUMO

O oxido nitrico (NO) atua em diferentes processos fisiologicos, desde atividades
antimicrobiana e antiparasitdria, coagulagdo sanguinea, controle da pressdo sanguinea, a
neurotransmissdo e acdo antitumoral. Dentre todos os processos fisioldgicos nos quais o NO
estd envolvido, possivelmente, a area de pesquisa que mais tem se desenvolvido esta
relacionada a sua agdo vasodilatadora. Os complexos nitrosilos de ruténio, do tipo
[Ru(tpy)(BDQ)(NOJ** (RuBDQ) e [Ru(tpy)(BD)(NOJ]** (RuBD) — onde tpy=2,2":6>,2"-
terpiridina; BDQ=écido 3,4-diaminobenzdico; e BD=o-fenilenodiamina —, mostraram-se
potenciais candidatos a agentes doadores exdgenos de NO e, consequentemente, potenciais pro-
farmacos. Nesse interim, propuseram-se estudos acerca das interacdes destes complexos
doadores de NO com biomoléculas as quais sdo responsaveis pelo armazenamento, transporte,
metabolismo e excrecdo de fairmacos, como a albumina humana (HSA). Os estudos para o
entendimento das interagdes entre a HSA e os complexos nitrosilos de ruténio foram baseados
em experimentos de supressdo de fluorescéncia da HSA. Os resultados obtidos demonstraram
que ha a interagdo entre a HSA e ambos os complexos via mecanismo dindmico. Os parametros
termodindmicos para o sistema HSA-RuBDQ evidenciaram que as espécies em questao
interagem via interagdes hidrofobicas, e aqueles para o sistema HSA—RuBD indicaram que as
espécies interagem via ligacdes de hidrogénio. As distancias centro a centro entre o residuo de
Trp-214 e os complexos RuBDQ e RuBD, estimadas pela teoria de FRET, sao de 3,38 e 3,01
nm, respectivamente. Os experimentos de supressdo de fluorescéncia sincrona da HSA
demonstraram que ha a interagdo entre a HSA e ambos os complexos RuBDQ e RuBD em um
microambiente proteico proximo aos residuos de aminoacido de Tyr e Trp-214. Através de
estudos baseados em ancoragem molecular foi possivel propor que a interagdo entre a HSA e
ambos os complexos ocorre em um microambiente proteico proximo aos residuos de
aminoacido de Tyr-452 e Trp-214, corroborando os resultados experimentais. Os estudos via
ancoragem molecular, evidenciaram, ainda, que € possivel que ambos os complexos estejam

inseridos em um microambiente proteico referente ao Sitio I, subdominio IIA da HSA.

Palavras-chave: Ancoragem molecular, espectroscopia de fluorescéncia, complexos nitrosilos

de ruténio, HSA, 6xido nitrico.



ABSTRACT

The nitric oxide (NO) acts in different physiological processes, from antimicrobial and
antiparasitic activities, blood coagulation, blood pressure control, neurotransmission and
antitumor action. Among all the physiological processes in which NO is possibly involved, the
most developed research area is related to its vasodilatory action. Ruthenium nitrosyl
complexes of the type [Ru(tpy)(BDQ)(NOJ** (RuBDQ) and [Ru(tpy)(BD)(NOJ** (RuBD) —
where tpy = 2,2 " 6, 2 7-terpyridine; BDQ = 3,4-diaminobenzoic acid; and
BD = o-phenylenediamine —, showed up potential candidates for exogenous NO donating
agents and, consequently, potential prodrugs. In the meantime, studies have been proposed on
the interactions of these NO donor complexes with biomolecules which are responsible for the
storage, transport, metabolism and excretion of drugs such as human albumin (HSA). The
studies to understand the interactions between HSA and nitrosyl ruthenium complexes were
based on HSA fluorescence quenching experiments. The results showed that there is the
interaction between HSA and both complexes via dynamic mechanism. The thermodynamic
parameters for the HSA-RuBDQ system showed that the species in question interact via
hydrophobic interactions, and those for the HSA-RuBD system indicated that the species
interact via hydrogen bonds. The center to center distances between the Trp-214 residue and
the RuBDQ and RuBD complexes, estimated by the FRET theory, are 3.38 and 3.01 nm,
respectively. The HSA synchronous fluorescence quenching experiments demonstrated that
there is interaction between HSA and both RuBDQ and RuBD complexes in a protein
microenvironment near the amino acid residues of Tyr and Trp-214. Through studies based on
molecular docking it was possible to propose that the interaction between HSA and both
complexes occurs in a protein microenvironment near to the amino acid residues of Tyr-452
and Trp-214, corroborating the experimental results. Studies by molecular docking also showed
that it is possible that both complexes are inserted in a protein microenvironment referring to

the HSA Site [ subdomain IIA.

Keywords: Molecular docking, fluorescence spectroscopy, nitrosyl ruthenium complexes,

HSA, nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido Nitrico (NO)

Em meados de 1970, o oxido nitrico (NO) era conhecido como um subproduto
decorrente da queima de combustiveis fosseis e, consequentemente, como um dos poluentes
ambientais responsaveis pela destrui¢do da camada de ozonio. Além de ser conhecido como um
poluente ambiental, o NO era utilizado em uma importante etapa do processo de oxidagdo da
amonia (NH3) a acido nitrico (HNO3) em escala industrial (FELDMAN, et al., 1993).

Em 1980, surgiram as primeiras evidéncias da importancia biologica do NO.
GREEN e colaboradores (1981), pesquisando acerca da toxicologia das nitroaminas,
constataram que oxidos de nitrogénio eram produzidos em quantidades significativas pelo
metabolismo de mamiferos e, ainda, que a concentragao das espécies era maior em condigdes
inflamatorias. HEGESH & SHILOAH (1982) comprovaram que espécies de oxidos de
nitrogénio, como NOj", eram produzidos em quantidades significativas pelo metabolismo de
criancas com diarreia aguda de etiologias diversas. STUEHR & MARLETTA (1985)
demonstraram que espécies de 6xidos de nitrogénio, como NO>" e NO3", eram produzidos por
macrofagos de rato in vitro, em presenga do lipopolissacarideo de Escherichia coli. Assim,
durante a década de 80, estas e outras descobertas modificaram os conceitos que, até entdo,
tinham-se em relagao ao NO.

Em 1990, Furchgott, Ignarro e Murad ganharam o prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina pela descoberta de que o NO, no corpo humano, € classificado como um mensageiro
biologico. O NO pode adentrar células sem que haja canais de passagem intracelulares ou,
ainda, proteinas transportadoras especificas. O NO propaga-se por toda a célula, sendo o meio
tanto hidrofilico quanto lipofilico. Apesar de ser uma molécula relativamente simples, o NO
atua em diferentes processos fisiologicos, desde atividades antimicrobiana e antiparasitaria,
coagulagdo sanguinea, controle da pressdo sanguinea, a neurotransmissao e acao antitumoral.
(TRAYLOR & SHARMA, 1992).

Dentre todos os processos fisioldgicos nos quais o NO estd envolvido, possivelmente, a
area de pesquisa que mais tem se desenvolvido esta relacionada a sua ag¢do vasodilatadora.
MURAD e colaboradores (1977), FURCHGOTT & ZAWADZKI (1980) e
IGNARRO e colaboradores (1987), pesquisando sobre o fator de relaxamento de endotélio
dependente (FRED), concluiram que o mesmo possuia caracteristicas biologicas e quimicas

idénticas aquelas do NO, ou seja, constataram que o NO ¢ o FRED.
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Nas células endoteliais, hd a reacdo de conversdo da L-arginina e do oxigénio (O2) a
L-citrulina e NO, catalisada pela enzima Oxido Nitrico Sintase endotelial (NOSe), conforme
apresentado no Esquema 1. Tal reacdo envolve a conversdao de nicotinamida adenina
dinucleodtido fosfato em sua forma reduzida (NADPH) a nicotinamida adenina dinucledtido

fosfato (NADP) e, ainda, a transferéncia de 5 elétrons.

Esquema 1 — Representacao simplificada da biossintese do 6xido nitrico (NO).
HN O

N\ AN
2 2

HN HN

Ca®, NADPH
+0, ——» 4+ NO (1)
NOSe

+ +

H3N Hj3N
COoO CoO
Fonte: Adaptado de BUTLER (1995).

O NO produzido reage com o fon metélico Fe'

, constituinte da enzima guanilato ciclase
(GC), ativando-a. Tal reacdo produz a guanosina monofosfato ciclica (cGMP), a qual ¢
classificada como um segundo mensageiro biologico, que atua em diferentes processos
fisiologicos, como o relaxamento da musculatura lisa das artérias (BUTLER, 1995).
Considerando-se que o NO atua em diferentes processos fisiologicos, atualmente, t€ém
sido cada vez mais exploradas espécies, organicas ou inorganicas, que atuem a fim de liberar
NO, sendo que algumas destas ultimas podem ser susceptiveis a estimulos, tanto quimicos,

quanto fotoquimicos ou, ainda, eletroquimicos que promoverdo a liberagdio de NO

(da SILVA, et al., 2015).
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1.2. Espécies Doadoras de Oxido Nitrico (NO)

Dentre as espécies organicas que propiciam a liberagao de NO, uma destas a ser citada
¢ a nitroglicerina — C3Hs(NO3)3, em meio a diversos outros nitratos organicos. A nitroglicerina
e outros nitratos organicos sdo algumas das espécies organicas mais antigas empregadas pela
medicina chinesa no tratamento de angina pectoris, de hipertensdo pulmonar, de insuficiéncia
cardiaca congestiva e de outras complicagdes vasculares. No entanto, os efeitos clinicos da
ministragdo de nitroglicerina, a longo prazo, sao controversos. Um dos problemas da
ministra¢do de nitroglicerina € o desenvolvimento de tolerancia ao nitrato profilatico, reduzindo
a eficacia da mesma (PARKER, 1987; HOROWITZ, 1992). Assim, considerando-se o
desenvolvimento de tolerancia ao nitrato profildtico, foram exploradas espécies inorganicas,
que atuassem a fim de liberar NO.

O nitroprussiato de sodio — Nax(Fe(CN)s(NO)].2H20 — (NPS) (Figura 1) ¢ uma das
espécies inorganicas mais antigas utilizadas como um vasodilatador util no controle da pressao

arterial, principalmente em casos de emergéncia.

Figura 1 — Estrutura quimica do complexo Nax(Fe(CN)s(NO)].2H>O (NPS).
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Fonte: Autora.

No entanto, alguns dos efeitos clinicos da ministracdo de NPS sdo, além da reacao de
interesse, sendo esta a liberagdo de NO, reacdes secundarias indesejadas, sendo uma destas a
liberagao de CN" (MONCADA, et al., 1991). Entao, considerando-se a limitagao da utilizagao
de espécies como o NPS, devido a ocorréncia de reagdes secundarias, foram explorados outros
complexos metalicos, que atuassem como doadores exogenos de NO de maneira controlada,
por meio de estimulos, tanto quimicos, quanto eletroquimicos ou, ainda, fotoquimicos (terapia
fotodindmica) (de LIMA, et al., 2014).

Espécies como complexos nitrosilos de ruténio, devido as suas caracteristicas fisico-

quimicas, como estabilidade térmica, e, ainda, a vasta literatura a eles referente, tém se tornado
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potenciais candidatos a agentes liberadores de NO e, portanto, atualmente, tém sido cada vez
mais exploradas espécies de complexos nitrosilos de ruténio que sdo viaveis clinicamente

(de LIMA, et al., 2014).
1.2.1. Complexos Nitrosilos de Ruténio Doadores de NO

Compostos de coordenacao os quais sdo considerados potenciais candidatos a agentes
liberadores de NO, suas propriedades fisico-quimicas e, principalmente, suas reatividades em
alvos bioldgicos sdo objetos de estudo em diversas pesquisas cientificas. Conforme descrito
anteriormente, espécies como complexos nitrosilos de ruténio t€ém se tornado potenciais
candidatos a agentes liberadores de NO e, assim, atualmente, t€ém sido cada vez mais exploradas
séries de complexos nitrosilos de ruténio com diferentes co-ligantes e suas propriedades e
reatividades.

Batista e colaboradores (1997), pesquisando sobre a reatividade de alguns complexos
nitrosilos de ruténio, sintetizaram e estudaram uma série de complexos do tipo [RuCl,(L)(NO)]
—onde L sdo diferentes co-ligantes fosfinicos. LANG e colaboradores (2000), com o objetivo
de minimizar as chances de ocorrerem reagdes secundarias indesejadas, sintetizaram complexos
nitrosilos de ruténio com co-ligantes macrociclos, do tipo R,R,S,S-trans-[RuCl(cyclam)(NO)]**
— onde cyclam ¢ 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano — (Figura 2), pois, co-ligantes macrociclos
conferem aos compostos de coordenagdo diferentes propriedades fisico-quimicas e,

principalmente devido a sua inércia, potenciais candidatos a agentes liberadores de NO.

Figura 2 — Estrutura quimica do complexo R,R,S,S-trans-[RuCl(cyclam)(NO)J*".
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FONTE: LANG, et al., 2000.

de LIMA e colaboradores (2006) e MUNHOZ e colaboradores (2012), sintetizaram
complexos nitrosilos de ruténio com co-ligantes dioxolenos, mais especificamente,

diaminobenzenos, do tipo [Ru(tpy)(BDQ)(NOJ*" e [Ru(tpy)(BD)(NO]** — onde tpy=2,2":6",2”-
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terpiridina; BDQ=4cido 3,4-diaminobenzo6ico; BD=o-fenilenodiamina — (Figura 3), pois, co-
ligantes dioxolenos estdo presentes em grande escala na natureza, além de atuarem em diversas

fungdes bioldgicas, como o transporte de elétrons na respiragao celular.

Figura 3 - BEstruturas quimicas dos complexos [Ru(tpy)(BDQ)NO]** (a) e
[Ru(tpy)(BD)(NOJ** (b).

Fonte: Adaptado de de LIMA, et al., 2006 (a); MUNHOZ, et al., 2012 (b).

BONAVENTURA e colaboradores (2009) constatou que o complexo sintetizado por de
LIMA e colaboradores (2006), [Ru(tpy)(BDQ)(NOJ** e [Ru(tpy)(BD)(NOJ**, propiciam a
liberacdo controlada de NO com estimulos eletroquimicos e, ainda, que os perfis de
relaxamento da aorta de camundongos em presenca dos mesmos sao semelhantes aqueles em
presenca do NPS. Concluiram, ainda, que os complexos [Ru(tpy)(BDQ)(NOJ** e
[Ru(tpy)(BD)(NOJ**, propiciam a liberagdo de NO, fato este que ndo é observado para o NPS
que, conforme descrito anteriormente, além de ocasionar a reacdo de interesse, sendo esta a
liberagdao de NO, propicia reagdes secundarias indesejadas, sendo uma destas a liberagao de
CN". Assim, os complexos [Ru(tpy)(BDQ)(NOJ** e [Ru(tpy)(BD)(NO]** tornaram-se
potenciais candidatos a agentes liberadores de NO e, consequentemente, potenciais pro-
farmacos. Entdo, sdo necessarios estudos acerca das interagdes destes complexos com
biomoléculas que sdo responsaveis pelo armazenamento, transporte, metabolismo, excrecao e,
quando tratam-se de compostos de coordenacdo, a regulacdo das possiveis atividades dos

mesmos no organismo, como a albumina humana (HSA).
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1.3. Albumina Humana (HSA)

Estudos sobre as interagdes entre biomoléculas — que sdo responsaveis pelo
armazenamento, transporte, metabolismo e excrecdo de ligantes, tanto endoégenos quanto
exdgenos —, como a albumina, e farmacos em potencial, como os complexos nitrosilos de
ruténio, sdo parametros de suma importancia farmacoldgica. A interacdo entre tais espécies
provoca a modificacdo estrutural da proteina e, consequentemente, a alteragcdo das suas fungdes
fisiologicas, e, possivelmente, ocasiona alteragdes dos comportamentos farmacodinamicos dos
farmacos em questdio (HU, et al, 2006; SEEDHER & BHATIA, 2006;
RANIJBAR, et al., 2013; MOREIRA, et al., 2015).

Tais estudos podem ser realizados com as diferentes albuminas disponiveis, sendo
algumas destas a albumina humana (HSA) e a albumina bovina (BSA). Atualmente, a BSA tem
sido cada vez mais utilizada, devido a sua alta semelhanca estrutural com a HSA ¢ seu baixo
custo. A BSA exibe 76% semelhanga estrutural, se comparada a HSA e, ainda, 80% de sua
sequéncia homologa (PETERS JR., 1995; MOREIRA, et al., 2015).

As estruturas e as regides de ligagdes preferenciais de farmacos, tanto da HSA quando
da BSA, sdo caracterizadas e determinadas via técnica de cristalografia
(MOREIRA, et al, 2015). Tais regides sdo classificadas em trés grandes dominios,
denominados de I, II e III. Cada um destes trés dominios contém dois subdominios,
classificados em A e B. As principais regides de ligacdes preferenciais de farmacos estdo
localizadas nos subdominios IIA e IIIA, mais comumente denominadas Sitios I e II de Sudlow
(PETERS JR., 1995).

A HSA possui 585 aminoacidos, sendo 17 residuos de tirosina (Tyr) e apenas um residuo
de triptofano (Trp), denominado Trp-214, que estd localizado na posi¢do 214, situado no
subdominio IIA do arcabougo proteico, enquanto a BSA possui 582 aminodcidos, sendo 20
grupos de Tyr e dois fragmentos de Trp, denominados Trp-134 e Trp-212, que estdo localizados
nas posi¢oes 134 e 212, situados nos subdominios 1B e IIA, respectivamente. As estruturas

terciarias da HSA e da BSA sdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4 — Representacdes tridimensionais das estruturas terciarias da HSA e da BSA.

Trp-214 Trp-212

HSA BSA
Fonte: BELATIK, et al., 2012.

Os estudos acerca das interagdes entre a HSA/BSA e fdrmacos em potencial dar-se-ao
de diversas maneiras, sendo uma destas a técnica de espectroscopia de fluorescéncia. As soro
albuminas, quando excitadas em A=280 nm, exibem fluorescéncia intrinseca aos residuos de
aminoacidos aromaticos tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe), com méximo de
emissito em A=350 nm, sendo que a emissdo para os residuos de
Trp-214, da HSA, de Trp-134 e Trp-212, da BSA, sdo as mais significativas, devido ao
microambiente proteico no qual tais residuos estdo situados (PETERS JR., 1995). Utilizando-
se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, analisa-se, mais especificamente, a supressao
de fluorescéncia da biomolécula induzida pela presenca do farmaco. Posteriormente,
utilizando-se dos espectros de supressdao de fluorescéncia obtidos e de alguns tratamentos
matematicos, determina-se as constantes de ligacdo, os mecanismos, €, ainda, os parametros
termodinamicos da interacdo em questdo (LAKOWICZ, 2006).

da SILVA e colaboradores (2014) constataram que o complexo
[Ru(PAN)(PPh3)»(ISN)]" — onde PAN=1-(2’-piridilazo)-2-naftolato e ISN=isonicotinamida —
(Figura 5), interage com a BSA via um mecanismo dinamico, € que a interagcdo que propicia a
retengdo do derivado metalico no interior da biomolécula ¢ determinada, basicamente, por
interagdes hidrofobicas. Concluiram, também, que o complexo de ruténio estd inserido em um

microambiente proteico referente ao Sitio I, subdominio I1A.
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Figura 5 — Estrutura quimica do complexo [Ru(PAN)(PPh;3)>(ISN)]".

>

Fonte: da SILVA, etal., 2014.

MOREIRA e colaboradores (2015) constataram que o complexo [RuClz(L)] — onde
L=N,N-bis(7-metil-2-piridilmetileno)-1,3-diminopropano) — (Figura 6), interage com a BSA
via um mecanismo dinamico, enquanto que interage com a HSA via um mecanismo estatico e
que, para ambas as biomoléculas, a interagdo que propicia a reten¢ao do derivado metélico no
interior das mesmas ¢ determinada, basicamente, por interagdes hidrofobicas. Concluiram,
também, que o complexo de ruténio esta inserido em um microambiente proteico referente ao

Sitio II, subdominio IB da BSA, enquanto estd em um microambiente proteico referente ao

Sitio I, subdominio ITA da HSA.

Figura 6 — Estrutura quimica do complexo [RuClx(L)].
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Fonte: MOREIRA, et al., 2015.

CACITA & NIKOLAU (2016) constataram que o complexo nitrosilo de ruténio
[RuzO(CH3COO0)s(3-pic)2(NO)]" — onde 3-pic=3-metilpiridina — (Figura 7), interage com a
HSA via um mecanismo dindmico, e que a interagdo que propicia a retencao do derivado

metalico no interior da biomolécula ¢ determinada, basicamente, por interagdes hidrofobicas.
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Figura 7 — Estrutura quimica do complexo [RusO(CH3COO)s(3-pic)2(NO)]".

Fonte: CACITA & NIKOLAU (2016).

1.4. Espectroscopia de Fluorescéncia

Dentre os diversos fendmenos luminescentes, como bioluminescéncia,
quimiluminescéncia, radioluminescéncia, sonoluminescéncia, termoluminescéncia ¢
triboluminescéncia, possivelmente, aqueles que mais t€ém sido abordados sdo fluorescéncia e
fosforescéncia (SOTOMAYOR, et al., 2008).

Os métodos de fluorescéncia e fosforescéncia, também denominados métodos
fotoluminescentes, sdo baseados na excitacdo de uma molécula, via absorcao de fotons, a qual
¢ promovida, do estado fundamental para o estado excitado. Quando tal molécula retorna, do
estado excitado para o estado fundamental, h4 a emissdo de radiagao eletromagnética na regido
do visivel, sendo esta compreendida entre 400 e 700 nm. No entanto, ¢ importante ressaltar que
a excitacao de uma molécula via absorcao de fotons em fluorescéncia e fosforescéncia resultara
em transicoes eletronicas distintas (SOTOMAYOR, et al., 2008).

Na fluorescéncia, os elétrons sao promovidos de um estado fundamental singleto, para
um estado excitado singleto (So—S1), conforme apresentado na Figura 8. Assim, nao ha a
mudanca do numero quéntico de spin dos elétrons. Entdo, os mesmos retornam, do estado
excitado Si para um dos niveis vibracionais do estado fundamental So. Portanto, a fluorescéncia
exibe tempos de vida extremamente curtos, da ordem de 10° a 10% s
(LAKOWICZ, 2006).

Na fosforescéncia, os elétrons sdo promovidos de um estado fundamental singleto, para

um estado excitado singleto (So—S1) e, posteriormente, hd o cruzamento intersistemas. Os
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elétrons passam do estado excitado singleto para um estado excitado tripleto (S1—T1), também
conforme apresentado na Figura 8. Assim, hd a mudanca do niimero quantico de spin dos
elétrons. Entdo, os mesmos retornam, do estado excitado T para um dos niveis vibracionais do
estado fundamental So. Portanto, a fosforescéncia exibe tempos de vida mais longos, se

comparados aqueles para a fluorescéncia, da ordem de 10*a 10 s (LAKOWICZ, 2006).

Figura 8 — Representagdo das transi¢cdes eletronicas envolvidas nos fendmenos de

fluorescéncia (a) ¢ fosforescéncia (b).
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Fonte: BONTURIM (2017).

Disponivel em: <http://nanoluminescent.blogspot.com/p/luminescencia.html>,

A espectroscopia de fluorescéncia, especificamente, exibe altas seletividade e
sensibilidade. A alta seletividade da espectroscopia de fluorescéncia ¢ devido a quantidade
limitada de espécies que possuam rendimentos quanticos de fluorescéncia (¢) mensuraveis, ou
seja, espécies que exibem fluorescéncia. J4 a alta sensibilidade da técnica ¢ em virtude do baixo
sinal de fundo que as medidas de fluorescéncia apresentam, conferindo, assim, limites de
detec¢do de até trés ordens de grandeza menores, se comparados aqueles de diversas outras
técnicas, como a espectroscopia na regido do UV/Vis, os quais sdo da ordem de ng mL!
(SOTOMAYOR, et al., 2008).

Considerando-se as inimeras vantagens sobre a utilizacdo da técnica de espectroscopia
de fluorescéncia, como seletividade e sensibilidade, os principais estudos acerca das interagdes
entre biomoléculas, como a albumina, e firmacos em potencial sdo realizados utilizando-se a

técnica em questdo, conforme descrito por LIU e colaboradores (2003);
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SEENDHER & BHATIA (2006), da SILVA e colaboradores (2014),
MOREIRA e colaboradores (2015), CACITA & NIKOLAU (2016), entre outros autores.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliagdes espectroscOpicas na regido do
UV/Vis. e de fluorescéncia acerca das interagdes entre albumina humana (HSA) e complexos
nitrosilos de  ruténio, do tipo  [Ru'(tpy)(BDQ)(NO)](PFs)s (RuBDQ) e
[Ru'(tpy)(BD)(NO)](PF¢)s (RuBD) — onde tpy=2,2’:6’,2"-terpiridina; BDQ=écido
3,4-diaminobenzoico; e BD=o-fenilenodiamina.

As estruturas quimicas dos complexos RuBDQ e RuBD sdo apresentadas na Figura 9.

Figura 9 — Estruturas quimicas tridimensionais dos complexos RuBDQ (a) e RuBD (b).

(®) Ruténio; (—) Carbono; (—) Nitrogénio; (—) Oxigénio.

Fonte: Autora.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

A Tabela 1 apresenta todos os reagentes utilizados ao longo deste trabalho, sua pureza

percentual e procedéncia.

Tabela 1 — Reagentes utilizados durante a sintese, caracterizacao e posteriores estudos acerca

dos complexos, sua pureza percentual e procedéncia.

Reagentes Pureza (%) Procedéncia
Acido cloridrico - Synth
Acido 3,4-diaminobenzdico 97 Aldrich Chemicals
Acido hexafluorfosférico 98 Aldrich Chemicals
Acido trifluoracético - Merck
Albumina humana - Aldrich Chemicals
Cloreto de litio 99 Aldrich Chemicals
Cloreto de potassio 98 Synth
Cloreto de ruténio (III) 99,9 Aldrich Chemicals
Cloreto de sodio 98 Synth
Dihidrogenofosfato de sodio 99,5 Merck
Etanol 95 Qhemis
o-fenilenodiamina 98 Aldrich Chemicals
Hexafluorfosfato de amodnio 95 Aldrich Chemicals
Hidroéxido de sodio 97 Synth
Monohidrogenofosfato de sodio 99,5 Merck
Metanol 99,5 Merck
Nitrito de sodio 99 Merck
2,2°:6°,2”-terpiridina 98 Aldrich Chemicals
Trietilamina 85 Synth

Fonte: Autora.
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3.2. Procedimentos Experimentais

3.2.1. Sintese dos Complexos Nitrosilos de Ruténio

3.2.1.1. Sintese do Complexo [RuCls(tpy)]

O complexo [RuCls(tpy)] foi sintetizado conforme descrito por SULLIVAN e
colaboradores (1980).

Em um balao de 50 mL foram colocados 0,3244 g de cloreto de ruténio (RuClz.nH>O)
(1,57 mmol) e 0,2912 g do ligante 2,2°-6’,2”-terpiridina (tpy) (1,25 mmol). Em seguida, os
solidos foram dissolvidos em 30 mL de metanol. A solugdo foi mantida sob refluxo (T= 65 °C)
durante 3 h. Apds esse tempo, a fim de promover-se a precipitacdo do sélido, a solugdo
permaneceu 1 h em temperatura ambiente (= 30 °C). O precipitado marrom obtido foi filtrado
€ seco a vacuo.

Massa obtida: 0,4216 g. Rendimento: 61,18%.

3.2.1.2.  Sintese do Complexo [RuCl(tpy)(BDQ)|PFs

O complexo [RuCl(tpy)(BDQ)]PFs foi sintetizado conforme descrito por de LIMA e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foi colocada uma mistura de 40 mL de etanol e 4gua (75 % de
etanol e 25 % de agua). Em seguida, foram adicionados 0,1783 g do complexo precursor
[RuCls(tpy)] (0,40 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (Et3N) (0,72 mmol). Observou-se a mudanga
de coloragdo da solucdo, de marrom para roxa. A solucdo foi mantida sob agitagdo durante 30

' para Ru'!. Posterior a redugdo do ion metalico,

min, para a redugdo do ion metalico, de Ru
foram adicionados 0,0173 g do ligante acido 3,4-diaminobenzodico (BDQ) (0,11 mmol) e 20 mg
de cloreto de litio (LiCl) (0,47 mmol). A solucdo foi mantida sob refluxo (T= 80 °C) durante 4
h. Apos esse tempo, foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amonio (NH4PFs), para o
fornecimento do contra-ion. Posteriormente, a solu¢do permaneceu 24 h sob refrigeracdo. A
fim de favorecer-se a formacao de precipitado, a solucao foi rotaevaporada. O precipitado roxo-
avermelhado obtido foi filtrado e seco a vécuo.

Massa obtida: 0,0754 g. Rendimento: 28,03%.
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3.2.1.3. Sintese do Complexo [Ru(tpy)(BDQ)NO](PFs)3

O complexo [Ru(tpy)(BDQ)NO](PFs)s foi sintetizado conforme descrito por de LIMA
e colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foram colocados 30 mL de 4gua. Em seguida, foram adicionados
0,0388 g do complexo [RuCl(tpy)(BDQ)]PFs (0,058 mmol) e 0,0183 g de nitrito de sédio
(NaNO») (0,27 mmol). Observou-se a mudanca de coloragdo da solucao, de roxa para vermelha.
A solucao foi mantida sob e refluxo (T= 85 °C) durante 2 h. Ap6s esse tempo, foi adicionado
1 mL de acido hexafluorfosforico (HPFs), para o fornecimento do contra-ion. Observou-se a
formag¢do de um precipitado marrom. Posteriormente, a solugdo permaneceu 48 h sob
refrigeracdo. O precipitado obtido foi filtrado e seco a vacuo.

Massa obtida: 0,0271 g. Rendimento: 48,92%.

3.2.1.4. Sintese do Complexo [RuCl(tpy)(BD)]PFs

O complexo [RuCl(tpy)(BD)]PFs foi sintetizado conforme descrito por de LIMA e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foi colocada uma mistura de 40 mL de etanol e agua (75 % de
etanol e 25 % de agua). Em seguida, foram adicionados 0,1783 g do complexo precursor
[RuClz(tpy)] (0,40 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (Et3N) (0,72 mmol). Observou-se a mudanga
de coloragdo da solu¢do, de marrom para roxa. A solugdo foi mantida sob agitagdo durante

M para Ru'l. Posterior a reducio do ion metélico,

30 min, para a reducdo do ion metalico, de Ru
foram adicionados 0,0432 g do ligante o-fenilenodiamina (BD) (0,40 mmol) e 20 mg de cloreto
de litio (LiCl) (0,47 mmol). A solucdo foi mantida sob refluxo (T= 80 °C) durante 4 h. Apos
esse tempo, foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amdnio (NH4PFs), para o fornecimento
do contra-ion. Posteriormente, a solu¢do permaneceu 24 h sob refrigeragdo. A fim de favorecer-
se a formagdo de precipitado, a solucao foi rotacvaporada. O precipitado roxo-avermelhado
obtido foi filtrado e seco a vacuo.

Massa obtida: 0,2016 g. Rendimento: 80,41%.
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3.2.1.5. Sintese do Complexo [Ru(tpy)(BD)NO](PFs)3

O complexo [Ru(tpy)(BD)NO](PFs)s foi sintetizado conforme descrito por de LIMA e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foram colocados 30 mL de 4gua. Em seguida, foram adicionados
0,0826 g do complexo [RuCl(tpy)(BD)]PFs (0,13 mmol) e 0,0444 g de nitrito de sédio (NaNO>)
(0,64 mmol). Observou-se a mudanga de coloracao da solucdo, de roxa para vermelha. A
solucao foi mantida sob e refluxo (T= 85 °C) durante 2 h. Apos esse tempo, foi adicionado
1 mL de acido hexafluorfosforico (HPFs), para o fornecimento do contra-ion. Observou-se a
formagdo de um precipitado marrom. Posteriormente, a solugdo permaneceu 48 h sob

refrigeracdo. O precipitado obtido foi filtrado e seco a vacuo.

Massa obtida: 0,0640 g Rendimento: 53,20%.

3.2.2. Preparacao das Solugoes

3.2.2.1. Preparacio da Solucao Tampao Fosfato (PBS) pH=7,4

Para a preparagdo do PBS, foram pesados 0,9815 g de cloreto de potassio (KCI), 40 g
de cloreto de sodio (NaCl), 1,0413g de dihidrogenofosfato de s6dio (NaH2PO4) e 8,7100 g de
monohidrogenofosfato de potassio (KoHPOs). Em seguida, os solidos foram dissolvidos em
de 4gua ultrapura, totalizando 500 mL de PBS com pH=6,8. Para que o tampdo atingisse o
pH=7,4 foram diluidos 10 mL do PBS em 90 mL de 4gua ultrapura, totalizando 100 mL de PBS
com pH=74.

3.2.2.2. Preparacio da Solucio Estoque de HSA a 1,0 pmol L'

Para a preparacdo da solugdo estoque de HSA, foram pesados 0,0166 g de HSA. Em
seguida, a proteina foi dissolvida em PBS (pH=7,4), totalizando 250 mL de solugao.

Para a realizacdo dos procedimentos a seguir, foram utilizadas solugdes estoque de HSA
recém-preparadas, visando a manutenc¢ao da estrutura proteica. Portanto, as solugdes estoque

de HSA eram descartadas ao final de um dia de experimentos.
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3.2.2.3. Preparacio da Solucio Estoque dos Complexos Nitrosilos de Ruténio

1 mmol L!

Para a preparagdo da solugao estoque de RuBDQ, foram pesados 0,0047 g de RuBDQ.
Em seguida, o complexo foi dissolvido em PBS (pH=7,4), totalizando 5 mL de solugao.

Para a preparagao da solucao estoque de RuBD, foram pesados 0,0045 g de RuBD. Em
seguida, o complexo foi dissolvido em PBS (pH=7,4), totalizando 5 mL de solugao.

Para a realizacdo dos procedimentos a seguir, as solugdes estoque dos complexos

RuBDQ e RuBD foram mantidas protegidas da luz.

3.2.3. Caracterizacido dos Complexos Nitrosilos de Ruténio

3.2.3.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

Os espectros vibracionais na regido do IR foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Perkin Elmer®, de modelo FT-IR Frontier Single Range. O
equipamento utilizado pertence ao Grupo de Materiais Inorganicos do Tridngulo (GMIT), do
Laboratdrio de Fotoquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM), do Instituto de Quimica
(IQ), da UFU.

As amostras foram analisadas em estado soélido, utilizando-se um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura

espectrofotométrica de 4000 a 220 cm™.

3.2.3.2. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis.)

Os espectros de absorcdo na regidao do UV/Vis. foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratério e Equipamentos Multiusuarios do Pontal
(LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

As amostras foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm,

utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico.
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3.2.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos utilizando-se um equipamento da marca Waters, de
modelo €2695; com detector de arranjo de diodos, de modelo 2998 PDA. Foi utilizada uma
coluna da marca Aligent®, de modelo Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm d.i.), constituida por
particulas de 5 um. Para a obtencdo dos dados foi utilizado o software Empower3®. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratério ¢ Equipamentos Multiusuarios do Pontal
(LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

A fase movel constituiu-se de uma solucao tampao fosfato em presenca de 1% de acido
trifluoracético (pH=7,4). Para a preparacdo da fase movel, foram pesados 0,6076 g de
dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) e 0,8580 g de monohidrogenofosfato de sddio
(NapHPOg4); foram adicionados, ainda, 0,5 mL de 4cido trifluoracético. Em seguida, os s6lidos
foram dissolvidos em dgua ultrapura. Para que o tampao atingisse o pH=7,4 foram adicionadas
algumas gotas de uma solugiio de NaOH 0,1 mol L. A fase moével utilizada foi uma mistura
da solucdo tampao fosfato 1% de acido trifluoracético (pH 7,4) e metanol (85:15) (v/v).

A eluicdo da fase movel foi isocratica e o fluxo foi mantido em 0,8 mL min™'. As
amostras foram dissolvidas na respectiva fase movel e foram injetados volumes de

20 uL.

3.2.4. Avaliacio das Interacdes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

3.2.4.1. Avaliacdo do Tempo de Interacdo entre a HSA e os Complexos

Nitrosilos de Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da
marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento utilizado pertence ao
Laboratorio e Equipamentos Multiusuérios do Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas
e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para os estudos dos tempos de interacdo entre a HSA e os complexos via espectroscopia
de fluorescéncia, em uma cubeta de quartzo, foram colocados 3 mL de uma solugao estoque de
HSA 1,0 umol L' em PBS. Foi adicionada uma aliquota de 10 pL de uma solugio estoque de
complexo (RuBDQ ou RuBD) 1 mmol L' em PBS, obtendo-se uma solu¢do de concentracio

3,32 umol L' de complexo. A solugdo foi mantida sob incubagio, protegida da luz.
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A amostra foi excitada em 280 nm (janelas de excitacdo e emissdo de 5 e 20 nm,
respectivamente) e submetida a varredura espectrofotométrica de 290 a 500 nm, utilizando-se
uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho Optico.

O experimento foi realizado a temperatura controlada, de 308 K, e, a cada minuto, foram

obtidos espectros de fluorescéncia.

3.2.4.2. Avaliacdo das Interacoes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de

Ruténio via Espectroscopia na Regiao do UV/Vis.

Os espectros de absorcdo na regido do UV/Vis. foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo UV-Vis.-NIR Cary Series. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratorio ¢ Equipamentos Multiusuarios do Pontal
(LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 3 mL de uma solugdo estoque de HSA
1,0 umol L' em PBS. Foi adicionada uma aliquota de 3 pL de uma solugio estoque de
complexo (RuBDQ ou RuBD) 1 mmol L' em PBS, obtendo-se uma solu¢do de concentragio
1,0 umol L' de complexo. A solugdo foi mantida sob incubagdo durante 2 min, protegida da
luz.

A amostra foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm, utilizando-
se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho 6ptico. Foram preparadas outras solugdes
individuais, com aliquotas de 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 uL da solug@o do complexo
(RuBDQ ou RuBD) 1 mmol L!, conforme apresentado na Figura 10, obtendo-se solugdes de
concentragdes 1,7; 2,3; 3,3; 5,0; 6,6; 8,3; 9,9; 11,5; 13,2; 14,8; 16,4 pmol L' de complexo,
respectivamente.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298, 303 e 308 K, em

duplicata.
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Figura 10 — Representacdo ilustrativa dos procedimentos experimentais realizados para a

avaliagdo das interagdes entre a HSA e os complexos nitrosilos de ruténio.

HSA

Fonte: Autora.

3.2.4.3. Avaliacao das Interacdes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de

Ruténio via Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IR)

Os espectros vibracionais na regido do IR foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo FTIR Cary 630. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratorio e Equipamentos Multiusuarios do Pontal
(LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para os estudos via espectroscopia na regido do IR, as amostras preparadas
qualitativamente, utilizando-se da solugio estoque de HSA 1,0 pmol L' em PBS e da solugio
estoque de complexo (RuBDQ ou RuBD) 1 mmol L' em PBS.

As amostras foram analisadas em estado liquido, com o auxilio de um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura

espectrofotométrica de 2000 a 1000 cm™. O PBS foi considerado na linha de base (branco).
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3.2.4.4. Avaliacdo das Interacdes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de

Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro da
marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento utilizado pertence ao
Laboratério e Equipamentos Multiusuérios do Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas
e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para os estudos via espectroscopia de fluorescéncia, foram utilizadas as mesmas
amostras, preparadas conforme descrito na sessdo 3.2.4.2.

As amostras foram excitadas em 280 nm (janelas de excitacdo e emissdo de 5 e 20 nm,
respectivamente) e submetidas a varredura espectrofotométrica de 290 a 500 nm, utilizando-se
uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho Optico.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298, 303 e 308 K, em
duplicata, em auséncia e presenca (1,0 pmol L) de farmacos marcadores, sendo estes

ibuprofeno (IBU) e varfarina (WAR).

3.2.4.5. Determina¢ao do Tempo de vida de fluorescéncia de Fluorescéncia
da HSA no Estado Excitado em Auséncia e Presenca dos Complexos

Nitrosilos de Ruténio

Os tempos de vida de fluorescéncia da HSA no estado excitado foram obtidos
utilizando-se 0o método de contagem de fotons, com uma fonte de excitagdo Tsunami 3950
Spectra Physics, laser de titanio-safira e laser pulsado Millenia X Spectra Physics. Para a analise
dos dados obtidos foi utilizado o software Edinburgh Instruments®. O equipamento utilizado
pertence ao Departamento de Fisica, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras (FFCL), da
USP.

Para os estudos dos tempos de vida de fluorescéncia da HSA no estado excitado, em
uma cubeta de quartzo, foram colocados 3 mL de uma solugcdo estoque de HSA
1,0 pmol L' em PBS. Foram adicionadas aliquotas de uma solugdio estoque de complexo
(RuBDQ ou RuBD) 1 mmol L' em PBS, obtendo-se solu¢des de concentragio 0,0; 1,7; 5,0;
11,5; e 18,0 umol L' de complexo. A solucdo foi mantida sob incubacio durante 2 min. As
amostras foram excitadas em 280 nm.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 298 e 308 K.
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3.2.4.6. Determinacdo da Transferéncia de Energia por Ressonincia de

Forster (FRET) entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

As taxas de FRET foram obtidas conforme descrito por RANJBAR e colaboradores
(2013).

A eficiéncia do processo de transferéncia de energia por ressonancia de Forster, E, é
dependente da distancia entre o doador — neste caso, os residuos de triptofano (Trp) e tirosina
(Tyr) da HSA — e o receptor — neste caso, os complexos RuBDQ e RuBD. A mesma foi obtida

utilizando-se a Equacgao 1,

E=1 - (E) - 6Rg )
FO R()‘I‘l"g

onde F e Fo sdo as intensidades de fluorescéncia do doador em presenga e em auséncia do
receptor, respectivamente; Ry, denominado raio de Forster, ¢ a distancia critica entre o doador

e o receptor onde a eficiéncia do processo ¢ de 50%; e ry ¢ a distincia centro a centro entre o

doador e o receptor. O valor de RS foi obtido utilizando-se a Equagdo 2,

R =88x10P K2N* ¢ J )

onde K ¢ o fator de orientagdo espacial que descreve a geometria dos dipolos doadores e
receptores; N € o indice de refragdo médio; ¢ ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia do
doador em auséncia do receptor; e J € o grau de sobreposi¢cdo espectral entre espectro de
emissao do dador e o espectro de absor¢do do receptor. O valor de J foi obtido utilizando-se o

software ae, Fluortools, e a Equacao 3,
J=3() e (L) A* AL 3)

onde F ¢ a intensidade de fluorescéncia do doador em A; € € o coeficiente de absortividade molar
do receptor em A.
Os espectros de emissdo de fluorescéncia da HSA e de absor¢dao do complexo (RuBDQ

ou RuBD) foram sobrepostos, com o intuito de calcular-se a eficiéncia do processo de
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transferéncia de energia por ressonancia de Forster (E) e avaliar-se o grau de sobreposicao

(integral) entre os espectros (J) em questao.

3.2.4.7. Avaliacdo dos Sitios de Interacao entre a HSA e os Complexos

Nitrosilos de Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia Sincrona

(AL=15 nm / AL = 60 nm)

Os espectros de fluorescéncia sincrona foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro da marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O equipamento
utilizado pertence ao Laboratério e Equipamentos Multiusudrios do Pontal (LEMUP), do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Para os estudos via espectroscopia de fluorescéncia sincrona, foram utilizadas as
mesmas amostras, preparadas conforme descrito na sessio 3.2.4.2.

As amostras foram excitadas em 280 nm (janelas de excitacdo e emissdo de 5 e 20 nm,
respectivamente), utilizando-se fluorescéncia sincrona (AA =15 nm / AL = 60 nm), e submetidas
a varredura espectrofotométrica de 200 a 600 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000
cm de caminho optico.

Os experimentos foram realizados a temperatura controlada, de 308 K.

3.2.4.8. Avaliacdo dos Sitios de Interacio entre a HSA e os Complexos

Nitrosilos de Ruténio via Modelagem Molecular

e Obtencao das Estruturas da HSA e dos Complexos RuBDQ e RuBD
A estrutura da HSA foi obtida no banco de dados de proteinas Research Collaboratory
for Structual Bioinformatics — Protein Data Bank® (RCSC-PDB), identificada pelo codigo de
modelo cristalografico SIJF.
As estruturas dos complexos RuBDQ e RuBD foram obtidas operando-se o programa
Gaussian®, onde foram otimizadas e carregadas.
e Preparacio da Estrutura da HSA
Os residuos nao proteicos da HSA, como atomos de Zn e moléculas de H>O, foram
removidos da proteina, operando-se o programa Pymol®.
Os atomos de H foram adicionados a mesma, explicitando atomos de H polares,

operando-se o programa AutodockTools® (ADT), de versao 1.5.6.
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As cargas Gasteiger para todos os atomos da HSA foram computadas e foram
empregadas para a construgao do arquivo de entrada .pdbgt, o qual foi utilizado no AutoGrid e
durante os calculos de ancoragem molecular.

A flexibilidade dos residuos de Tyr-452 e Trp-214, presentes no Sitio I, no subdominio
ITA da HSA, foi considerada e foi empregada para a construgdo do arquivo de entrada .pdbgt,

o qual foi utilizado no AutoGrid e durante os calculos de ancoragem molecular.

e Preparacio das Estruturas dos Complexos RuBDQ e RuBD
As estruturas dos complexos RuBDQ e RuBD foram empregadas para a constru¢ao do
arquivo de entrada .pdbgt.
A detecgdo do 4tomo central, neste caso Ru", foi realizada, operando-se o programa
AutodockTools® (ADT), de versdo 1.5.6. O Ru'! foi empregado como referéncia nas rotagdes

das estruturas dos complexos RuBDQ e RuBD durante os célculos de ancoragem molecular.

e Ancoragem Molecular (Doking Molecular)

Os célculos de ancoragem molecular foram realizados conforme descrito por LOKESH
& KRISHNAN (2016), operando-se o programa AutoDock® (AD4), de versao 4.2.

O sitio ativo da HSA foi definido por uma caixa de grades centrada entre os residuos de
Tyr-452 e Trp-214, presentes no Sitio I, no subdominio IIA da HSA, com um ajuste de
70x70x70 pontos e espacamento de 0,375 A. Tal caixa de grades centrada englobou todo o
Sitio I da HSA, sendo que as dimensdes deste foram definidas de modo que houvesse espago
suficiente para a caminhada, rotagdo e translacao dos complexos RuBDQ e RuBD.

A busca local e a avaliagdo energética dos sistemas HSA-RuBDQ e HSA—RuBD foram
realizadas utilizando-se o algoritmo genético Lamarckiano® (GA-LS) com um total de 100
execugdes. Em cada uma das execugoes foi utilizada uma populagdo de 150 individuos, com
27000 geragdes e com 2500000 avaliagdes de energia. Os valores padroes foram mantidos para
a busca local e para os pesos do operador nos parametros de cruzamento (0,80), elitismo (1,00)
e mutacao (0,02).

Os parametros atomo central, neste caso Ru', sendo estes 2.96, 0.056, 12.0000, -
0.00110, 0.0, 0.0, 0, -1, -1, 4, correspondentes a Rii, epsii, vol, solpar, Rij_hb, epij bh, hbond,
rec_index, map_index, bond_index, respectivamente, foram inseridos no arquivo de parametros
do programa AutoDock® (AD4), de versao 4.2.

Os modelos de menor energia para os sistemas HSA—RuBDQ ¢ HSA—-RuBD foram

analisados operando-se o programa Chimera®, de versao 1.13.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os complexos nitrosilos de ruténio utilizados no presente trabalho foram sintetizados
conforme descrito por de LIMA e colaboradores (2006). Com o objetivo de avaliar-se suas
propriedades fisico-quimicas e compara-las com a literatura, foram realizadas, analises

espectroscopicas na regido do IR e do UV/Vis e, também, andlises via CLAE.

4.1. Caracterizacao dos Complexos Nitrosilos de Ruténio

4.1.1. Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

Complexos de ruténio que possuem o ligante nitrosil, NO", em suas esferas de
coordenagio sdo descritos, geralmente, como Ru~NO" (BOTTOMLEY, 1978;
GUENGERICH & SCHUG, 1978; WALSH, et al, 1980; BORGES, et al., 1998;
de LIMA, et al., 2006). Com o proposito de verificar-se a coordenagio do ligante NO™ ao ion
metélico Ru'’, utilizou-se a técnica de espectroscopia na regido do IR. Tal verifica¢io dar-se-a
pela observacdo estiramentos intensos entre 1970 e 1800 cm™. A variacdo das energias de
estiramento do ligante nitrosil v(NO) ¢ devido a influéncia da densidade eletronica do ion
metalico, ao estado de oxidagdo do ligante nitrosil, a estereoquimica do mesmo e, ainda, aos
co-ligantes presentes na esfera de coordenacao do complexo
(SCHRODER & STEPHENSON, 1987; BATISTA, et al., 1997; FORD, et al., 1998).

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas na regido do IR. Os espectros

vibracionais obtidos para os complexos RuBDQ e RuBD sao apresentados na Figura 11.
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Figura 11 — Espectros vibracionais na regido do IR para os complexos RuBDQ (-) e

RuBD (=) em ATR.
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Fonte: Autora.

Os espectros vibracionais para os complexos RuBDQ e RuBD, apresentados na
Figura 11, exibem estiramentos em v=1895 e 1876 cm’!, respectivamente, atribuidos ao
estiramento da ligagdo N=0O",

A diferenga entre os valores obtidos dos estiramentos vibracionais atribuidos a ligacao
N=O" esta relacionada a diferenga estrutural dos co-ligantes BDQ e BD, pois o co-ligante BDQ
possui um substituinte carboxilato (~COOH). O substituinte carboxilato ¢ um grupo funcional
o qual retira densidade eletronica do anel aromatico no qual estd ligado. Consequentemente,
quando coordenado, o co-ligante BDQ retirarda uma maior densidade eletronica do centro
metalico, neste caso, o ion metalico Ru", do que co-ligante BD, que ndo possui um grupo
carboxilato. Assim, pode-se atribuir um maior carater m-receptor para o co-ligante BDQ, se
comparado aquele para o co-ligante BD. Entdo, considerando-se o maior carater m-receptor para
o co-ligante BDQ, pode-se inferir que a retro-doa¢iio Ru"-NO" no complexo RuBDQ é menor,
do que aquela para o complexo RuBD. Quanto maior a intensidade da retro-doagdo, maior ¢ a
forga da ligagdo N=0O" e, consequentemente, maior € a energia vibracional. Portanto, observa-
se uma ligeira diferenga entre os valores obtidos dos estiramentos vibracionais atribuidos a
ligagdo N=O", sendo tal valor maior para o complexo RuBDQ, se comparado aquele para o

complexo RuBD.
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Os mesmos espectros vibracionais para o complexo RuBDQ e RuBD, apresentados na
Figura 11, exibem, ainda, estiramentos em v=1726 e 1738 cm™!, respectivamente, atribuidos ao
estiramento da ligacdo C=N. No entanto, os estiramentos vibracionais atribuidos a ligagdo C=N,
geralmente, encontram-se entre 1675 e 1665 cm™ (MASSUI, 1993).

A diferenca entre os valores obtidos dos estiramentos vibracionais atribuidos a ligagdo
C=N e aqueles contidos na literatura esta relacionada, possivelmente, ao somatorio dos efeitos
c-doador e m-receptor dos ligantes iminicos BDQ e BD, quando coordenados. Assim, pode-se
atribuir uma maior energia para a ligagdo C=N. Portanto, observa-se uma ligeira diferenca entre
os valores obtidos dos estiramentos vibracionais atribuidos a ligagdo C=N e aqueles contidos

na literatura.

4.1.2. Espectroscopia na Regiio do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis.)

Complexos nitrosilos de ruténio que possuem ligantes insaturados em suas esferas de
coordenacdo, geralmente, apresentam bandas na regido do UV e do visivel, atribuidas a
transicdes de campo ligante (CL), intra ligante (IL) e transferéncia de carga metal-ligante
(TCML) (LEVER, 1984).

As transigoes de CL sdo observadas entre niveis energéticos localizados no metal —
transi¢des do tipo d—d. As bandas sdo originadas devido ao desdobramento das energias dos
orbitais d que, em um campo octaédrico, sdo descritos como 724 € €.

As transi¢des IL sdo semelhantes aquelas observadas em ligantes insaturados ndo
coordenados. Exemplificando-se, para ligantes aromaticos N-heterociclicos ndo coordenados,
as bandas sdo originadas a transi¢des envolvendo elétrons livres (n) — transi¢des do tipo n—m"
— ou, também, elétrons & — transi¢des do tipo n—m . As transicdes do tipo n—m ocorrem em
regides de maior comprimento de onda e sdo de alta intensidade; enquanto as transi¢des do tipo
n—n também sdo de alta intensidade e semelhante aquelas observadas em hidrocarbonetos
aromaticos correspondentes.

As transi¢des de TCML sdo observadas em ligagdes m nos complexos de ruténio com
ligantes insaturados — transicdes do tipo dn(M)—prn'(L) (FORD, et al., 1968;
TFOUNI & FORD, 1980). As bandas sao originadas devido a existéncia de orbitais de simetria
apropriada no metal e nos ligantes. Portanto, quando os elétrons do ion metélico encontrarem-
se em orbitais de simetria w e os orbitais desocupados de menor energia dos ligantes também

forem de simetria m, havera transi¢des do tipo dn(M)—pn'(L).
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Considerando-se que os complexos RuBDQ e RuBD sao complexos ja caracterizados,
a fim de verificar-se as transi¢des apresentadas pelos mesmos e posteriores comparacdes aos
dados ja reportados por de LIMA e colaboradores (2006) ¢ HEINRICH (2013), utilizou-se a
técnica de espectroscopia na regido do UV/Vis.

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas na regido do UV/Vis. O espectro

de absor¢do obtido para o complexo RuBDQ ¢ apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Espectro de absor¢do na regiao do UV/Vis. para o complexo RuBDQ a
16,4 umol L' em HCI 0,1 mol L! (pH=1,0).
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Fonte: Autora.

O espectro de absorcao para o complexo RuBDQ, apresentado na Figura 12, exibe
quatro bandas de absor¢do. Conforme reportado por de LIMA e colaboradores (2006), o
espectro de absor¢do para o complexo RuBDQ, obtido nas mesmas condi¢des utilizadas no
presente trabalho, também apresenta quatro bandas de absorc¢ao. A primeira banda de absorcao
em A= 281 nm ¢ atribuida a uma transicdo IL, devido as transi¢des do tipo n—n" dos ligantes
tpy e BDQ. A segunda banda de absor¢do em A=321 nm ¢ caracterizada como uma transi¢ao
de TCML, devido a transicdo do tipo dn(Ru'l)—n"(tpy e BDQ). A terceira banda de absorcio
(ombro) em A=356 nm ¢ atribuida a uma transi¢do de TCML, devido a transi¢do do tipo
dn(Ru)—n"(BDQ e NO"). A quarta banda de absor¢io em A=500 nm ¢é caracterizada como
uma TCML, devido a transi¢do do tipo dn(Ru'')—n (BDQ) (de LIMA, et al., 2006).

O espectro de absor¢ao obtido para o complexo RuBD ¢ apresentado na Figura 13.
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Figura 13 — Espectro de absor¢cdo na regido do UV/Vis. para o complexo RuBD a
16,4 umol L' em HCI 0,1 mol L (pH=1,0).
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Fonte: Autora.

O espectro de absor¢do para o complexo RuBD, apresentado na Figura 13, assim, como
aquele para o complexo RuBDQ, também exibe quatro bandas de absor¢do. Conforme
reportado por HEINRICH (2013), o espectro de absor¢do para o complexo RuBD, obtido nas
mesmas condi¢des utilizadas no presente trabalho, também apresenta quatro bandas de
absorc¢do. A primeira banda de absor¢do em A= 285 nm ¢ atribuida a uma transicao IL, devido
as transi¢des do tipo m—n" dos ligantes tpy e BD. A segunda banda de absor¢io em A=304 nm
é caracterizada, também, como transi¢des do tipo m—mn" dos ligantes tpy e BD. A terceira banda
de absor¢ao (ombro) em A=328 nm ¢ atribuida a uma transi¢ado de TCML, devido a transi¢ao
do tipo dn(Ru)—n"(NO"). A quarta banda de absor¢io em A=444 nm ¢é caracterizada como
uma TCML, devido a transicio do tipo dn(Ru")—n"(BD)
(HEINRICH, 2013).

Na Tabela 2 apresentam-se os dados espectroscopicos para os complexos RuBDQ e

RuBD, seus coeficientes de absortividade molar (€) e suas atribuigdes.
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Tabela 2 — Dados espectroscopicos para os complexos RuBDQ e RuBD, seus coeficientes de

absortividade molar (€) e suas atribuigdes.

Complexo A (nm)/log ¢ A (nm)/log ¢ Atribuicoes

281/4,38° 285/4,39° -7 (tpy) e t—7"(BDQ)

RUBDO 321/4,24 324/4.27° dn(Ru)— " (tpy) e dn(Ru)— n"(BDQ)
356/4,18? 358/4,15° dn(Ru— 7" (BDQ) e dn(Ru")— n*(NO")
500/3,51? 510/3,65° dn(Ru— 7" (BDQ)
285/4,16° 285/4,39° n—7’(tpy) e t—7"(BD)

RUBD 304/4,16° 304/4,31° n—7’(tpy) e t—7"(BD)

328/4,07° 328/4,27° dn(Ru")— n"(NO™)
444/3,54 444/3,61° dn(Ru"— 7" (BD)

Fonte: *Autora; °de LIMA, et al., 2006; ‘(HEINRICH, 2013.
abDados obtidos em meio de HC1 0,1 mol L.
‘Dados obtidos em meio de PBS (pH=7,4).

Os dados espectroscopicos obtidos para os complexos RuBDQ e RuBD, ¢ aqueles
reportados de LIMA e colaboradores (2006) e HEINRICH (2013), apresentados na Tabela 2,
sdo relativamente proximos. A ligeira diferenca entre os dados obtidos para o complexo RuBD
e aqueles contidos na literatura esta relacionada aos meios utilizados para a determinagdo dos
valores de ¢, pois, enquanto ao longo deste empregou-se meio de HCI
0,1 mol L' (pH=1,0), na literatura utilizou-se meio de PBS (pH=7,4). Assim, conclui-se que os

complexos RuBDQ e RuBD sintetizados fazem jus ao proposto na literatura.

4.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Complexos nitrosilos de ruténio que possuem ligantes polipiridinicos em suas esferas
de coordenacdo, geralmente, em pH<7,0 a forma com o ligante nitrosil, Ru""™-NO*, ¢ a mais
estavel; enquanto em pH>7,0, a forma com o ligante nitro, Ru"-NO,, é a mais estavel
(SAUAIA & da SILVA, 2003; de SANTANA, et al., 2017). A conversao do ligante nitrosil a

nitro ¢ representada pelo Esquema 2.
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Esquema 2 — Representacdo simplificada da conversao do ligante nitrosil a nitro de complexos
de ruténio.

Ru'“NO" + OH" — { Ru"-NO*--—--OH" } — Ru'-NO, + H,0 )

Conforme reportado por SAUAIA & da SILVA (2003), complexos do tipo
cis-[RuL-(bpy)2(NO)]*", onde L=piridina (py), 4-picolina (4-pic) e 4-acetilpiridina (4-acpy)
apresentaram Keq= 1,6x10?!, 3,8x10% ¢ 3,2x10°! para a conversio do ligante nitrosil a nitro,
representada pelo Esquema 2. Assim, conclui-se que em pH>7,0, a forma Ru'~NO, ¢
favorecida, em relacdo a forma Ru'-NO".

Considerando-se que os complexos RuBDQ e RuBD sdo potenciais agentes doadores
de NO em condicdes fisioldgicas (pH=7,4) (de LIMA, et al., 2006), com o intuito de verificar-
se a estabilidade da forma Ru"-NO" dos mesmos em pH=7,4, utilizou-se a técnica de CLAE.

Portanto, foram realizadas analises cromatograficas. Os cromatogramas obtidos para o

complexo RuBDQ sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Cromatogramas de separa¢do do complexo RuBDQ. Composi¢do da fase movel:
Tampao fosfato a 1% de acido trifluoracético:Metanol (85:15 v/v). Tempo apos a dissolugao

do complexo: 0 h (=) e 2 h (---).

Tempo (min)

Fonte: Autora.

Ambos os cromatogramas de separagdo do complexo RuBDQ, apresentados na

Figura 14, exibem picos, com diferentes tempos de retencao, sendo alguns destes de tr1=5,87 e
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tro= 8,59 min. Conforme reportado por de OLIVEIRA e colaboradores (2009), o cromatograma
de separacdo do complexo RuBDQ, obtido nas mesmas condi¢des utilizadas no presente
trabalho, também apresenta dois picos. Através de analises via técnica de ressonancia
magnética nuclear (RMN), de OLIVEIRA e colaboradores verificaram que os picos 1 € 2, com
tempos de retencdo de 5,87 e 8,59 min, respectivamente, fazem referéncia aos isdmeros de
posicdo do complexo RuBDQ, considerando-se as diferentes conformagdes espaciais do
complexo, a depender da posicdo do substituinte carboxila (—COOH) do ligante BDQ,

conforme apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Estruturas quimicas dos isomeros do complexo RuBDQ.

Fonte: de OLIVEIRA, et al., 2009.

Ainda analisando-se os cromatogramas de separa¢do dos isdmeros do complexo
RuBDQ, apresentados na Figura 14, comparando-se os perfis obtidos em tempo zero e apos 2
h de dissolugdo do complexo RuBDQ, observa-se que ndo houve aumento ou diminui¢ao
significativa dos picos exibidos, tampouco o aparecimento de quaisquer outros picos, que
poderiam fazer referéncia aos isdbmeros do complexo [Ru(NO.)(tpy)(BDQ)](PF¢)s. Assim,
pode-se concluir que, em pH=7,4, a forma com o ligante nitrosil, Ru"-NO", no complexo
RuBDQ ¢ a mais estavel ap6s 2 h de dissolugao do mesmo.

Os cromatogramas obtidos para o complexo RuBD sao apresentados na Figura 16.



52

Figura 16 — Cromatogramas de separacdo do complexo RuBD. Composi¢ao da fase movel:
Tampao fosfato a 1% de acido trifluoracético:Metanol (85:15 v/v). Tempo apo6s a dissolugdo

do complexo: 0 h (=) e 2 h (--).

Tempo (min)

Fonte: Autora.

Ambos os cromatogramas de separacdo do complexo RuBD, apresentados na
Figura 16, exibem apenas um pico, com tempo de retencdo de tr=5,92 min. Enquanto os
cromatogramas obtidos para o complexo RuBDQ exibem dois picos, aqueles obtidos para o
complexo RuBD exibem apenas um pico, devido a diferenga estrutural dos ligantes BDQ e BD,
pois o ligante BDQ possui um grupo carboxilato ((COOH). Como o ligante BD ndo possui um
substituinte carboxilato (—COOH), ndo ha a possibilidade de haver diferentes conformagdes
espaciais do complexo RuBD.

Ainda analisando-se os cromatogramas de separacdo do complexo RuBD, apresentados
na Figura 16, comparando-se os perfis obtidos em tempo zero e apds 2 h de dissolugdo do
complexo RuBD, observa-se que ndo houve aumento ou diminui¢do significativa do pico
exibido, tampouco o aparecimento de qualquer outro pico, que poderia fazer referéncia ao
complexo [Ru'(NO2)(tpy)(BD)](PFs)s. Assim, pode-se concluir que, em pH=7,4, a forma com
o ligante nitrosil, Ru"-NO", no complexo RuBD ¢ a mais estavel apés 2 h de dissolugio do

mesmo.
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4.2. Avaliacio das Interacoes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

4.2.1. Avaliacio do Tempo de Interacao entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de

Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os estudos acerca do tempo de interagdo entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD
sao parametros de suma importancia, pois os posteriores experimentos com relagdo a tais
interacdes sao totalmente dependentes do tempo de interagdo entre as espécies em questdo. Para
tal, utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas de fluorescéncia para a HSA em
auséncia e presen¢a de uma aliquota dos complexos RuBDQ e RuBD a 308 K em fung¢do do
tempo de incubacdo. Os espectros de fluorescéncia obtidos para a biomolécula em presenga dos

complexos RuBDQ e RuBD a 308 K sao apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Espectros de fluorescéncia para a HSA em presenga dos complexos
RuBDQ (a) e RuBD (b), em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de excitacdo/emissao:
5/20 nm. [HSA]=1,0 umol L (-); [Complexo]=3,3 pmol L!; Tempo de incubacio: 1 (-); 2
(30 )4C)%50)6()70);8()9(7); 10min ().
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Fonte: Autora.

Os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos para ambos os sistemas
HSA-RuBDQ e HSA-RuBD, apresentados na Figura 17, apresentam-se constantes quando o
tempo de incubagdo ¢ de 2 min. Assim, conclui-se que o tempo de interacao entre a HSA e os

complexos RuBDQ e RuBD ¢ de 2 min.
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4.2.2. Avaliacio das Interacdes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

via Espectroscopia na Regido do UV/Vis.

Os estudos a respeito das interagdes entre proteinas, como a HSA, e farmacos em
potencial, como os complexos RuBDQ e RuBD, sdo parametros de suma importancia
farmacoldgica, pois ocorre a modificagdo estrutural da proteina e, consequentemente, a
alteracdo das suas fungdes fisioldgicas, como a distribui¢ao e eliminagdo dos complexos.
Podem ocorrer, ainda, alteracdes dos comportamentos farmacodindmicos dos complexos
(HU, et al., 2006; SEEDHER & BHATIA, 2006; RANJBAR, et al., 2013). Para tal, utilizou-
se, inicialmente, a técnica de espectroscopia na regido do UV/Vis.

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas na regido do UV/Vis. para a HSA
em auséncia e presenga de diferentes concentragdes dos complexos RuBDQ e RuBD a 298, 303
e 308 K. Os espectros de absor¢ao obtidos para a biomolécula e os complexos RuBDQ e RuBD

a 308 K sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 — Espectros de absor¢do na regido do UV/Vis. para a HSA e os complexos
RuBDQ (a) e RuBD (b), em PBS (pH=7,4) a 308 K. [HSA]=1,0 umol L' (-);
[Complexo]=0-16,4 pmol L' [1,0 (-); 1,7 (); 2,3 (); 33 (-); 50 (-); 6,6 ()
8,3():;9,9(-); 11,5 (-); 13,2 (); 14,8 (-); 16,4 pmol L (-)].
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Fonte: Autora.

Os espectros de absor¢do para a HSA em auséncia dos complexos RuBDQ e RuBD,
apresentados na Figura 18, exibem uma banda de absor¢do em A=280 nm
(£2800m=35700 L mol™! cm™), devido as transi¢des do tipo n—n" dos aminoacidos aromaticos
tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe) (LIU, et al., 2003; YUE, et al., 2009;
RANIJBAR, et al., 2013).



57

Os espectros de absor¢do para a HSA em presenca de diferentes concentragdes dos
complexos RuBDQ e RuBD, também apresentados na Figura 18, exibem bandas de absor¢ao
caracteristicas dos complexos. Quanto maior a concentracao dos complexos, maiores foram as
intensidades das bandas de absor¢do, conforme o Principio das Aditividades das Absorbancias
(HARRIS, 2001). Como ndo houvera alteracdes nos perfis espectrais apos a adi¢do dos
complexos, como o deslocamento das bandas para maiores comprimentos de onda (efeito
batocromico) ou para menores comprimentos de onda (efeito hipsocromico), ndo € possivel
afirmar, apenas com os dados obtidos via técnica de UV/Vis., se ha ou ndo a interagdo entre a
HSA e os complexos. Portanto, ainda a fim de investigar-se as interagdes entre a HSA e os

mesmos, utilizou-se a técnica de espectroscopia na regido do IR.

4.2.3. Avaliacao das Interagoes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

via Espectroscopia na Regiao do IR

Com o intuito de investigar-se as interacdes entre a HSA e os complexos em questdo,
utilizou-se, também, a técnica de espectroscopia na regido do IR, analisando-se, mais
especificamente, possiveis variagdes nos valores dos estiramentos vibracionais atribuidos a
HSA e aos complexos RuBDQ e RuBD.

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas na regido do IR para a HSA em
auséncia e presenca dos complexos RuBDQ. Os espectros vibracionais obtidos para a

biomolécula e os complexos RuBDQ e RuBD sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Espectros vibracionais na regido do IR para a HSA em auséncia (—) e em presenga

(—) dos complexos RuBDQ (a) e RuBD (b).
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Os espectros vibracionais para a HSA em auséncia dos complexos RuBDQ e RuBD,

apresentados na Figura 19, exibem estiramentos em v=1648 e 1538 cm’!, atribuidos ao

estiramento de deformacdo axial da ligagdo C=0O da amida I e ao estiramento de deformagao

angular da ligacdo CN-N-H da amida II, respectivamente. O estiramento da ligagdo C=N da

amida III ndo foi observado, devido a sensibilidade do mesmo, que € menor, se comparada

aquela para a amida I e, ainda, para a amida II (CUI, et al., 2004).
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O espectro vibracional para a HSA em presenga do complexo RuBDQ, apresentado na
Figura 19(a), exibe deslocamentos dos estiramentos em v=1648 ¢ 1538 cm™ para v=1652 ¢
1543 cm! e, ainda, menores valores de absorbancia, se comparados aqueles em auséncia do
complexo. Tais alteracdes nos perfis espectrais sdo devido as mudangas conformacionais dos
microambientes proteicos proximos aos residuos de aminoacidos que contém grupos C=0 e
C=N. Assim, constata-se que hd a interacdo entre os residuos de aminoacidos da HSA, os quais
contém grupos C=0 e C=N da HSA e o complexo RuBDQ, modificando a estrutura secundaria
da biomolécula.

O espectro vibracional para a HSA em presenca do complexo RuBD, apresentado na
Figura 19(b), exibe somente deslocamento do estiramento em v=1645 cm™' para v=1648 cm’!
e, ainda, menor valor de absorbancia, se comparados aquele em auséncia do complexo. Tal
alteragcdo nos perfis espectrais ¢ devido as mudancas conformacionais dos microambientes
proteicos proximos aos residuos de aminoacidos que contém grupos C=0. Entdo, conclui-se
que hé a interacdo entre os residuos de aminoacidos da HSA, os quais contém grupos C=0, ¢ o
complexo RuBD, modificando a estrutura secundaria da biomolécula.

Os espectros vibracionais obtidos para a biomolécula ¢ os complexos RuBDQ ¢ RuBD,
para analisar-se, mais especificamente, possiveis variacdes nos valores dos estiramentos

vibracionais atribuidos a liga¢gdo Ru-N=0", sdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — Espectros vibracionais na regido do IR para os complexos RuBDQ (a) e RuBD (b)

em presenga da HSA.
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Fonte: Autora.

Conforme descrito na sessao 4.1.1, os complexos RuBDQ e RuBD exibem estiramentos
vibracionais caracteristicos em v=1895 e 1876 cm!, respectivamente, referentes a ligagio Ru—
N=0O".

O espectro vibracional para o complexo RuBDQ em presenca da HSA, apresentado na
Figura 20(a), exibe estiramentos em v=1875 e 1648 cm™'. Conforme reportado na sessdo 4.1.1,
o estiramento em v=1875 cm™! é referente ao estiramento da ligagio N=O*, porém, com menores

valores de intensidade, se comparados aquele em auséncia da HSA. O estiramento em
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v=1648 cm™! ¢ referente ao estiramento da ligagio N=0° (DE, et al., 2011). Assim, deduz-se
que, possivelmente, ha a interacdo entre a HSA e o complexo RuBDQ e, ainda, que ha a
conversio do ligante nitrosil, de NO* para de NO°. Tal ligante NO® permanece coordenado ao
metal.

O espectro vibracional para o complexo RuBD em presenga da HSA, apresentado na
Figura 20(b), exibiu somente estiramento em v=1879 cm™! referente ao estiramento da ligagdo

N=O".

4.2.4. Avaliacao das Interacdes entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

via Espectroscopia de Fluorescéncia

Com propdsito de obter-se os parametros sobre as interagdes entre a HSA e os
complexos RuBDQ e RuBD, como as constantes de ligacdo, os mecanismos, e, ainda, os
parametros termodinamicos, utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia,
analisando-se, mais especificamente, a supressdo de fluorescéncia da HSA induzida pela
presenca dos complexos. Utilizando-se dos espectros de supressao de fluorescéncia e de alguns
tratamentos matematicos, determina-se tais parametros acerca das intera¢des entre a HSA e os
mesmos (LAKOWICZ, 2006; MOREIRA, et al., 2015).

Portanto, foram realizadas andlises espectroscopicas de fluorescéncia para a HSA em
auséncia e presenca de diferentes concentragdes dos complexos RuBDQ e RuBD a 298, 303 e
308 K. Os espectros de supressao de fluorescéncia obtidos para a biomolécula em presenca dos

complexos RuBDQ e RuBD a 308 K sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21 — Espectros de supressdo de fluorescéncia para a HSA em presenga dos complexos
RuBDQ (a) e RuBD (b), em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de excitacdo/emissao:
5/20 nm. [HSAJ=1,0 umol L! (-); [Complexo]=0-16,4 umol L' [1,0 (-); 1,7 (-); 2,3 ( ); 3.3
() 50 (=) 66 () 83 () 99 () 1L5 (=) 132 () 148 ()
16,4 umol L (-)].
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Fonte: Autora.

Os espectros de emissdo para a HSA em auséncia dos complexos RuBDQ e RuBD,
apresentados na Figura 21, exibem um maximo de emissdo em A=335 nm, fluorescéncia
intrinseca dos aminodcidos aromaticos Tyr, Trp e Phe (PETERS JR., 1995;
EFTINK, et al., 2000; MOREIRA, et al., 2015).
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Os espectros de emissdo para a HSA em presenca dos complexos RuBDQ e RuBD,
também exibem maximos de emissdo em A=335 nm (ou seja, ndo foram verificadas alteragdes
nos maximos de emissdo), porém, com menores valores de intensidade de fluorescéncia, se
comparados aqueles em auséncia dos complexos. Quanto maior a concentracao dos complexos,
menores sao as intensidades de fluorescéncia. Tal diminui¢ao das intensidades de fluorescéncia
¢ devido as mudangas conformacionais dos microambientes proteicos proximos aos residuos
de aminoacidos, mais especificamente, aos residuos de Tyr e Trp. Assim, ¢ possivel afirmar,
novamente, que ha a interagdo entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD

(NAVEENRAJ & ANANDAN, 2013; MOREIRA, et al., 2015).

4.2.4.1. Mecanismos de Supressao de Fluorescéncia

A determinagdo dos mecanismos das interagoes faz-se essencial, a fim de investigar-se se os
mecanismos das interagdes HSA—-RuBDQ e HSA—RuBD sao estaticos ou dinamicos.

No mecanismo estatico ou, também denominado, processo de supressao estatica da
fluorescéncia, ha a colisao entre o fluordforo e o supressor no estado fundamental, ocasionando
a formagdo de um complexo n3o  fluorescente (LAKOWICZ, 2006;
MOREIRA, et al., 2015). No mecanismo dindmico ou, também denominado, processo de
supressdao dinamico da fluorescéncia, ha a colisdo entre o fluor6éforo e o supressor no estado
excitado, ocasionando a formag¢ao de um complexo nao fluorescente no estado excitado, o qual
retorna ao estado fundamental, consequentemente, sem fluorescéncia
(LAKOWICZ, 2006). A representacao ilustrativa dos mecanismos estatico e dindmico ¢

apresentada na Figura 22.
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Figura 22 — Representacao ilustrativa dos possiveis mecanismos de interagdo entre a HSA e o

supressor (S). (a) Mecanismo estatico; (b) Mecanismo dindmico.
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Fonte: Autora.

A distin¢ao dos mecanismos estaticos ou dinamicos dar-se-a analisando-se a tendéncia
da Constante de Stern-Volmer (Ksv), a depender da temperatura (LAKOWICZ, 2006).

No mecanismo estatico, a elevacdo da temperatura diminuird a estabilidade deste
complexo formado e, consequentemente, haverd a diminuicdo de Ksy. No mecanismo
dinamico, a elevacdo da temperatura diminuird a viscosidade do meio, favorecendo a difusao
do supressor em dire¢do a espécie fluordfora no estado excitado e, consequentemente, havera
o aumento de Ksv (LAKOWICZ, 2006).

Portanto, com o intuito de distinguir-se se sdo mecanismos estaticos ou dinamicos,
analisa-se a tendéncia de Ksvy, a depender da temperatura. As constantes foram obtidas

utilizando-se a Equacdo 4 (Equacao de Stern-Volmer),

Fo/F=1+kq10[Q] = 1 + Ksy[Q] 4

onde F e Fo sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da HSA em presenca e em auséncia
dos complexos, respectivamente; kq € a constante de velocidade bimolecular de supressdo; o €
o tempo de vida de fluorescéncia médio da biomolécula em auséncia do supressor

(10 5); [Q] é a concentracio dos complexos, e a constante de Stern-Volmer (Ksv) é o produto
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kqto (LAKOWICZ, 2006). Os graficos de Fo/F em funcdo da concentracdo dos complexos
RuBDQ e RuBD sao apresentados na Figura 23.

Figura 23 — Graficos de Stern-Volmer acerca das interagdes entre a HSA e os complexos
RuBDQ (a) e RuBD (b), em PBS (pH=7,4) em diferentes temperaturas. Aexc=280 nm. Janelas

de excita¢ao/emissao: 5/20 nm.
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Fonte: Autora.

Os graficos de Fo/F em funcdo da concentragdo dos complexos RuBDQ e RuBD,

apresentados na Figura 23, exibem perfis lineares e, utilizando-se de regressoes lineares, foram
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calculados os valores de Ksy para os sistemas HSA-RuBDQ ¢ HSA-RuBD em diferentes
temperaturas.

Os valores de Ksv calculados para os sistemas HSA—RuBDQ ¢ HSA-RuBD em
diferentes temperaturas sao apresentados na Tabela 3. A partir dos valores de Ksy calculados
para os sistemas em questio, sabendo-se que Ksv=kqto e que 1o=10"% s, foram calculados, ainda,

os valores de kq para os mesmos (Tabela 3).

Tabela 3 — Constantes de Stern-Volmer (Ksv) e constantes de velocidade bimolecular de

supressao (ky) para os sistemas HSA—RuBDQ e HSA—RuBD em diferentes temperaturas.

Sistema T(K) Ksv(x10*Lmol') kq(x 102 L mol!sT) R?
298 6,50 0,71 6,50+ 0,71 0,9935
HSA-RuBDQ 303 7,30+£0,14 7,30 £ 0,14 0,9914
308 7,25 +0,21 7,25+0,21 0,9836
298 5,40 £ 0,30 5,40 £ 0,30 0,9966
HSA—RuBD 303 6,40 = 0,30 6,40 £ 0,30 0,9982
308 6,70 + 0,50 6,70 + 0,50 0,9946

Dados expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados em duplicata.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy.

Fonte: Autora.

Os valores de Ksyv calculados para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD,
apresentados na Tabela 3, exibem a tendéncia de elevarem-se com o aumento da temperatura.
Assim, conclui-se que ha a interacdo entre a HSA e os complexos via mecanismo dindmico
(RANJBAR, et al., 2013).

Os valores de kq calculados para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD, também
apresentados na Tabela 3, exibem a tendéncia elevarem-se com o aumento da temperatura.
Entdo, como a taxa maxima de difusdo constante da biomolécula é de 2x10'° L mol s™' e os
valores obtidos sdo superiores a este (na faixa de 10'2 L mol™! s™), constata-se que h4 a interacdo
entre a HSA e os complexos via mecanismo estatico (BIJARI, et al., 2013;
RANIJBAR, et al., 2013).

Portanto, considerando-se a discordancia com relagcdo a distingdo dos mecanismos —
onde a tendéncia dos valores de Ksv evidenciou um mecanismo dindmico, enquanto as

grandezas dos valores de kq indicaram um mecanismo estatico —, analisa-se o tempo de vida de
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fluorescéncia da HSA no estado excitado em auséncia e presenga dos complexos RuBDQ e
RuBD.

No mecanismo estatico, para que ocorra a formagao do complexo nao fluorescente, faz-
se necessaria a remocao de uma fragdo do fluor6foro em questao e, consequentemente, observa-
se, exclusivamente, a fluorescéncia da fracdo da proteina a qual ndo encontra-se complexada.
Por sua vez, a fracdo da proteina a qual ndo encontra-se complexada nao ¢ perturbada e,
consequentemente, os tempos de vida de fluorescéncia da mesma no estado excitado em
auséncia e presenga do supressor sao equivalentes e iguais a 1o (VALEUR, 2001;
LAKOWICZ, 2006; SHEEHAN, 2009; REIS, et al., 2016).

No mecanismo dinamico, ao contrario do observado no mecanismo estatico, a fragdo da
proteina a qual ndo encontra-se complexada ¢ perturbada e, consequentemente, os tempos de
vida de fluorescéncia da mesma no estado excitado em auséncia e presenga do supressor sao
distintos (REIS, et al., 2016).

Portanto, com o objetivo de distinguir-se se sdo mecanismos estaticos ou dindmicos,
analisa-se o tempo de vida de fluorescéncia da HSA no estado excitado em auséncia e presenca
dos complexos RuBDQ e RuBD, a depender da temperatura.

Os valores de tempo de vida de fluorescéncia da HSA em fun¢ao da concentraciao dos
complexos RuBDQ e RuBD sao apresentados nas Tabelas 4 ¢ 5 e os respectivos graficos sao

apresentados na Figura 24.
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Tabela 4 — Tempo de vida de fluorescéncia da HSA em fun¢do da concentragdo do complexo

RuBDQ.

[RuBDQ]

T (K) tl(ns) 7t2(ns) 13 (ns) al(%) 02(%) a3(%) <t>(@s) Er
(umol L)
- 6,41 2,48 0,38 55,53 39,59 4,88 4,56 -
1,7 6,46 2,49 0,38 54,81 40,16 5,03 4,55 0,002
298 5,0 6,41 2,49 0,39 54,46 39,65 5,89 4,50 0,013
11,5 6,23 2,26 0,33 55,48 38,59 5,93 4,35 0,046
18,0 6,25 2,30 0,31 53,47 40,26 6,28 4,29 0,059
- 6,28 2,45 0,39 52,71 41,80 5,49 4,35 -
1,7 6,19 2,42 0,41 51,83 42,10 6,07 4,25 0,022
308 5,0 6,18 2,39 0,39 51,89 42,22 5,89 4,24 0,025
11,5 6,18 2,45 0,41 50,92 42,53 6,55 421 0,032
18,0 6,10 2,31 0,34 52,07 41,99 5,95 4,17 0,041

Tabela 5 — Tempo de vida de fluorescéncia da HSA em fun¢@o da concentragdo do complexo

RuBD.

[RuBD]
T (K) Tl(ns) 712(ms) 13(ns) al (%) a2(%) a3(%) <t>(ms) Er
(umol L)
- 6,64 2,07 0,40 54,13 40,79 5,09 4,46 -
1,7 6,71 2,71 0,43 51,27 43,00 5,72 4,63 0,038
298 5,0 6,43 2,50 0,40 56,10 38,49 5,41 4,59 0,029
11,5 6,40 2,43 0,42 55,53 38,85 5,62 4,52 0,013
18,0 6,36 2,41 0,45 55,27 38,61 6,12 4,47 0,002
- 6,47 2,56 0,41 51,94 42,29 5,76 4,47 -
1,7 6,22 2,43 0,40 51,67 42,38 5,95 4,27 0,044
308 5,0 6,21 2,46 0,45 50,81 42,51 6,68 4,23 0,054
11,5 6,03 2,24 0,35 53,70 40,83 5,47 4,17 0,067

18,0 6,01 2,25 0,38 52,94 40,88 6,18 4,12 0,078
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Figura 24 — Graficos de tempo de vida de fluorescéncia da HSA em fun¢do de [RuBDQ] (a) e
[RuBD] (b) a 298 K (®) e 308 K (A).
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Fonte: Autora.

Os valores de tempo de vida de fluorescéncia da HSA em funcdo da concentracao dos
complexos RuBDQ e RuBD, apresentados nas Tabelas 4 e 5, e os respectivos graficos,
apresentados na Figura 24, exibem perfis de decaimentos exponenciais, ou seja, os tempos de
vida de fluorescéncia da HSA no estado excitado em presenga dos complexos RuBDQ e RuBD
sdo inferiores aquele em auséncia dos complexos. Assim, conclui-se que ha a interag¢do entre a

HSA e os complexos via mecanismo dindmico.
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4.2.4.2. Determinacio da constante de associacdo (K.) e do nimero de sitios

de ligacio (n)

A determinacdo da constante de associagdo (Ka,) faz-se indispensavel, com objetivo de
investigar-se se as interagdes HSA—RuBDQ e HSA—-RuBD tornam-se mais fortes ou fracas, a
depender da temperatura.

Quando uma interacdo torna-se mais forte, a elevacdo da temperatura aumentara o
tempo de vida de fluorescéncia da espécie HSA—farmaco, ou seja, aumentara a estabilidade do
mesmo e, consequentemente, haverd o aumento de K. (LAKOWICZ, 2006;
MOREIRA, et al., 2015). Quando uma interacdo torna-se mais fraca, a elevag¢do da temperatura
diminuird do tempo de vida de fluorescéncia da espécie HSA—farmaco e, ou seja, diminuird a
estabilidade do mesmo, fato este que podera ocasionar uma ma distribuicdo do farmaco, e,
consequentemente, havera a diminui¢cdo de K. (RANJBAR, et al, 2013;
MOREIRA, et al., 2015).

Portanto, com propdsito de distinguir-se se as interagcdes se tornam mais fortes ou fracas,
analisa-se a tendéncia de K,, a depender da temperatura. As constantes foram obtidas utilizando-

se a Equagdo 5 (Equagdo de Stern-Volmer modificada),

log{(Fo-F)/F} = logK, + nlog[Q] )

onde F e Fo sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da HSA em presenca e em auséncia
dos complexos, respectivamente; K, € a constante de interacdo dos complexos com a HSA; n ¢
o numero de sitios de ligacdo ocupados pelos complexos na estrutura proteica; e [Q] € a
concentracao dos complexos (LAKOWICZ, 2006). Os graficos de log{(Fo-F)/F} em funcao do

logaritmo da concentragdo dos complexos RuBDQ e RuBD sao apresentados na Figura 25.
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Figura 25 — Gréaficos de log{(Fo-F)/F} em fun¢do de log[RuBDQ)] (a) e log[RuBD] (b) em

diferentes temperaturas.
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Fonte: Autora.

Os graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo da concentragdo dos complexos RuBDQ e
RuBD, apresentados na Figura 25, exibem perfis lineares e, utilizando-se de regressoes lineares,
foram calculados os valores de K. e n para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD em
diferentes temperaturas.

Os valores de K. e n calculados para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD em

diferentes temperaturas sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Constantes de associagdo (Ka) € nimeros de sitios de ligacdo (n) para os sistemas

HSA-RuBDQ e HSA-RuBD em diferentes temperaturas.

Sistema T(K) Ka(x10*L mol?) n R?
298 4,50+ 0,28 0,98 0,9953
HSA-RuBDQ 303 5,75 £0,21 0,99 09973
308 11,00+ 1,10 0,99 0,9953
298 5,85+ 0,05 1,00 0,9931
HSA-RuBD 303 5,25+0,15 0,99 09750
308 3,45+ 0,05 0,95 09841

Dados expressos como média + desvio padrdo de experimentos realizados em duplicata.
R? € o coeficiente de correlagdo para os valores de K, € n.

Fonte: Autora.

Os valores de K, calculados para o sistema HSA—RuBDQ, apresentados na Tabela 6,
exibem a tendéncia de elevarem-se com o aumento da temperatura. Assim, conclui-se que a
interacao entre a HSA e o complexo RuBDQ torna-se mais forte.

Os valores de K. calculados para o sistema HSA—RuBD, também apresentados na
Tabela 6, exibem a tendéncia de reduzirem-se com o aumento da temperatura. Entdo, constata-
se que a interacdo entre a HSA e o complexo RuBD torna-se mais fraca.

Os valores de n calculados para ambos os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD,
também apresentados na Tabela 6, foram de aproximadamente 1. Portanto, sugere-se que um
unico sitio de ligagdo da HSA esteja presente para os complexos RuBDQ e RuBD, sendo a

estequiometria 1:1.

4.2.4.3. Determinac¢io de parametros termodinamicos

A determinagdo dos parametros termodinamicos faz-se necessaria, a fim de investigar-
se a espontaneidade das interagdes HSA-RuBDQ e HSA-RuBD e, ainda, a natureza das
mesmas, as quais propiciam a retencdo dos derivados metalicos no interior da biomolécula —
podendo ser estas interagdes forcas de interagdes hidrofébicas, forgas de van der Waals, forcas
eletrostaticas ou ligacdes de hidrogénio (LAKOWICZ, 2006;
RANIJBAR, et al., 2013). A representacdo ilustrativa das possiveis interagdes ¢ apresentada na

Figura 26.
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Figura 26 — Representagdo ilustrativa das possiveis interagdes entre a HSA e os complexos

RuBDQ e RuBD.
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Fonte: Adaptado de ROSS & SUBRAMANIAN (1981).

Portanto, com o intuito de distinguir-se a espontancidade e, ainda, a natureza das
interacdes que propiciam a retengdo dos derivados metalicos no interior da biomolécula,
analisa-se os valores de varia¢do da entalpia (AH), variagdo da entropia (AS) e energia livre de
Gibbs (AG). Os valores de AH e AS foram obtidos utilizando-se a Equacao 6 (Equagdo de Van’t
HofY),

InK, = -(AH/RT) + (AS/R) (6)

onde K, ¢ a constante de interacdo dos complexos com a HSA; R ¢ a constante dos gases ideais
(R = 8,314 J mol! K''); e T é a temperatura em Kelvin. Os valores de AG foram obtidos

utilizando-se a Equacao 7,

AG = AH - TAS (7)

onde e T ¢ a temperatura em Kelvin (LAKOWICZ, 2006).
Os valores de variacdo da entalpia (AH*), variacdo da entropia (AS¥) e energia livre de
Gibbs (AG*) de ativagdo calculados para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD sio

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Parametros termodinamicos para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD.
Sistema T(K) AH?(kJmol!) AS* (I mol!) AG*(kJ mol?)

298 -26,18

HSA-RuBDQ 303 77,52 348 -27,92
308 -27,66

298 -27,67

HSA-RuBD 303 -44,06 -55 -27,40
308 -27,12

Fonte: Autora.

Através dos parametros termodindmicos calculados para o sistema HSA-RuBDQ,
apresentados na Tabela 7, conclui-se que ha a intera¢do espontanea entre a HSA e o complexo
RuBDQ (pois AG#<0) e, ainda, que tal interagdo que propicia a retengdo do derivado metalico
no interior da biomolécula é determinada, basicamente, por interagdes hidrofobicas (pois AS*>0
e AH*>0), conforme descrito na Figura 26(b).

Com o objetivo de justificar-se que tal interacdo ¢ determinada, principalmente, por
interagdes hidrofobicas, infere-se que: A HSA, quando isolada do ion complexo, tém suas
cavidades preenchidas com moléculas de solvente (H20). O 1ion complexo
[Ru(tpy)(BDQ)NOJ**, por sua vez, quando isolado da HSA, interage com intimeras moléculas
de H>O, principalmente devido a presenca do ligante BDQ, que possui um grupo carboxilato (—
COOH). Para que ocorra a interagdo HSA-RuBDQ, ¢ necessario que haja o rompimento da
esfera de solvatacdo do ion complexo e, ainda, que o mesmo “expulse” as moléculas de H,O
que preenchem as cavidades proteicas da HSA. Quando o ion complexo “expulsa” as moléculas
de H20 que preenchem as cavidades proteicas da HSA, h4 o aumento do grau de liberdade da
proteina. Assim, constata-se que hé a desorganizagdo do sistema, tratando-se um processo com
o aumento da entropia do mesmo, ou seja, AS*>0. Conclui-se, também, que a energia necessaria
para o rompimento das ligagdes presentes nas esferas de solvatagdo € maior, se comparada a
energia necessaria para a formacgao daquela. Entdo trata-se um processo endotérmico, ou seja,
AH#>0. Portanto, as interagcdes hidrofobicas tornam-se determinantes no sistema
HSA-RuBDQ, o que ndo impede que haja outros tipos de interagdes no sistema em questao
(ROSS & SUBRAMANIAN, 1981; LAKOWICZ, 2006).

Através dos parametros termodinamicos calculados para o sistema HSA-RuBD,

também apresentados na Tabela 7, constata-se que ha a intera¢do espontanea entre a HSA e o
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complexo RuBD (pois AG#<0) e, ainda, que tal interagdo que propicia a retengdo do derivado
metalico no interior da biomolécula ¢ determinada, basicamente, por ligacdes de hidrogénio
(pois AS#<0 e AH#<0), conforme descrito na Figura 26(c).

Com o proposito de justificar-se que tal interagao ¢ determinada, principalmente, por
ligagdes de hidrogénio, supde-se que: O ion complexo [Ru(tpy)(BD)NOJ*", diferente do ion
complexo ion complexo [Ru(tpy)(BDQ)NO]*", por sua vez, ndo interage com tantas moléculas
de H>O. Assim, para que ocorra a interagdo HSA—RuBD ¢ necessario, apenas, que o ion
complexo “expulse” as moléculas de HoO que preenchem as cavidades proteicas da HSA.
Quando o ion complexo insere-se na cavidade proteica da HSA, ha a formagdo de ligagdes de
hidrogénio entre o mesmo e os residuos de aminodacidos e, consequentemente, a diminui¢do do
grau de liberdade da proteina. Assim, conclui-se que hé a organizacdo do sistema, tratando-se
um processo com a diminui¢do da entropia do mesmo, ou seja, AS#<0. Constata-se, também,
que ha a liberagdo de energia na formagao das ligagdes de hidrogénio entre o ion complexo e
os residuos de aminodcidos. Entdo trata-se um processo exotérmico, ou seja, AH#<0.

Portanto, as interagdes por ligagdo de hidrogénio tornam-se determinantes no sistema
HSA-RuBD, o que nido impede que haja outros tipos de interagdes no sistema em questdo

(ROSS & SUBRAMANIAN, 1981; LAKOWICZ, 2006).

4.2.5. Determinacdo da Transferéncia de Energia por Ressonincia de Forster

(FRET) entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de Ruténio

Sabendo-se que ha a interagdo entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD via
mecanismo dinamico, faz-se possivel a determinacdo da transferéncia de energia por
ressonancia de Forster (FRET) entre a HSA e os complexos.

A FRET ¢ utilizada como uma “régua espectroscopica”, a qual determina a distancia
entre o doador — neste caso, o residuo de Trp-214 da HSA — e o receptor — neste caso, os
complexos RuBDQ e RuBD (STRYER, 1968; RANJBAR, et al., 2013). Para que haja FRET,
faz-se necessdria a satisfacdo de algumas condigdes, como: 1) A molécula doadora deve emitir
fluorescéncia; 2) os espectros de emissao do doador e de absor¢ao do receptor devem sobrepor-
se; e 3) as moléculas do doador e do receptor devem estar préximas, com distancia maxima de
7 nm (VALEUR & BROCHON, 1999; RANJBAR, et al., 2013).

Portanto, a fim de determinar-se se ha ou ndo FRET, analisa-se os espectros sobrepostos
de emissdao do doador e de absor¢ao do receptor. Os espectros de emissdo para a HSA e de

absorcao para os complexos RuBDQ e RuBD sao apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Sobreposicdo dos espectros de emissdo para a HSA e de absorcdo para os

complexos RuBDQ (a) e RuBD (b), em PBS (pH=7,4). [HSA]=1,0 umol L' (-);
p p =

[Complexo]=16,4 pmol L' (---).
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Os espectros de emissdo para a HSA e de absor¢do para os complexos RuBDQ e RuBD,

apresentados na Figura 27, exibem boas sobreposicdes. Porém, como os espectros de emissao

para a HSA sdo afetados pela luz de excitacdo em torno de 280 nm, fez-se necessario um ajuste

dos espectros de emissdao em questdo e utilizou-se um intervalo de 285 a 400 nm para avaliar-

se o grau de sobreposi¢do (integral) entre os espectros.
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Os valores de eficiéncia do processo de transferéncia de energia por ressonancia de
Forster (E), distancia critica entre o doador e o receptor onde a eficiéncia do processo ¢ de 50%
(Ro), distancia centro a centro entre o doador e o receptor (7y) € o grau de sobreposi¢ao espectral
entre o espectro de emissao do dador e o espectro de absor¢ao do receptor (J) foram obtidos
utilizando-se as Equagdes 1, 2 e 3 (Sessdo 3.2.4.6.), respectivamente, e sdo apresentados na

Tabela 8.

Tabela 8 — Determinacao de FRET para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA—RuBD.

Sistema J(x10* ecm*mol L) Ry (nm) ro (nm) E (%)
HSA-RuBDQ 2,34 2,57 3,38 16
HSA-RuBD 1,73 2,44 3,01 22

Fonte: Autora.

Os valores de J calculados para os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD, obtidos
integrando-se a area de sobreposicao dos espectros de emissao para a HSA e de absor¢ao para
os complexos RuBDQ e RuBD em um intervalo de 285 a 400 nm, sio de 2,34 x10'* e
1,73x10'* cm? L mol™!, respectivamente, os quais representam o grau de sobreposi¢io espectral
entre espectro de emissdo da HSA e os espectro de absor¢do dos complexos RuBDQ e RuBD.

Os valores de Ry calculados para os sistemas em questio, obtidos utilizando-se K*=2/3,
N=1,36, ¢=0,118 e os valores de J obtidos para os mesmos, sao de 2,57 e 2,44 nm,
respectivamente, os quais representam a distancia critica entre a HSA e o os complexos onde a
eficiéncia  do  processo ¢ de  50%. (CHATTERJEE, et al, 2012;
RANIJBAR, et al., 2013).

Os valores de ry calculados para os sistemas, obtidos utilizando-se £=50% e os valores
de Ry obtidos para os mesmos, sdo de 3,38 e 3,01 nm, respectivamente, os quais representam a
distancia centro a centro entre a HSA e os complexos. Tais valores de » calculados para ambos
os sistemas sao inferiores a 7 nm e, ainda, estdo entre 0,5Ry e 1,5Ry. Assim, conclui-se que ha
uma alta probabilidade de ocorrer FRET (RANJBAR, et al., 2013).

Portanto, considerando-se a alta probabilidade de ocorrer FRET para ambos os sistemas
HSA-RuBDQ e HSA-RuBD, com o intuito de determinar-se a eficiéncia do processo de
transferéncia de energia por ressonancia de Forster, analisa-se os valores de E. Os valores de E
calculados para os sistemas em questdo, utilizando-se os valores de Ry e » obtidos para os
mesmos, sdo de 16 e 22%, respectivamente, os quais representam a eficiéncia do processo,

resultando na supressdo de fluorescéncia intrinseca da biomolécula.
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4.2.6. Avaliacao dos Sitios de Interacio entre a HSA e os Complexos Nitrosilos de

Ruténio

4.2.6.1. Avaliacdo dos Sitios de Interacio entre a HSA e os Complexos
Nitrosilos de Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia Sincrona

(AA =15 nm / Ak = 60 nm)

Sabendo-se que héd a interagdo entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD, os
mecanismos, as constantes de associa¢do, os numeros de sitios de ligagdo e os parametros
termodinamicos de tais interacdes, e, também, que h4 a transferéncia de energia por ressonancia
de Forster para ambos os sistemas HSA-RuBDQ e HSA-RuBD, faz-se substancial a
determinagdo dos sitios de interagao entre a HSA e os complexos. Sendo assim, com o objetivo
de investigar-se os sitios de interacdo entre a HSA e os mesmos, utilizou-se a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia sincrona, analisando-se, mais especificamente possiveis
mudangas na posicdo do comprimento de onda maximo de emissdo (Aem) quando
AL =15 nm e AL = 60 nm.

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincrona ¢ utilizada para analisar-se
possiveis mudangas conformacionais dos microambientes proteicos. Quando os valores de
intervalo de varredura (AL) — onde AA= Aem - Aexc — s30 fixados em 15 e em 60 nm a fluorescéncia
sincrona da HSA fornece informacdes sobre mudangas conformacionais dos microambientes
proteicos proximos aos residuos de aminodcidos de Tyr e Trp-214, respectivamente
(LLOYD & EVETT, 1977, MILLER, 1979; TANG, et al, 2006;
SURYAWANSH]I, et al., 2013).

Portanto, com o propdsito de determinar-se os sitios de interacdo entre a HSA e os
complexos RuBDQ e RuBD, foram realizadas andlises espectroscopicas de fluorescéncia
sincrona para a HSA em auséncia e presenca de diferentes concentragdes dos complexos
RuBDQ e RuBD a 308 K. Os espectros de supressao de fluorescéncia sincrona obtidos para a
biomolécula em presenca do complexo RuBDQ e RuBD, a 308 K sdo apresentados nas Figuras

28 e 29.
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Figura 28 — Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona para a HSA em presenca do
complexo RuBDQ, em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de excitagdo/emissdo:
520 nm. (@) AL = 15 nm; (b) AL = 60 nm. [HSAJ]=1,0 pmol L' (-);
[Complexo]=0-16,4 pmol L' [1,0 (-); 1,7 (); 2,3 (); 33 (-); 50 (-); 6,6 ()
8,3();9,9(-);11,5(-); 13,2 (); 14,8 (-); 16,4 umol L (-)].

0o (@
= 200 - l
Q
=
ks
2 150+ a1
5 16,4 pmol L
= \
F~ \
o 100 -
<
Q
Fg \/\/_J"‘
'-g 50‘ A SN /_/ﬁ
=
O
=
0 - . - . .
250 275 300 325
Comprimento de Onda (nm)
400 4

300 ~

200 +

1004/

Intensidade de Fluorescéncia

25 250 275 300 325
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autora.



80

Figura 29 — Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona para a HSA em presenca do
complexo RuBD, em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de excitacdo/emissao:
520 nm. (@) AL = 15 nm; (b) AL = 60 nm. [HSA]=1,0 umol L' (-);
[Complexo]=0-16,4 pmol L' [1,0 (-); 1,7 (); 2,3 (); 33 (-); 50 (-); 6,6 ();
8,3():;9,9(—); 11,5 (-); 13,2 (); 14,8 (-); 16,4 pmol L' (-)].
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Os espectros de fluorescéncia sincrona para a HSA em auséncia dos complexos RuBDQ
e RuBD, apresentados nas Figura 28 e 29, exibem maximos de emissdo em A=285 nm, quando
AL =15 nm, e em A=279 nm, quando AA = 60 nm, fluorescéncias intrinsecas dos aminoacidos

aromaticos Tyr e Trp-214, respectivamente.
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Os espectros de fluorescéncia sincrona para a HSA em presenca dos complexos RuBDQ
e RuBD, quando AL = 15 nm, apresentados nas Figuras 28(a) e 29(a), também exibem maximos
de emissao em A=285 nm, porém, com menores valores de intensidade de fluorescéncia, se
comparados aqueles em auséncia dos complexos. Quanto maior a concentracao dos complexos,
menores os valores de intensidade de fluorescéncia. Tal diminui¢do das intensidades de
fluorescéncia com o aumento das concentragdes dos mesmos ¢ devido a interagao entre a HSA
e os complexos RuBDQ e RuBD. No entanto, para RuBDQ, houvera mudancas discretas na
posicdo do comprimento de onda maximo de emissdo, de 285 para 286 nm, ou seja, uma
alteracdo para a regido do vermelho. Entdo, conclui-se que o complexo altera o microambiente
proteico proximo ao residuo de aminoécido Tyr, e, ainda, que os residuos de aminoacidos ao
redor estdo em um microambiente polar e mais expostos ao solvente. Para RuBD, houvera
mudangas evidentes na posicao do comprimento de onda méaximo de emissao, de 285 para
278 nm, ou seja, uma alteragdo para a regido do azul. Assim, conclui-se que o complexo altera
0 microambiente proteico préximo ao residuo de aminoécido Tyr, e, ainda, que os residuos de
aminoacidos ao redor estdo em um microambiente apolar e menos expostos ao solvente
(O’HAVER, et al., 1982; RANJBAR, et al., 2013).

Os espectros de fluorescéncia sincrona para a HSA em presencga dos complexos RuBDQ
e RuBD, quando AA = 60 nm, apresentados nas Figuras 28(b) ¢ 29(b), também exibem maximos
de emissdo em A=279 nm, porém, com menores valores de intensidade de fluorescéncia, se
comparados aqueles em auséncia do complexo em questdo, devido a interagdo entre a HSA e
os complexos RuBDQ e RuBD, conforme descrito anteriormente. Porém, houvera mudancas
discretas na posi¢cao do comprimento de onda maximo de emissdo, de 279 para 280 nm, ou seja,
uma alteracdo para a regido do vermelho. Entdo, constata-se que os complexos alteram o
microambiente proteico proximo ao residuo de aminoacido Trp-214, e, ainda, que os residuos
de aminoécidos ao redor estdo em um microambiente polar e mais expostos ao solvente
(O’HAVER, et al., 1982; RANJBAR, et al., 2013).

Portanto, a fim de distinguir-se quais os microambientes proteicos sdo efetivamente
alterados pelos complexos RuBDQ e RuBD, analisa-se a grandeza de Ksv, quando AL =15 nm
e AL = 60 nm. As constantes foram obtidas utilizando-se a Equacao 4 (Equacdo de Stern-
Volmer).

Os valores de Ksv calculados e os valores de deslocamento obtidos para os sistemas HSA—

RuBDQ e HSA-RuBD sao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Constantes de Stern-Volmer (Ksv) e valores de deslocamento do comprimento de

onda méaximo de emissdo (AAmax) para os sistemas HSA—RuBDQ e HSA-RuBD.

AL =15 nm AL =60 nm
Sistema
Ksv (x10* mol L) R? Ahmix  Ksv (x10* L mol ™) R? Almix
HSA-RuBDQ 7,7 0,9887 +1 7,7 0,9894 +1
HSA-RuBD 6,7 0,9979 -6 7,9 0,9980 +1

Fonte: Autora.

Os valores de Ksy calculados para o sistema HSA-RuBDQ, apresentados na Tabela 9,
exibem os mesmos valores, quando AL = 15 nm e quando AA = 60 nm. Assim, conclui-se que
ambos os residuos de Tyr e Trp-214 estdo igualmente acessiveis ao complexo RuBDQ durante
o processo de interagdo HSA—RuBDQ.

Os valores de Ksv calculados para o sistema HSA—-RuBD, também apresentados na
Tabela 9, exibem valores distintos, quando AA = 15 nm e quando AA = 60 nm. O valor de Ksv
quando AL = 15 nm ¢ menor, se comparado ao mesmo quando AA = 60 nm. Entdo, constata-se
que o residuo de Trp-214 estd mais acessivel ao complexo RuBD durante o processo de
interacao
HSA-RuBD, se comparado ao residuo de Tyr. Tal constatagdo corrobora com os resultados de
FRET, apresentados na sessdo 4.2.4., onde a eficiéncia do processo de transferéncia de energia
por ressonancia de Forster com o residuo de Trp-214 ¢ maior para o complexo RuBD (22%)),
se comparada aquela para o complexo RuBDQ (16%). No entanto, conclui-se, também, que

ambos os residuos de Tyr e Trp-214 estdo acessiveis ao complexo RuBD.

4.2.6.2. Avaliacdo dos Sitios de Interacio entre a HSA e os Complexos

Nitrosilos de Ruténio utilizando Farmacos Marcadores

Com o intuito de investigar-se os sitios de interagdo entre a HSA e os complexos
RuBDQ e RuBD, utilizou-se, também, a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, analisando-
se, mais especificamente, a supressao de fluorescéncia da HSA induzida pelos complexos,
porém em presenca de farmacos marcadores, sendo estes o Ibuprofeno (IBU) e a Varfarina
(WAR). As estruturas quimicas dos farmacos marcadores IBU e WAR sdo apresentadas na

Figura 30.
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Figura 30 — Estruturas quimicas dos farmacos marcadores IBU (a) e WAR (b).
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Fonte: Autora.

IBU e WAR sao marcadores especificos para os diferentes sitios da HSA, pois, enquanto
IBU interage no Sitio II, no subdominio IITA, WAR interage no Sitio I, no subdominio IIA.
Utilizando-se dos espectros de supressao de fluorescéncia e de alguns tratamentos matematicos,
determina-se as constantes Ksv e K, em presenga dos marcadores IBU e WAR e compara-las
com aquelas obtidas em auséncia dos mesmos. No caso de ocorrer a diminui¢do de Ksy ou K,
em presenga do farmaco marcador IBU, pode-se deduzir que o complexo compete com o IBU
pelo Sitio II, subdominio IIIA. No caso de ocorrer a diminui¢do das constantes em presenca do
farmaco marcador WAR, pode-se inferir que o complexo compete com a WAR pelo Sitio I,
subdominio ITA (BASKEN, et al., 2009).

Portanto, foram realizadas anélises espectroscopicas de fluorescéncia para a HSA em
presenca de diferentes concentragdes dos complexos RuBDQ e RuBD a 308 K em presenca,
ainda, dos marcadores IBU e WAR. Os graficos de Fo/F em funcdo da concentragdo dos
complexos RuBDQ e RuBD, em presenga dos marcadores IBU e WAR, sdo apresentados na

Figura 31.
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Figura 31 — Graficos de Fo/F em funcdo de [RuBDQ] (a) e [RuBD] (b) em presenga dos
farmacos marcadores IBU (m) ¢ WAR (m).
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Fonte: Autora.

O grafico de Fo/F em fun¢do da concentracdo do complexo RuBDQ, apresentado na
Figura 31, ndo exibe variagdes significativas nos valores de Fo/F quando no intervalo de
concentrago foi de 0 a 3,22 umol L' do complexo. No entanto, exibe variacdes significativas
dos valores de Fo/F quando no intervalo foi de 3,2 a 16,4 pmol L' do complexo. Assim,
considerando-se que, quando ha o aumento da razdo de Fo/F, hé a interagdo entre a HSA e o
complexo e, consequentemente a competicdo entre o complexo RuBD e os marcadores,

utilizou-se do intervalo de 3,22 a 16,4 pmol L™! para determinar-se as constantes Ksy e K.
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O grafico de Fo/F em func¢do da concentragdo do complexo RuBD, também apresentado
na Figura 31, ndo exibe variagdes significativas nos valores de Fo/F quando no intervalo de
concentragio foi de 0 a 2,33 pmol L' do complexo. No entanto, exibe varia¢des significativas
dos valores de Fo/F quando no intervalo foi de 2,3 a 16,4 pmol L' do complexo. Entdo,
considerando-se que, quando ha o aumento da razdo de Fo/F, hé a interagdo entre a HSA e o
complexo e, consequentemente a competicdo entre o complexo RuBD e os marcadores,
utilizou-se do intervalo de 2,3 a 16,4 umol L™! para determinar-se as constantes Ksv e K.

As constantes foram obtidas utilizando-se a Equagdo 4 (Equacao de Stern-Volmer) e a
Equacdo 5 (Equacdo de Stern-Volmer modificada) (Sessdo 4.2.3.1 e 4.2.3.2, respectivamente).

Os valores de Ksv e K, calculados para os sistemas HSA-RuBDQ ¢ HSA-RuBD em
presenca de IBU e WAR sao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Constantes Stern-Volmer (Ksv) e constantes de associagdo (K,) para os sistemas
HSA-RuBDQ ¢ HSA-RuBD em auséncia e em presenga dos farmacos marcadores IBU e

WAR.

Sistema Ksy (x10* mol L) R? K. (x10* mol L) R?
HSA-RuBDQ 7,25 0,9836 11,00 0,9953
HSA-RuBDQ-IBU 3,82 0,9983 5,01 0,9963
HSA-RuBDQ-WAR 3,23 0,9989 8,22 0,9996
HSA—-RuBD 6,70 0,9946 3,45 0,9841
HSA-RuBD-1IBU 10,58 0,9958 67,6 0,9985
HSA-RuBD-WAR 8,76 0,9965 36,3 0,9989

R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy € K.

Fonte: Autora.

Os valores de Ksv e K, calculados para os sistemas HSA-RuBDQ-IBU e
HSA-RuBDQ-WAR, apresentados na Tabela 10, exibem a tendéncia de reduzirem-se em
relacdo aqueles para o sistema HSA—RuBDQ (sistema sem quaisquer um dos marcadores).
Esperar-se-ia que os valores de Ksy e/ou de K, iriam reduzir-se em presenca de somente um
dos marcadores, considerando-se que os mesmos interagem em sitios distintos. Assim, pode-se
concluir que o complexo RuBDQ pode interagir em ambos os sitios, competindo com IBU e
WAR, simultaneamente.

Os valores de Ksv e K. calculados para os sistemas HSA-RuBD-IBU e

HSA-RuBD-WAR, também apresentados na Tabela 10, exibem a tendéncia de elevarem-se
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em relacdo aqueles para o sistema HSA—RuBD (sistema sem quaisquer um dos marcadores).
Esperar-se-ia que os valores de Ksv e/ou de K. iriam reduzir-se em presenga de um dos
marcadores. Entdo, neste caso, nada pode-se constatar, pois tais valores elevaram-se, fato este
que nao esta descrito na literatura.

Portanto, considerando-se a necessidade de aprimorar os resultados obtidos acerca dos
sitios de interacao entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD, utilizou-se uma das técnicas

de modelagem molecular, sendo esta a ancoragem molecular (docking molecular).

4.2.6.3. Avaliacao dos Sitios de Interacdo entre a HSA e os Complexos

Nitrosilos de Ruténio via Modelagem Molecular

Estudos teoricos, baseados em diferentes algoritmos, sdo desenvolvidos com o objetivo
de realizar-se estudos de ancoragem molecular. A ancoragem molecular tornou-se um
parametro de suma importancia farmacoldgica, a qual ¢ utilizada para modelar a interagdo entre
uma proteina, como a HSA, e pequenas moléculas, como os complexos nitrosilos de ruténio, a
nivel atdmico. Para a realizacdo dos estudos de ancoragem molecular, fazem-se necessarias trés
etapas, como: 1) A previsdo da conforma¢ao da pequena molécula (denominada, ligante) na
proteina; 2) a orientacdo e posi¢do (denominada, pose), do ligante; e 3) a avaliagdo do grau de
interagdo entre as espécies. Assim, tal modelo de intera¢do propiciara o local de ligacdo das
pequenas moléculas a proteina, bem como as possiveis interagdes entre as espécies (MENG, et
al., 2011).

Portanto, com o proposito de investigar-se os sitios de interagdo entre a HSA e os
complexos RuBDQ e RuBD, utilizou-se a técnica de ancoragem molecular. As representacdes
tridimensionais das ancoragens moleculares para os sistemas HSA—RuBDQ e HSA-RuBD sdo

apresentadas na Figura 32.
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Figura 32 — Representacdes tridimensionais das ancoragens moleculares para os sistemas

HSA-RuBDQ (a) e HSA-RuBD (b).
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As representagdes tridimensionais das ancoragens moleculares para os sistemas
HSA-RuBDQ e HSA—RuBD, apresentadas na Figura 32, exibem ambos os complexos RuBDQ
e RuBD inseridos em um microambiente proteico referente ao Sitio I, subdominio ITA. Ambos
os complexos estdo localizados proximos aos residuos de aminoacidos Arg-210;
Arg-222; Asn-295; Cys-448; GIn-221; Lys-195; Lys-199; Lys-453; Pro-447; Tyr-452 e
Trp-214.

A conclusdo de que os complexos estdo localizados proximos ao residuo de Trp-214
corroboram com os resultados de FRET, apresentados na sessao 4.2.4., onde a eficiéncia do
processo de transferéncia de energia por ressonancia de Forster com o residuo de Trp-214 para
o complexo RuBDQ ¢ de 16%, enquanto para o complexo RuBD ¢ de 22%.

A constatagdo de que os complexos estdo localizados proximos aos residuos de
Tyr-452 e Trp-214 corroboram com os resultados de fluorescéncia sincrona, apresentados na
sessdo 4.2.5.1, onde concluiu-se, que ambos os residuos de Tyr e Trp-214 estdo acessiveis aos

complexos RuBDQ e RuBD.
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5. CONCLUSOES

As analises via IR, UV/Vis. e CLAE, foram realizadas a fim de caracterizar os
complexos RuBDQ ¢ RuBD e demonstrar que ambos os complexos apresentam estruturas
quimicas que fazem jus aquelas propostas na literatura. As analises via CLAE evidenciaram,
ainda, que, para ambos os complexos, em pH=7,4, a forma com o ligante nitrosil, Ru''~NO", é
a mais estavel apds 2 h de dissolu¢do dos mesmos.

Os estudos via IR, UV/Vis. e fluorescéncia, realizados com o intuito de investigar-se as
interacdes entre a HSA e os complexos RuBDQ e RuBD, indicaram que ha a interacao entre as
espécies. Os experimentos de supressdo de fluorescéncia da HSA demonstraram que hé a
interagdo entre a HSA e ambos os complexos via mecanismo dindmico. Os valores de K,
calculados para o sistema HSA-RuBDQ evidenciaram que a interacdo entre a HSA e o
complexo RuBDQ torna-se mais forte. Em contrapartida, os valores de K, calculados para o
sistema HSA—RuBD indicaram que a interacdo entre a HSA e o complexo RuBD torna-se mais
fraca. Os parametros termodindmicos para o sistema HSA—RuBDQ demonstraram que as
espécies em questdo interagem via interagdes hidrofobicas. Por outro lado, os parametros
termodindmicos para o sistema HSA-RuBD evidenciaram que as espécies em questao
interagem via ligagdes de hidrogénio. As distincias centro a centro entre o residuo de Trp-214
e os complexos RuBDQ e RuBD, estimadas pela teoria de FRET, sdo de 3,38 ¢ 3,01 nm,
respectivamente.

Os experimentos de supressao de fluorescéncia sincrona da HSA indicaram que hé a
interagdo entre a HSA e ambos os complexos RuBDQ e RuBD em um microambiente proteico
proximo aos residuos de aminoéacido de Tyr e Trp-214. Os estudos via ancoragem molecular
demonstraram que ¢ possivel a interacdo entre a HSA e ambos os complexos em um
microambiente proteico proximo aos residuos de aminoacido de Tyr-452 e Trp-214,
corroborando com as informagdes obtidas via experimentos de supressdo de fluorescéncia
sincrona da HSA. Os estudos via ancoragem molecular, evidenciaram, ainda, que € possivel
que ambos os complexos estejam inseridos em um microambiente proteico referente ao Sitio I,

subdominio ITA da HSA.
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