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Resumo

Motivado pela perspectiva de complexos de ruténio podem ser utlizados no
tratamento do cancer, o nosso grupo de pesquisa testou a Hipotese que alguns
complexos de Ru (lll) sdo capazes de interagir com as proteinas do soro,
particularmente albumina e transferrina. O complexo de cis-[RuCIlz(NH3).]Cl
(CTRu(lN)) foi testado contra diferentes tipos de células tumorais, obtendo bons
resultados. A partir de resultados promissores obtidos com este composto, estudos
subsequentes sdo necessarios para a compreensdo do mecanismo pelo qual ele
exerce sua especificidade para células de tumor. Neste artigo, apresentamos a
aplicacdo de espectroscopia de absorcdo UV-vis, fluorescéncia e ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE), para estudar a interacdo do complexo CTRu(lIl)
com albumina sérica humano (hsA) e a albumina sérica bovina (bsA). Medidas de
fluorescéncia revelaram uma forte ligacdo do complexo com as proteinas com Kg, de
1,32 x 10° e 3,71 x 10° para hsA e bsA, respectivamente. Espectros de RPE de
complexos de Ru (Il) mono-nucleares em tampdo mostraram um decréscimo
significativo na intensidade do sinal global ap6s a primeira passo de aquacgédo, que €
consistente com a formacéo de dimeros de oxo complexos de Ru (lIl). Os espectros
de RPE revelaram que a ligacdo a bsA é muito rapida, a ligacao covalente a proteina
ocorre através de troca dos ligantes com cadeias laterais de proteinas,
provavelmente com o imidazol da histidina. Por outro lado, o complexo se liga ndo
covalentemente na hsA, provalente como produto da oligomerizacdo do complexo
no bolso de ligacdo hemin. Além disso, duas espécies sdo formadas lentamente por
ligacdo covalente do complexo com os residuos histidina, produzindo uma espécie
de simetria axial e a outra de simetria rombica. Essas liga¢cdes parecem surgir pela
interagdo do complexo com o residuo histidina localizado no sitio de ligacdo Sudlow
Il.

Palavra-chave: Complexos de ruténio (lll), proteinas séricas, interacdo, UV-vis,
espectroscopia de Fluorescéncia, Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE).



Abstract

Motivated by the perspective of ruthenium complexes to be used in cancer treatment,
our research group has tested the hipotesis that some complexes of Ru (lll) are able
to interact with serum proteins, particularly aloumin and transferrin. The Complex cis-
[RuCl2(NH3)4]Cl (CTRu(II)) have been tested against different kind of tumor cells,
obtaining good results. Starting from promising results obtained with this compound,
subsequent studies are required to understanding the mechanism by which it exerts
specificity for tumor cells. In this article, we report the first application of absorption
UV-Vis, Fluorescence and Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectroscopy,
to study the complex CTRu(lll) interaction with human serum albumin (hsA) and
bovine serum albumin (bsA). Fluorescence measurements revealed strong proteins-
bound complex with Ks, of 1.32 x 10° and 3.71 x 10° for hsA and bsA, respectively.
EPR spectra from mono-nuclear Ru(lll) complexes in buffer, showed a significant
decrease in the overall signal intensity following the first aquation step, is consistent
with the formation of oxo-bridged Ru(lll) dimers. EPR spectra revealed that the BSA
very rapid binding to the protein via covalent binding through ligand-exchange with
protein side chains, likely with histidine imidazoles. On the other hand, the complex
binds non-covalently in hsA, probably as a product of the oligomerization of the
complex in hemin-biding pocket. Furthermore, two species are slowly formed by
covalent binding of the complex with the histidine residues, producing a species of
axial symmetry and the other rhombic symmetry. These bonds seem to arise from
the interaction of the complex with the histidine residue located in the binding
Sudlow’s site II.

keywords: Ru(lll) complex, serum proteins, interaction, UV-vis, Fluorescence

spectroscopy, Electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR).



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Propriedades anticancerigenas de metalofarmacos

Os complexos metalicos despertaram grande interesse em aplicacfes
oncologicas apos a descoberta da atividade antitumoral do complexo de platina
(cisplatina) por Rosenberg e colaboradores no final dos anos 60 (KOSTOVA, 2006).
Essa descoberta foi um marco na historia da quimica medicinal, a qual inicialmente
se dedicava principalmente ao estudo de compostos organicos e produtos naturais.
A cisplatina mostrou-se eficiente no tratamento de céancer ovariano e testicular, no
entanto, problemas associados ao seu uso, tais como a elevada toxicidade e
resisténcia ao tratamento, levaram ao desenvolvimento de novas pesquisas
envolvendo complexos metalicos (SCOLARO et al., 2007; HARTINGER et al., 2006;
KOSTOVA, 2006).

Novos complexos similares a cisplatina foram sintetizados e avaliados, com o
propésito de reduzir a toxicidade bem como ampliar sua utilizacdo para o tratamento
de outros tipos de cancer. Destes apenas dois complexos de platina (Il), além da
cisplatina, foram aprovados para a aplicacdo clinica em todo o mundo, a
carboplatina e a oxaliplatina (Figura 1), enquanto a lobaplatina, nedaplatina e
heptaplatina foram aprovados como agente antitumoral apenas no Japado, China e
Coréia do Sul, respectivamente (HARTINGER et al., 2006).

H,N_  _Cl 0—4° 4 o
T Np¢” HaN\‘Pt” N““pt" °
i
HaNT el HNT o N oY,
0 H,
cisplatina carboplatina oxaliplatina

Figura 1 - Principais compostos de platina utilizados na terapia do cancer. Fonte: (SUSS-
FINK, 2010).

O mecanismo de acdo proposto para os compostos de platina envolve a
entrada da cisplatina na célula e consequente hidrélise do complexo, seguido de

ligagdo ao DNA. Em alguns casos o produto da hidrélise desses complexos se liga a
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duas bases de guanina do DNA, que pode provocar uma distor¢cdo na estrutura do
DNA, que néo é reparado pelos mecanismos enzimaticos e entdo desencadeando a
morte celular via apoptose (LEVINA et al., 2009).

Como o uso clinico de farmacos exige que os beneficios sejam confrontados
com a toxicidade, novas pesquisas foram desenvolvidas em busca de novos
compostos citotéxicos com perfis de toxicidade mais aceitdveis, como o uso de
metais de transicdo dos Grupos 8, 9 e 10 da tabela periddica, que possuem
propriedades semelhantes as da platina. Os elementos desses grupos sao
subdivididos em dois grupos, o grupo do ferro, que representa os metais de
transicdo 3d (cobalto, ferro e niquel) e o grupo da platina representando os metais
de transicdo 4d e 5d (ruténio, rodio, paladio, iridio, 6smio e platina). Milhares de
complexos desses metais foram sintetizados com uma variedade de ligantes
diferentes e testados suas atividades bioldgicas, alguns deles mostraram-se ativos
em testes in vitro contra diferentes tipos de linhagens de células tumorais, dentre
eles, os complexos de ruténio mostraram serem 0s mais promissores (KOSTOVA,
2006).

1.2 Complexos de ruténio como agente anticancer

Os complexos de ruténio surgiram para oferecer novas perspectiva, atraindo
um consideravel interesse dos pesquisadores para aplicacdo no tratamento de
varios tipos de cancer. Exibindo propriedades interessantes para sua aplicacdo
como um metalofarmaco tais como, a acessibilidade aos estados de oxidacao (ll),
(111 e (IV) sob condicdes fisioldgicas adequadas, cinética de substituicdo similar ao
da platina, geometria octaédrica, toxicidade em geral menor quando comparada a
cisplatina, capacidade de mimetizar o ferro na ligacdo com biomoléculas, tais como
albumina e transferrina. Acredita-se que a menor toxicidade dos complexos de
ruténio esteja relacionada com a sua capacidade de se ligar a transferrina nos sitios
de ligacdo do ferro ou em outro sitio ndo especifico, e também pela possivel
ativacdo por reducdo no interior da célula. Tais propriedades o torna promissor na
utilizacdo como farmaco na terapia do cancer (ALLARDYCE et al.,, 2001; ANG &
DYSON, 2006; JAKUPEC et al., 2008).

Os primeiros compostos de Ru (lll) testados como agentes anticancerigenos

foram desenvolvidos por M. Clarke no comeco dos anos 80. A primeira investigacao
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sistematica de complexos de ruténio e suas propriedades antitumorais foram
realizadas na década de 80 com os compostos fac-[RuCl3(NH3)s] e cis-
[RUCl>(NH3)4]Cl (CLARKE, 1980). Outros esforcos levaram ao desenvolvimento de
novos complexos sintéticos, como o imidazol [trans-RuCls(1H-imidazol)(DMSO]
(NAMI-A) desenvolvido por SAVA e colaboradores (SAVA et al., 1999), e o complexo
indazol [trans-RuCls(1H-indazol);] (KP1019) descoberto por Keppler e seus
colaboradores (KEPPLER, 1993) (Figura 2). Na fase pré-clinica, NAMI-A mostrou-se
eficaz contra tumores em metastase, prevenindo a formacéo de metastase e inibindo
seu crescimento, enquanto KP1019 apresentou atividade notdvel contra tumores
colorretais e tumores humanos primarios de resisténcia a cisplatina (SAVA et al.,
1999; HARTINGER et al., 2006; BERGAMO & SAVA, 2007; LEVINA et al., 2009;
GIANFERRARA et al., 2009; BERGAMO et al., 2012).
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Figura 2 - Estrutura dos compostos de ruténio anticancer [trans-RuCl,;(1H-imidazol)(DMSQ]
(NAMI-A) e indazol [trans-RuCl,(1H-indazol),] (KP1019). Fonte: (GIANFERRARA et al.,
2009).

Outros compostos de ruténio com estado de oxidacdo 2+ vém sendo
avaliados como agentes antitumorais, dentre eles tem-se 0s complexos arenos
Ru(ll) (conhecidos como banquinho de piano, pela semelhanca da estrutura quimica
do complexo com um banquinho de piano), desenvolvidos por Dyson e
colaboradores [(n6-C6H506H5)-Ru(en)CI] PFe, en=etilenodiamina (RM175) e Sadler e
colaboradores [(n®-CeHsCsHs)-RuCl(PTA)] PTA= 1,3,5-triazo-7-fosfotriciclo [3.3.1.1]
decano (RAPTA-C) (Figura 3) (LEVINA et al., 2009).
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Figura 3 - Compostos areno Ru(ll) (banquinho de piano) desenvolvidos pelos grupos de
Sadler tem-se o RM175, [(n°®-CsHsCsHs)-Ru(en)Cl] PFs en=etilenodiamina (esquerda), e
RAPTA-C, [(n®-CeHsCeHs)-RuCl,(PTA)] PTA= 1,3,5-triazo-7-fosfotriciclo[3.3.1.1]decano, de
Dyson (direita). Fonte: (GIANFERRARA et al., 2009).

Os compostos com ligantes arenos estabilizam e ddo um carater mais
hidrofébico ao composto, 0 que pode aumentar o reconhecimento e o transporte da
droga através da membrana celular (MORRIS et al., 2001). Uma outra funcéo
recentemente descoberta sobre os complexos areno-Ru(ll) € a inibicdo de varios
tipos de enzimas envolvidas na progressdao tumoral (tiorredoxina redutase e
catpepsina B) ou no desenvolvimento de resisténcia aos farmacos anticancerigenos
(glutationa S-transferase) (ANG et al., 2007, CASINI et al., 2008).

Alguns complexos do tipo RAPTA ([RuCly(n®-areno)L]) demonstraram
atividade antimetastatica semelhante ao NAMI-A (BERGAMO et al., 2008, ANG et
al., 2011). Os compostos arenos do tipo [RuX(n°-areno)(en)]* onde X é um haleto,
como RuCl(n®-C¢HsCgHs)(en)]PFs (RM175) e [RuCl(n®-CsHsCsHs)(en-Et)]PFs = en=
etilenodiamina, inibiram o crescimento das células tumorais de céncer no ovario
(A2780). Além disso, os compostos [RuCl(n®-p-cymene)(en)]PFs e [Rul(n®-p-
cymene)(en)]PFs possuem a capacidade de inibir as enzimas que atuam nos
processos de replicacdo e empacotamento de DNA, as Topoisomerases | e |l
(MORRIS et al.,, 2001; ANG et al.,, 2011). Apesar de nenhum destes compostos
terem completado ainda 0s ensaios clinicos, tais propriedades o0s tornam
interessante na aplicacdo antitumoral.

Vérios estudos com um grande numero de complexos de ruténio foram
realizados para determinar o seu modo de acdo e a relacdo entre estrutura
atividade. No entanto, muitos detalhes s&o ainda desconhecidos, e seu

esclarecimento continua sendo um desafio para a pesquisa. Pouco se sabe sobre 0
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mecanismo de acdo dos potenciais metalofarmacos NAMI-A e KP1019, mas uma
importante descoberta é de que a eficiéncia de ligacdo ao DNA é muito pequena
gquando comparado ao da cisplatina, tal comportamento caracteriza um diferente
mecanismo de acdo desses compostos no interior das células tumorais (MALINA et
al., 2001).

Estudos relataram que NAMI-A e KP1019 séo ativos contra células tumorais,
interagindo em diferentes componentes celulares de DNA, em que o NAMI-A
modifica a invasdo e metastase das células ou por ativagdo dos mecanismos
celulares de suicidio, devido a interagdo com moléculas responsaveis pela
sobrevivéncia celular. O KP1019 promove a apoptose da célula através da via
mitocondrial (BERGAMO & SAVA, 2001).

Como os complexos de ruténio possuem propriedades quimicas e estruturais
diferentes dos complexos de platina, o modo de acdo dos farmacos a base de
ruténio contra a célula tumoral € supostamente diferente dos compostos de platina.
A partir de estudos desenvolvidos sobre o comportamento quimico de K1019, tais
como: hidrolise, reducéo, reatividade com as proteinas e DNA, e a atividade
bioldgica in vitro e in vivo, tem-se representado na Figura 4 um esquema do modo
de acdo proposto para KP1019 por HARTINGER et al., 2006. O modo de acédo
diferente para o composto KP1019 pode ser explicado pelo fato de apresentar
atividade contra tumores resistentes a cisplatina e também pela sua baixa toxicidade
guando comparado aos compostos de platina, tornando-o atraente para seu uso

clinico.
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Figura 4 - Esquema proposto para o modo de agdo de KP1019: o composto KP1019
administrado via intravenosa, se liga aos aductos das proteinas presentes na corrente
sanguinea, na célula tumoral sofre reducdo e se liga aos aductos do DNA ou a outras
biomoléculas, levando a apoptose da célula. Fonte: (HARTINGER et al.,2006), modificado.

Segundo BERGAMO & SAVA (2011), o NAMI-A seria hoje o melhor modelo
de farmaco para se estudar e para o qual é obrigatério entender o mecanismo de
acdo. As metastases representam o aspecto mais importante dos tumores malignos,
pois ndo ha farmaco no mercado capaz de controlar o crescimento de tumores.
Entdo, a metastase seria o alvo para a quimioterapia inovadora. Dos compostos de
ruténio existentes hoje, NAMI-A é o mais eficiente, com propriedade seletiva para

metastases pulmonares com alta eficiéncia.

1.3 Possiveis mecanismos de acdo dos complexos de ruténio

A atividade bioldgica e 0o mecanismo de acdo dos complexos metalicos
podem ser ajustados pela escolha adequada do metal, estado de oxidagdo e os
ligantes.Tais propriedades tornam uma tarefa dificil para o esclarecimento do seu
mescanismo de acéo. A atividade atitumoral dos complexos esta ligada a inUmeros
fatores, dentre eles estdo, os parametros termodinamicos e cinéticos do complexo, a
natureza dos ligantes inertes e a cinética de ativacdo do composto (GIANFERRARA
et al., 2009).
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Embora o mecanismo de acdo antitumoral dos complexos de ruténio nao
tenha sido identificado, varios fatores s&o responsaveis por sua atividade
farmacoldgica tais como, ativacdo por reducado, hidrolise de grupos de saida,
transporte pela transferrina e ligacdo ao DNA (TAN et al., 2008).

Na hidrolise, os grupos de saida sdo subtituidos por moléculas de agua. Tal
propriedade pode influenciar significativamente na atividade antitumoral do
complexo, um ligante fortemente ligado pode tornar o farmaco inativo, enquanto que
um ligante labil pode ser facilmente hidrolisado ou substituido (TAN et al., 2008).

A hipotese de ativagdo por reducdo sugere que os complexos de Ru(lll)
podem servir como pré-farmacos que séo ativados (reduzidos) no interior de células
tumorais. Como as células tumorais possuem um metabolismo acelerado,
geralmente tem-se um menor teor de O, (hipdxia). O excesso de acido latico
provocado pela glicolise realizada para obtencdo de energia, diminui o pH nas
células tumorais, levando a reducédo do centro metélico do complexo de Ru(lll) para
Ru(ll), tornando este complexo ativo no interior da célula (CLARKE, 2003;
HARTINGER et al., 2006).

Em contrapartida, a hipétese de ativacdo de compostos de Ru(lll) por reducao
nos tecidos tumorais em condicBes de hipdxia, ndo explica a atividade antitumoral
de NAMI-A, que é um potencial farmaco seletivo para células metastaticas
pulmonares, o qual se trata de um tecido mais oxigenado no corpo humano. Além
disso, essa hipdotese também ndo pode ser aplicada para os complexos de
ruténio(ll), uma vez que possuem estado de oxidacdo 2+, eles ndo tém a
necessidade de serem reduzidos para se tornarem ativos (BERGAMO et al., 2012).

O transporte de complexos de ruténio(lll) pela transferrina € um outro
mecanismo estudado com varios compostos de ruténio, o qual se baseia no
transporte do farmaco para o interior das células cancerigenas através do ciclo da
transferrina. A seletividade do farmaco estaria relacionada ao diferente metabolismo
apresentado pelas células cancerigenas, as quais necessitam de grande quantidade
de ferro, com isso 0s receptores da transferrina estariam mais expressos, resultando
no acumulo de complexos Ru(lll) em células tumorais. Neste caso, a transferrina
atuaria como um "cavalo de troia", transportando complexos de ruténio e néao o ferro,
para o interior da célula (HARTINGER et al., 2006).

O DNA é um suposto alvo para os potenciais farmacos antitumorais a base de

ruténio. Devido a diferencas geométricas entre os complexos, os compostos de
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ruténio podem se ligar ao DNA de forma diferente, quando comparado a cisplatina e
seus analogos. Embora o alvo farmacologico para os compostos antitumorais de
ruténio ndo tenha sido desvendado, existem inUmeras evidéncias que indicam que a
citotoxicidade de muitos complexos de ruténio esta relacionada com a sua
capacidade de se ligar ao DNA. No entanto tem sido relatado algumas excecdes,
como os compostos NAMI-A e KP1019, em que a atividade citotoxica de NAMI-A
esta relacionada com a interacdo com moléculas essenciais para a sobrevivéncia da
célula, ja o KP1019 tem como alvo a via mitocondrial (BERGAMO & SAVA, 2001;
CLARKE, 2003; BRABEC & NOVAKOVA, 2006).

Embora n&o tenha sido completamente elucidado o mecanismo de acao de
KP1019 e NAMI-A, acredita-se ser ativado pela dissociacdo do cloreto, por uma
reducdo para um complexo mais labil Ru(ll), ou seja uma ligacdo direta de ruténio
em um alvo biolégico. Acredita-se que os compostos arenos Ru(ll) do tipo [(n°-
areno)Ru(quel)X]” (onde quel é um ligante quelante diamino, e X é um haleto) serem
ativados pela dissociacao do ligante aniénico para dar aductos monofuncionais para
se ligarem ao DNA, preferencialmente a N(7) de guanina. Do mesmo modo, a
ativacdo de RAPTA-C, com propriedades antimetastatica in vivo. A evidéncia
experimental sugere que o mecanismo de acdo dos compostos RAPTA € o DNA.
Alguns compostos RAPTA, foram capazes de inibir a enzima catepsina,

provavelmente apds ativacdo por aquacao (GIANFERRARA et al., 2009).

1.4 Complexo de ruténio (Ill) cis-[RuCl,(NH3)4]Cl (CTRu(lll))

Devido a forte estabilizacdo do campo ligante, em solu¢cdo aquosa tem-se
geralmente estruturas octaédricas e frequentemente bastante inertes. As vantagens
de se utilizar complexos de ruténio com ligante amina para o desenvolvimento de
potenciais farmacos incluem: métodos confiaveis para sintetizar complexos estaveis
com estrutura previsivel, habilidades de ajustar afinidades de ligantes, transferéncia
eletrdnica, as taxas de substituicdo e potenciais de reducédo (CLARKE, 2003).

O complexo de ruténio (Ill) com ligante amina, cis-[RUuCl>(NHs)4]Cl (Figura 5)
€ muito similar ao da cisplatina, este poderia apresentar uma atividade citotoxica
para células tumorais, similar ou superior ao da cisplatina. Com o propdsito de se

estudar a atividade antitumoral do complexo, testes bioldgicos (in vitro e in vivo)
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foram desenvolvidos e resultados promissores foram obtidos para diferentes
linhagens tumorais, em especial as células leucémicas (LIMA et al., 2010b).

NH;
H3N I"", ‘\‘\\\\NH3
“"Ru'-‘ CI.
o |
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Figura 5 - Estrutura quimica do complexo de ruténio com atividade antitumoral, cloreto de
cis-tetraminodiclororuténio(lll) (CTRu(lIl)).

Estudos realizados em testes in vitro com a linhagem de células tumorais
sarcoma 180 (S-180), o composto mostrou-se citotbxico com uma concentracdo
inibitoria de 50% da viabilidade celular (ICso) de 63 pM. O complexo induziu morte
celular por apoptose, apresentando dano no DNA e alteracdes no ciclo celular com
aumento do numero de células em fase G; (LIMA et al.,, 2010a). Em estudos
realizados in vivo com células tumorais S-180 o efeito antitumoral mostrou-se
satisfatorio, com reducdo do volume do tumor e aumento do tempo de vida dos
animais tratados com CTRu(lll) (MENEZES et al., 2007).

Na avaliacdo de citotoxicidade em linhagem de célula tumoral de leucemia
mieloide cronica (K562) e em linhagem de célula normal de fibroblasto de pulmé&o
humano (MRC-5) a ICs, foi de 10,74 uM e >383 uM respectivamente, sugerindo
atividade citotoxica seletiva para células tumorais (LIMA et al., 2010b). Em outro
estudo realizado por SILVEIRA-LACERDA et al. (2010), com células mononucleares
de sangue periférico humano (PBMC), observou-se baixa citotoxicidade em testes in
vitro, corroborando com o resultado encontrado para MRC-5. Em andlise do ciclo
celular com as células K562, provou um aumento na propor¢do de células em sub-
G1 e ativacdo de caspase 3, 0s quais estdo envolvidos na ativacdo da apoptose
(RIBEIRO et al., 2009; LIMA et al., 2010; SILVEIRA-LACERDA et al., 2010).

O complexo CTRu(lll) também mostrou-se promissor com outras linhagens de
células tumorais, induziu um grau de citotoxicidade elevada em testes in vitro contra
célula tumoral de leucemia linfoblastica T (Jurkat) com ICsy de 1,982 uM e uma

citotoxicidade muito baixa para células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
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com ICsp de 8157 puM (SILVEIRA-LACERDA et al, 2010). Com moderada
citotoxicidade contra células tumorais de linfoma B (A-20) e adenocarcinoma de
células mamarias (SK-BR-3) com ICso de 13 uM e 13,53 uM respectivamente
(SILVEIRA-LACERDA et al., 2010). Baixo efeito citotoxico (somente em
concentracdes elevadas) em células de carcinoma de pulméo (A549) com ICsy >383
MM (LIMA et al., 2011). Em resumo tem-se na Tabela 1 as ICsy encontradas com o

composto CTRu(lll) frente as diferentes linhagens celulares.

Tabela 1 - Valores de ICsq para o composto cis-[RuCl,(NHz)4]Cl em linhagens de células
tumorais humana (Jurkat, K562, A-20, SK-BR-3, A549), linhagem de célula tumoral de
animal (S-180) e em linhagens de células normais (MRC-5 e PBMC).

Linhagens celulares ICso de cis-[RuUCI,(NH3)4]Cl

Jurkat 1,982 uM

K562 10,74 uM
A-20 13 uM

SK-BR-3 13,53 uM
S-180 63 uM

A549 >383 UM

MRC-5 >383 UM

PBMC 8157 uM

A partir desses estudos realizados com o composto de CTRu(lll), torna-se
necessario avaliar a interagcdo do complexo com as proteinas séricas humana, pois
se trata de um composto com potencial agente anticancerigeno que apresenta
seletividade para células tumorais. Tal propriedade pode estar relacionada com a

possivel interacdo do complexo com as proteinas do soro.

1.5 Interacdo com biomoléculas

A maioria das biomoléculas, como as proteinas e 0s acidos nucléicos,
possuem em suas estruturas atomos de nitrogénio e de enxofre, 0s quais sao
doadores de elétrons, sendo assim, adequados para fazerem ligagbes com o0s
complexos de ruténio, no sangue. Proteinas do soro, em particular a albumina e a
transferrina, sdo conhecidas como parceiras primarias para 0s compostos metalicos
administrados por via intravenosa (HARTINGER et al., 2006).
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Varios estudos mostraram que o complexo NAMI-A interage com a albumina
e a transferrina, as duas proteinas mais abundantes no plasma sanguineo. A ligacao
deste possivel farmaco com as proteinas plasmaticas pode influenciar
significativamente na sua distribuicdo e biodisponibilidade, mostrando um assunto
relevante para ser estudado. Sugere-se que o complexo NAMI-A primeiramente
sofre hidrdlise dos ligantes cloreto e em seguida liga-se lentamente a albumina, o
qual essa ligacdo impede a reducédo do centro metalico de ruténio (BRINDELL et al.,
2008).

Alguns complexos de Ru(lll) exibem maior afinidade pela transferrina sérica
humana (hsTf) e albumina sérica humana (hsA ) do que a cisplatina e essa hipétese
de que os complexos de Ru(lll) podem interagir com as proteinas do soro € um
passo importante como mediador do complexo para inibir o tumor alvo (MESSORI et
al., 2000; TIMERBAEV et al., 2005; HARTINGER et al., 2005; CETINBAS et al.,
2010; WEBB et al., 2012).

1.6 Transferrina sérica humana (hsTf)

O rapido desenvolvimento das industrias farmacéuticas e a descoberta de
novos farmacos levaram ao surgimento de varios medicamentos terapéuticos para o
tratamento de uma séria de doencas. No entanto, atualmente os principais
problemas associados a administracdo sistémica de farmacos sdo: a falta de
farmacos especificos, afinidade para sitios patoldgicos, toxicidade, biodistribuicdo de
farmacos e outros efeitos secundérios resultantes de altas doses. (QIAN et al.,
2002). Uma estratégia atrativa para aumentar o indice terapéutico dos farmacos é
proporcionar a estes agentes uma seletividade para as células alvo, assim manté-los
longe de células sadias, que sé@o sensiveis aos efeitos toxicos dos farmacos (QIAN
et al., 2002).

Estudos envolvendo a interacdo de farmacos com a transferrina receberam
maior atencdo para o direcionamento de farmacos uma vez que esta proteina pode
alcancar sitios especificos devido as elevadas quantidades de seus receptores
presentes na superficie celular. A eficiente absorcéo de transferrina pela via celular
torna-a interessante para o transporte de farmacos antitumorais, pois em
proliferacdo de células malignas o0s receptores transferrina superexpressam
(KIRCHEIS et al., 2002).
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A transferrina é uma glicoproteina de massa molecular 80 KDa sintetizada e
metabolizada principalmente no figado, é responsavel pelo transporte sanguineo de
ferro. A transferrina presente no soro humano tem a funcéo de transportar ferro a
partir da circulacdo sistémica para os locais de consumo, para as células e tecidos.
Também esté envolvida no transporte de outros inimeros ions metélicos diferentes
de ferro, incluindo ions metalicos terapéuticos e alguns ions metalicos téxicos (QIAN
et al., 2002).

Cada molécula de transferrina (Figura 6) € formada por uma cadeia
polipeptidica que se dobra formando dois I6bulos estruturalmente semelhantes com
funcdes diferentes, designado como I6bulo-C e I6bulo-N. Cada Iébulo é dividido em
dois dominios que se ligam formando uma fenda hidrofilica profunda contendo um
local de ligacdo do ferro. O sitio de ligacdo do ferro(lll) é formado pela coordenacéo
de quatro residuos ao ferro, um aspartato, uma histidina e duas tirosinas. Além
disso, dois oxigénios do ligante aniénico bidentado carbonato (COs%), sdo
necessarios para completar a geometria octaédrica do Fe®* coordenado
(PRINCIOTTO & ZAPOLSKI, 1975; QIAN et al., 2002).

His585 (249)
Asp392 (63)

@® Fe**
~ co,*

Tyr517 (188)

Tyrd26 (95)

Figura 6 - (A) Estrutura cristalina da transferrina sérica humana. O I6bulo-C, que contém
Fe* ligado aos residuos da proteina. é mostrada ao lado na forma fechada (azul) e na forma
aberta (verde). (B) Os sitios de ligacdo do metal nos residuos do I6bulo-N da transferrina
sérica humana. Fonte: (LI & QIAN, 2002).

No ciclo da transferrina (Figura 7), o ferro(lll) encontra-se complexado a
transferrina (Holo-Tf) e sua internalizagcdo para dentro da célula é iniciada pela
ligacdo do complexo a um receptor transferrina (TfR) presente na superficie da

maioria das células. A interacdo entre a transferrina complexada e o receptor
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especifico é facilitada pelo pH extracelular de 7,4, a partir desta interacéo se inicia a
captacdo de ferro pela célula. Dentro do citosol o complexo € internalizado para
dentro da célula por endocitose, dentro deste endossoma, a bomba de prétons reduz
o pH, provocando a liberacdo do ferro. O ferro é levado para fora do endossoma
pelo transportador do fon metalico divalente Fe** (DMT1) e o complexo apo-Tf / TfR
é reciclado de volta para a superficie da célula, quando entdo apo-Tf se dissocia do
receptor na superficie da célula (ROESER, 1970; GROTTO, 2008; GUYTON 2006,
DANIELS et al, 2006).

TR Fe™ ApQ-Tf

¥

¢ poco revestido

membrana clatrina

celular

~

/ Endossoma

liberado citoplasma

Figura 7 - Captagdo celular de ferro pelo ciclo da transferrina através de endocitose
mediada por receptor. Fonte: (DANIELS et al., 2006), modificado.

Na corrente sanguinea, a transferina é saturada com apenas cerca de 30% de
Fe®*, permitindo hsTf se ligar a outros fons metalicos e transporta-los para as células
(Figura 8). Devido essa capacidade, muitos estudos focaram na estratégia de
desenvolvimento de novas drogas que exploram a funcdo natural de hsTf
(MAZURYK et al., 2012). Apesar de apenas cerca de 1% dos complexos de Ru(lll)
(por exemplo KP1019) ligar-se a hsTf na corrente sanguinea, a menor toxicidade
apresentada pelos complexos de Ru (Ill) em comparagdo a cisplatina tem sido
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atribuida a sua acumulacao relativamente seletiva em células cancerigenas através
do ciclo de transferrina (SULYOK et al., 2005; HARTINGER et al., 2006).

Corrente sanguinea (pH 7.4) ¢ o holoproteina

. transferrina
Apoproteina

transferrina ] ]
s . . Receptor
iti rden i
0 cooraenacao e v transferrina
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@ ]

Citoplasma _
Vesicula mediada ! Vesicula mediada
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Figura 8 - Captacdo celular de ferro e ruténio pelo ciclo da transferrina através de
endocitose mediada por receptor. Fonte: (PAGE et al. 2009), modificado.

Com o rapido desenvolvimento de células malignas a necessidade de ferro
aumenta, sendo assim, 0s receptores transferrina superexpressam em sua
superficie (RICHARDSON et al., 1997; KRATZ & BEYER, 1998; KIRCHEIS et al.,
2002). Esta propriedade permite a utilizagcdo de hsTf como um sistema eficaz na
entrega de farmacos baseados em metais para as células cancerigenas, deixando
as células normais relativamente inalteradas e, consequentemente, minimizando os
efeitos colaterais (HARTINGER et al., 2006; KOSTOVA, 2006; CLARKE et al., 2003).
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1.7 Albumina sérica humana (hsA)

A albumina sérica humana (hsA) é a proteina mais abundante no plasma,
presente em concentracdes de 40 mg mL™?, sendo produzida no figado. Possui
estrutura globular monomérica de 66 KDa, contém 585 aminoacidos distribuidos em
trés dominios estruturalmente semelhantes (I, Il e Ill), cada um contendo dois
subdominios (A e B), sua estrutura tridimensional pode ser visualizada na Figura 9.
A sequéncia de aminoacidos de hsA contem um total de 17 pontes dissulfeto, um tiol
livre de Cys34 e apenas um residuo de triptofano (Trp) na posicao 214 (LEMIEZ-
TRYNDA et al., 2000; ESPOSITO et al., 2002).

A hsA apresenta em sua estrutura sete sitios de ligacdo com diferentes
afinidades para acidos graxos de cadeias longas (CURRY, 2011). Os principais
sitios de ligagcdo sdo os sitios de Sudlow | e II, os &nions heterociclicos volumosos,
como o farmaco anticoagulante warfarina, se ligam no sitio Sudlow | (localizado no
subdominio Il A), ja o sitio Sudlow Il (localizado no subdominio Ill A) tem preferéncia
por carboxilatos aromaticos com uma conformacdo estendida, como o ibuprofeno
(FASANO et al.,, 2005). Além disso, tem-se no subdominio IB uma cavidade
hidrofébica profunda, conhecida como sitio de ligagdo hemin, que possui trés
residuos basicos em sua estrutura para coordenar aos dois grupos propionato da
hemina, o que corresponde também a um sitio de ligacdo de acidos graxos
(ZUNSZAIN et al., 2003).
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Sitio Hemin
A

1133

Sitio Sudlow Il

1A/ sitio sudlow |

Figura 9 - Estrutura tridimensional da albumina sérica humana (hsA). A hsA é disposta em
trés dominios homodlogos. Cada dominio é constituido por dois subdominios designados
como A e B com com trés dominios estruturalmene semelhantes (I, Il, Ill). Principais sitios
de ligagdo sitio Sudlow | e Il. A figura foi construida usando o programa Pymol. As
coordenadas da estrutura foram obtidas a partir do banco de dados de proteinas RCSB,
PDB com o cddigo identificador 1A06. Fonte: www.rcsb.org.

As proteinas do soro bovina (bsA) e humana (hsA) exibem
aproximadammente 76% de homologia em sua sequéncia de aminoacidos (HUANG
et al., 2004), uma das principais diferencas entre as duas proteinas € que a bsA tem
dois residuos triptofanos (Trp-135 e Trp-214) e a hsA apenas um (Trp-214). O Trp-
214 localizado no bolso hidrofébico (subdominio II A) e o Trp-135 localiza-se na
superficie da proteina (subdominio | A) (GELAMO et al., 2002).

A albumina possui funcdes fisiologicas e farmacologicas importantes no
organismo. Dentre as funcdes fisiologicas tem-se, a manutencdo da presséo
osmotica no sangue, carregada negativamente ela atrai ions de sédio e outros ions
osmoticamente ativo, levando a retencdo de agua. Realiza o transporte,

metabolismo e distribuicdo de varias substancias enddgenas e exdgenas tais como,
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hormbnios, aminoacidos, &cidos graxos, hemina, tiroxina, drogas e cations
metélicos. Serve como um solubilizador e transportador destes compostos
(ESPOSITO et al. 2002, QUINLAN et al., 2005).

Albumina, como a proteina transportadora mais abundante no sistema
circulatorio, desempenha um papel importante na ligacdo e entrega de farmacos em
muitos sitios de ligagdo, frequentemente também aumenta a solubilidade de
medicamentos hidrofébicos no plasma. Uma vez que hsA serve como um meio de
transporte do farmaco na corrente sanguinea, é importante estudar as interacées de
potenciais farmacos com esta proteina (QUINLAN, et al., 2005; BECKFORD, 2010).
Sua estrutura flexivel e uma variedade de sitios de ligacdo, permite hsA se ligar
reversivelmente a diversas espécies quimicas endogenas e exdégenas (PETERS,
1985; KRATZ, 1993, PURCELL et al., 2000). A distribuicdo e o metabolismo de
muitos compostos biologicamente ativos no organismo sao correlacionados com as
suas afinidades com hsA. Assim, a investigagdo de moléculas que se ligam a
albumina é imprescindivel e de fundamental importancia (ZSILA et al., 2003).

O efeito do aumento de permeabilidade e retencédo (EPR) em tecidos tumorais
pode contribuir no tratamento contra o cancer (TOMAZ et al., 2012). De acordo com
o conceito de EPR, macromoléculas biocompativeis acumulam em concentracdes
muito elevadas nos tecidos tumorais em relagcdo aos tecidos normais, sendo
explorado anomalias de vascularizacdo do tumor, a diminuicdo da depuracao de
macromoléculas e particulas lipidicas a partir do espaco intersticial do tecido tumoral
contribue para a retencdo de drogas no tumor por longos periodos de tempo
(MAEDA et al., 2000; MAEDA, 2001). Tal efeito pode ser observado com a
macromolécula albumina, como muitos farmacos possuem um tamanho molecular
pequeno, quando ligado a proteina seu tamanho molecular sera maior, sendo assim
ideal para acumular-se em tecidos tumorais (MAEDA et al., 2000; KRATZ, 2008;
TOMAZ et al., 2012).

1.8 Fluorescéncia das proteinas

Em algumas moléculas a absorcdo de um foton € seguida por emisséo de luz
de um comprimento de onda maior (menor energia). Esta emissdo é chamada de
fluorescéncia. Em geral a fluorescéncia intrinseca de muitas proteinas é causado por

trés fluoroforos — triptofano, tirosina e fenilalanina (em ordem de maior para menor
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intensidades de fluorescéncia). A fluorescéncia de cada um deles pode ser
distinguida pela excitacdo e observagdo em comprimentos de onda apropriados
(LAKOWICZ, 1999).

Em sistemas bioldgicos, a supressdo € definida como um processo de
reducdo da intensidade da fluorescéncia de uma determinada espécie na presenca
de um agente supressor, normalmente ocorre quando se tem colisdo, transferéncia
de energia e formacdo de complexos. Existem dois processos de supressao:
dindmico e estatico. Em ambos, faz-se necessario a existéncia de contato entre um
fluor6foro e um agente supressor, pois um fluoréforo isolado ndo perde sua
fluorescéncia. A interacdo entre os complexos de Ru (lll) com a albumina pode ser
avaliada pela técnica de fluorescéncia, visto que a albumina é fluorescente e o
composto é um agente supressor. Os residuos de triptofano presentes na hsA e bsA
sdo altamente fluorescentes. Essa fluorescéncia intrinseca (fluoroforo contido na
macromolécula) das proteinas pode ser utilizada para detalhar sitios de interacéo
com a droga.

A supressdo dinamica pode ser descrita pela equacdo de Stern-Volmer,

considerando o tempo de vida do processo:

F—F° =1+ K [Q] (1)

Onde:

Fo = intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente de extincao;
F = intensidade de fluorescéncia na presenca do agente de extin¢ao;
Ksy = constante de supressédo de Stern-Volmer;

[Q] = a concentracdo de agente de extingao.
1.9 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

A espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) em termos
de conceito ela é uma técnica muito semelhante a ressonancia magnética nuclear
(RMN). Ambas lidam com interacbes entre a radiacdo eletromagnética e 0s

momentos magnéticos; no caso do RPE, os momentos magnéticos surgem de
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elétrons, em vez de ndcleos, sendo utilizada em sistemas paramagnéticos (WEIL et
al., 2007).

RPE € uma técnica espectroscopica de interacdo radiacdo-matéria, onde a
radiacdo esta na faixa de frequéncia de microondas do espectro eletromagnético e a
matéria sdo substancias paramagnéticas que possuem elétrons com spin
desemparelhados. A energia absorvida pelos elétrons desemparelhados de um
atomo, molécula ou ion, pode ser observada com base no efeito Zeeman, o que é
possivel ser verificado pela interacdo da radiacdo eletromagnética (radiacdo de
microondas) de substancias paramagnéticas, quando na presenca de um campo
magnético externo. Na presenca de campo magnético os spins eletrénicos alinham-
se com o campo de forma quantizada em dois estados energéticos diferentes, o
estado fundamental com uma maior populacdo de spin e o excitado com uma
menor.

A funcdo da microonda € bombear os elétrons do estado fundamental para o
excitado. No caso, a transi¢do entre os dois estados de spin somente sera possivel
guando a frequéncia da microonda aplicada for igual a energia de transicédo entre os
niveis, obedecendo a condicdo de ressonancia segundo a lei de Planck: AE = hu =
gBBo, onde g é o fator de interagdo do elétron com o campo magnético e f é uma
constante conhecida como magneton de Bohr e By é 0 campo magnético (Figura
10). O espectro é observado segundo as condi¢cdes fisico-quimicas do micro
ambiente em que se encontra a sustancia paramagnética, pois sdo estes quem
governam a dinamica de relaxacdo dos spins eletronicos, tem-se relaxacédo spin-

rede e relaxag&o spin-spin.
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Figura 10 - Niveis de energia de um elétron desemparelhado quando aplicado um campo
magnético externo. Um espectro é gerado quando a energia de frequéncia microondas
corresponde exatamente a diferenca entre os dois estados de energia do elétron
desemparelhado. Fonte: (CETINBAS, 2009), modificado.

Diferentes espécies paramagnéticas podem ser caracterizadas com base nos
parametros espectroscépicos: a intensidade de absorcdo de micoondas pelos sitios
paramagnéticos acessados; o fator g o qual reflete a simetria do sitio e a largura de
linha pico-a-pico que esta associada a dinamica sentida pelo sitio paramagnético.
Caracteristicas espectrais de sitios paramagnéticos tais como frequéncia de
ressonancia, forma, desdobramento e largura linha s@o sensiveis a distribuicdo
eletrbnica, movimento e orientacdo molecular, bem como a natureza do meio em
gue estdo inseridas as substancias paramagnéticas (EARLE et al., 2006).

Em sistemas biolégicos, as espécies paramagnéticas podem ser formadas e
estabilizadas em solugBes congeladas, policristalinas ou vitrea. A maioria dos
sistemas sdo anisotropicos, e portanto a separacdo dos nhiveis de energia e da
magnitude das propriedades observaveis dependem fortemente da orientacdo do
campo magnético aplicado (WEIL et al., 2007). O espectro de p6 é determidado por
valores g anisotrépicos que € dado por contribuicbes de todas as moléculas em suas
orientacdes epecificas com relacdo ao campo magnético aplicado. Cada centro
paramangnético exibe sua propria posicdo de ressonancia dependente de sua
orientacdo local, assim o espectro resultante de pd ou solucdo congelada é
usualmente largo, pois o mesmo é um envelope representando uma distribuicdo de
todos os possiveis campo ressonantes. Além disso, todas as orientacbes tem a
mesma probabilidade e a intensidade total da linha de RPE é dada pela soma das

contribui¢cdes da orientacdo de cada molécula individual (BENATTI et al., 2009).
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As diferencas séo quantificadas em termos de "valor g", onde g é o o fator de

interacdo do életron com o campo magnético, que é calculado pela equacgéo abaixo:

g =Y —714484 0
B, B

e i i (2)

onde h= constante de Planck, v= frequiéncia de microonda em GigaHertz (GHz), Be=
magneton de Bohr, B= campo magnético externo medido em Gauss (G) ei=x,ye z.

Os valores g de uma molécula paramagnética sdo medidos ao longo dos
eixos X, y e z orientados na molécula, pois 0 acoplamento spin orbital € dependente
de sua direcéo, definindo um sistema com os valores g correspondentes de cada
eixo (gx, 9y € g;). Em amostras em p6 ou congeladas, moléculas individuais séo
fixadas em um ponto, e 0 espectro de RPE resultante é a média ponderada de todas
as possiveis orientacdes. O correspondente espectro de RPE (Figura 11) é
classificado de acordo com a simetria de cada molécula paramagnética, podendo

ser anisotropico (gx = gy = g;), uniaxial (gx = gy # g;) € rombica (9x# gy # 92).

g
Isotrépico
Qprp Gl
Uniaxial v
) g g2
Rémbico l\ " Js

Figura 11 - Espectros de RPE tipicos para sistemas paramagnéticos com simetria isotropica
(9x = 9y = 9, = g), simetria uniaxial (gx = g9y # g,), onde g, (9 perpendicular) corresponde a
0x=0y € gpi (g paralelo) corresponde g,. Simetria rombica (g« # gy # g;), 0 qual séo geralmente
representados por gi, g, e gs. Fonte: (CETINBAS, 2009), modificado.
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A espectroscopia de RPE é uma das técnicas mais apropriada para se
estudar o comportamento eletrénico e mudanca estrutural de complexos de Ru(lll)
em condic¢des biologicamente relevantes. Pode-se observar mudancas no estado de
oxidacdo do metal, em que somente sistemas contendo Ru(lll) apresenta
propriedades paramagnéticas, pois neste estado de oxidagdo tem-se um elétron
desemparelhado, em outros estados como Ru(ll), o spin eletrdnico apresenta
emparelhado. Além disso, € possivel detectar mudancas no campo ligante, pois os
valores g sdo medidos ao longo dos eixos principais do complexo (x, y e 2z),
mudancas no campo ligante do centro paramagnético Ru(lll) pode causar alteracdes
nos valores de g, o qual é a principal distingdo de mudanca no espectro de RPE.

2. JUSTIFICATIVA

A partir de resultados promissores obtidos em trabalhos anteriores com o
complexos CTRu(lll) como agente antitumoral, o mecanismo pelo qual ele exerce
sua especificidade para células tumorais ainda néo foi elucidada. A avaliacéo
cuidadosa da interacdo do complexo de Ru(lll) com as proteinas presentes no soro
e as espécies formadas apds a sua administracdo intravenosa é muito importante
para entender o modo de acdo do possivel farmaco.

Neste trabalho pretende-se estudar pela primeira vez, a interacdo do
complexo de Ru (lll) (CTRu(lll)), com a bsA e com as principais proteinas do soro
humano hsTf (apo-hsTf) e hsA. Este conhecimento ird ajudar a caracterizar o
complexo de Ru (lll) com respeito a sua atividade antitumoral e os processos a que
€ submetido antes de entrar nas células tumorais, como sua propriedade cinética
(reacOes de substituicdo em funcdo das trocas de ligantes) que, em ultima analise
orientam desenvolvimento de possiveis farmacos anticancer a base de metais, com

eficacia clinica melhorada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar os possiveis complexos de
ruténio(lll) formados, produtos das reacdes de trocas de ligantes em solugao tampéao
fosfato em pH 7,4 e ligados as proteinas albumina e transferrina; avaliar o
comportamento do complexo de Ru (Ill) em solucdo tampédo e na presenca das
proteinas séricas humana transferrina e albumina, e proteina sérica bovina,
utilizando técnicas espectroscépicas de absorcdo no UV-visivel, ressonancia

paramagnética eletronica e fluorescéncia.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o comportamento do complexo cloreto cis-tetraminodicloro ruténio(lll)
em tampao fosfato com pH 7,4 utilizando espectroscopia de absor¢cdo no UV-
visivel (na regido de 240-800nm) no periodo de 24 horas;

e Estudar a possivel interacdo do complexo CTRu(lll) e sua cinética de
complexagcdo com a proteina sérica humana albumina e apo-transferrina, e a
albumina sérica bovina, durante 24 horas de reacao utilizando espectroscopia

de absorcao UV-visivel;

e Avaliar o comportamento e as estruturas quimicas obtidas do complexo
CTRu(ll) em tampdo fosfato com pH 7,4 utlizando ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE) no periodo de 24 horas;

e Estudar as interacbes e o0s produtos estruturais obtidos da reacdo do
complexo CTRu(lIl) com as proteinas sérica humana albumina e transferrina,
e albumina bovina, no periodo de 24 horas utilizando ressonéancia

paramagnética eletrénica (RPE);
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e Determinar a simetria e estado de oxidacao das espécies formadas a partir da
troca de ligantes do complexo com a agua do tampao ou com os ligantes das

proteinas;

e Determinar a constante de supresséo de fluorescéncia das proteinas hsA e
bsA na presenca de concentracdes crescentes do complexo CTRu(lll), por
espectroscopia de Fluorescéncia.

4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

Todos os reagentes e as proteinas liofilizadas, Albumina (hsA), (bsA) e apo-
transferrina (apo-hsTf) foram adquiridas comercialmente (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). A solugdo salina tamponada com fosfato foi adquirida da Embriocare
(Embriocare, Cutilab, Brasil), foi utilizada para dissolver o composto e as proteinas.
Filtros Amicon para centrifuga da Millipore (limite de massa molecular de 30 kDa),
foram usados na preparacdo de amostras para experimentos de espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE). A preparacdo das amostras para RPE
do complexo com as proteinas foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por CETINBAS et al., 2010.

4.2 Sintese do composto

O composto Cloreto de cis-tetraminodiclororuténio(lll) (CTRu(lll)) foi
sintetizado no Laboratério de Quimica do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Mato Grosso e encaminhado ao Laboratério de Genética Molecular e
Citogenética para realizacao deste trabalho.

4.3 Preparacéo de hsA e bsA
As proteinas comerciais liofilizadas, hsA e bsA da Sigma Aldrich (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Mo), foram dissolvidas em solucdo salina de tampé&o fosfato e

utilizadas sem tratamento prévio de purificagdo ou remocédo de metal.
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4.4 Preparacado da apo-hsTf

A apo-hsTf comercial ndo esta totalmente livre de ferro, necessitando
primeiramente remover o ferro para estudos de interacdo com os complexos de
Ru(lll). Desta forma, o ferro foi removido usando um protocolo similar ao descrito por
Mason et al., 2003. A proteina liofilizada foi dissolvida em tampéo de remocédo de
ferro (500mM acetato de sodio contendo 1mM EDTA e 1mM NTA, pH 4,5),
concentrado para um volume minimo usando filtro amicon na centrifuga. A proteina
concentrada foi ressuspensa em tampéao de remocéo de ferro e este processo foi
repetido até que a descoloracdo da proteina concentrada fosse obtida. Uma
sequencial diluicdo e concentracdo em 100 mM KCI, 100mM NaClO4 e finalmente
em 100mM KCI foi realizado para garantir a remocéao de alguns residuos de agentes
quelantes (EDTA e NTA) na proteina. Apés concentracdo final, o concentrado de
proteina foi trocada para tampéao fosfato [20mM NaHCO3, 150mM NaCl, 50mM 4-(2-
hidroxietil) -1- acido piperazinaetanosulfénico) (HEPES), pH 7,4], diluido e

concentrado por duas vezes em tampao fosfato.

4.5 Instrumentacao

4.5.1 Espectroscopia de absor¢éo naregidao do UV-visivel

Os espectros de absorcao no ultravioleta-visivel (UV-visivel) foram obtidos
utilizando um espectrofotdbmetro UV-visivel Cary 50 (Varian) do laboratério de
genética molecular e Citogenética (LGMC), localizado no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas-UFG. As medidas foram realizadas utilizando cubetas de quartzo com
caminho éptico de 1 cm e volume de 0,7 mL, na regido espectral compreendida
entre 240 e 800nm.

4.5.2 Espectroscopia de Fluorescéncia
Os espectros de fluorescéncia foram obtidos através de um espectrofotdmetro

de emissdo Shimadzu RF 5301PC do Instituto de Quimica-UFMG. O composto e as

proteinas hsA ou bsA foram dissolvidas em tampé&o fosfato nas concentracfes de 8
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MM e 2 uM respectivamente. A leitura foi realizada na faixa de 220 a 700 nm, com

uma excitacdo em 285 nm.

4.5.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

Os espectros de RPE foram coletados usando espectrometro de Bruker ESP-
300 do Instituto de Fisica-UFG, operando em banda-X (aproximadamente 9,41
GHz). As medidas foram conduzidas a temperatura de aproximadamente 250 K,
usando um Bruker ER4112HYV sistema de controle da temperatura com nitrogénio e
um criostato de fluxo continuo. As amostras foram colocadas em tubos de quartzo
com diametro de 4 mm com volume de amostra de 600 pL. Todos os espectros
foram medidos nos seguintes parametros: poténcia de microondas de 5 mW, 16
varreduras, modulacdo de freqiéncia de 100 KHz, modulacdo de amplitude 5 G,
intervalo de varredura do campo magnético 6000 G, tempo de varredura de 168 s e
detector da constante de tempo de 41 ms.

A intensidade do sinal apresentada nos inserte das figuras foi medida a

apartir de célculos da &rea sob a curva da linha do valor g em anélise.

4.6 Métodos

4.6.1 Preparacdo das amostras para estudo de Espectroscopia UV-visivel

4.6.1.1 CTRu(lll) em tampé&o fosfato

Ao analisar o comportamento espectral do composto em tampéo fosfato, foi
preparado uma solugcéo estoque do composto a 200uM em tampéo fosfato (pH 7,4)
e imediatamente levado para a leitura do primeiro intervalo espectral de 240-800 nm.
As medidas foram realizadas em diferentes periodos de tempo (10min, 30min, 1h,
2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h e 24h) a temperatura ambiente. Experimentos semelhantes
foram realizados a temperatura de 37°C nos intervalos de tempo de: 30min, 1h, 2h,
3h, 4h, 5h, 6h e 12h.
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4.6.1.2 CTRu(lll) com hsA, bsA e apo-Tf

A interacdo do complexo CTRu (Illl) com as proteinas do soro, apo-
transferrina (apo-Tf), albumina sérica humana (hsA) e bovina (bsA), foi analisada por
espectroscopia de absorcdo eletrbnica UV-visivel. A varredura do espectro foi
realizada na faixa espectral de 240-800 nm a temperatura ambiente. A solugéo
estoque do complexo a 200 uM foi preparada em tampéao fosfato e, imediatamente
antes da primeira varredura foi misturado com 20 uM de hsA, apo-Tf ou bsA.
Aliquotas de 0,6 mL foram transferidas para uma cubeta de quartzo e os dados
coletados em diferentes tempos (0, 30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 12h e 24h) ao longo
de um periodo de 24 horas. A concentracao usada para as proteinas foi determinada
espectroscopicamente usando a absovitidade molar (280 nm) de 40402 M™* cm™ hsA
e 43776 M cm™ de bsA.

4.6.2 Preparacado de amostras para estudo de Fluorescéncia das proteinas hsA
e bsA

Uma andlise quantitativa do potencial de interagdo entre o complexo CTRu(lll)
e hsA ou bsA foi realizada por titulacdo fluorométrica. Inicialmente foi preparada
solucéo estoque de CTRu(lll) na concentracdo de 4,0 x 10” mol L™ em tampéo
fosfato. Posteriormente, a solucéo foi diluida para a concentracdo de 8,0 x 10° mol
L™, As solucdes de bsA e hsA na concentracdo de 2,0 x 10° mol L™ foram
preparadas em tampéo fosfato.

Uma solugdo de 2 mL de bsA ou hsA (2 pmol L) em tampé&o fosfato (pH 7,4)
foi titulada com aliquotas de 0,1 mL da solucdo do composto (8 umol L™). Os
espectros de emissao de fluorescéncia foram registrados a temperatura de 25 °C, na
faixa espectral de 220-700 nm com excitacdo no comprimendo de onda de 285 nm.
Todas as medi¢cdes foram feitas com uma fenda de entrada de 10 nm e uma fenda
de saida de 10 nm até 5 nm para a hsA, com a bsA foi realizada com fenda de
entrada e saida de 5 nm. Apds a adicdo do composto em estudo, a constante de
supresséao (Ks,) de fluorescéncia do triptofano foi determinada utilizando a equacéo
de Stern-Volmer (Equacao 1).

O grafico (Fo/F vs [composto]) sdo apresentados no insertes das figuras, por

uma reta, com o coeficiente angular da reta e a constante de supressao (Kgy).
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4.6.3 Preparacdo de amostras para estudo de Ressonancia Paramagnética
Eletronica (RPE)

4.6.3.1 CTRu(lll) em tampéao fosfato

O composto CTRu(lll) foi dissolvido em tampé&o fosfato (pH 7,4) para a
concentracdo de 6mM. A solucdo estoque do complexo foi incubada a 37°C e
aliquotas de 540 L foram retiradas em diferentes periodos de tempo, em seguida
adicionados as amostras 10% por volume de glicerol. Todas as amostras foram
colocadas em tubos de quartzo e imediatamente resfriadas em nitrogénio liquido em

seguida, colocadas na cavidade do RPE.

4.6.3.2. CTRu(lll) em hsA e bsA

Na preparacdo da solucdo estoque, uma solugcdo de 2 mM da proteina
dissolvida em tampéo fosfato foi combinada com a solucdo de 6 mM do complexo. A
solucéo resultante foi incubada a 37 °C e aliquotas foram retiradas em diferentes
tempos durante 24 horas. Aliquotas de 1,2 mL foram retiradas em diferentes
periodos e seu volume completado para 4 mL com tampéo fosfato. Cada 4 mL da
solucéo foi concentrada para um volume minimo de 200 pL usando um filtro Amicon
para centrifuga da Millipore (massa molecular limite de 30 KDa), centrifugando a 8°C
e 4500rpm por aproximadamente 30 minutos ou até que o volume minimo de 200pL
fosse alcancado. O produto resultante do filtrado foi entdo diluido para 540 pL com
tampéo fosfato e em seguida adicionado 60 pL de glicerol. Por fim, foi transferido
para o tubo de quartzo, imediatamente resfriado em nitrogénio liquido e medidos no
RPE.



29

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises espectroscopica da interacdo do complexo CTRu(lll) com as

proteinas hsA, bsA e apo-Tf

5.1.1 Espectroscopia de absor¢do no UV-visivel do complexo CTRu(lll) em

tampéao fosfato

Os espectros eletronicos de absor¢éo do complexo CTRu(lll) foram coletados
em diferentes periodos de tempo (0, 30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h,12h e 24h) apos a
dissolucédo de CTRu(lll) no tampao fosfato (pH 7,4) a temperatura ambiente (25 °C).
Os espectros de CTRu(lll) em tampao fosfato (Figura 12), sdo caracterizados pela
presenca de duas bandas intensas em torno de 351nm e 311nm, referentes a
transferéncia de carga de Ligante-metal (TCLM). Essas bandas comecaram a sofrer
alteracdes nos primeiros minutos de reacdo, com decréscimo da banda em 351nm,
gue pode ser atribuido ao processo de dissociacdo do ligante cloreto do complexo
(CI-Ru), ap06s duas horas de reacdo a banda em 311 nm sofre deslocamento para
regido de maior energia e aumenta a intensidade de absor¢cdo. Uma nova banda na
regido visivel em 442 nm comecou a se desenvolver apds seis horas de reacéo,
acompanhado pela mudanca de coloracdo da solucado, sendo atribuida a banda de
transicdo d-d. Tais mudancas espectrais podem ser atribuidas ao processo de
hidrélise, isto é, labilizacdo de um ou mais ligantes cloreto por moléculas de 4gua na
esfera de coordenacdo do metal, conduzindo a formacao de aqua oxo e/ou hidroxo
complexos de ruténio ligados em ponte (TFOUNI, 2000; BRINDELL et al., 2008;
WEBB & WALSBY, 2011).

O espectro resultante da reacdo de 24 h é caracterizado por uma banda larga
e intensa em 295 nm com uma absovitividade molar (¢) de 1117 moL™.L. cm™, um
ombro em 351nm (¢ = 357 moL™.L. cm™) e uma banda de transicdo proibida em
442nm (e = 141 moL™.L. cm™).
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Figura 12 - Espectro de absor¢do no UV-visivel de CTRu(lll) (200 uM) em tampéo fosfato a
temperatura de 25 °C. Os espectros foram coletados em diferentes tempos: 0, 0.5, 1, 2, 3,
4,5, 6, 12, 24 horas a temperatura de 25°C. As setas indicam a dire¢do das variacdes do
espectro.

O complexo CTRu(lll) tem em sua estrutura dois tipos de ligantes, amina e
cloro, que séao ligantes o e 1 doadores, os ligantes cloretos sédo os grupos de saida
do complexo octaédrico, pois o NHs € um doador ¢ mais forte do que o ClI, ele
aumenta a densidade eletrénica no metal e consequentemente facilita a cisdo da
ligacdo Ru-Cl e entrada de um ligante mais labil que é a agua (SHRIVER & ATKINS,
2003). Esse processo pode ser identificado no espectro de CTRu(lll) no tampéao
(Figura 12) pela redugédo da banda em 351nm, correspondente a transferéncia de
carga dos ligantes cloretos para o centro metalico Ru (SEDDON & SEDDON, 1984).
Além disso, o Ru(lll) d° de configurac&o (t.g°), € um Aacido duro, bastante inerte em
relacdo a troca de ligantes, esse fato torna o metal um receptor de elétrons 1, € 0
ruténio (lll) tende a ser estabilizado por ligantes que atuem como bases duras, ou
seja, com ligantes muito eletronegativos. Neste caso, observamos que por ser (tzg5)
spin baixo o ruténio tende a formar complexos estaveis com ligante NH3>H,0O>0H"

>CI, ficando evidente que o ligante a sair da esfera de coordenacéo seja o cloro.
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O surgimento de uma banda fraca na regido visivel em 442nm pode ser
atribuido a transicdo d-d, referente ao orbital d do centro metdlico que sofre
influéncia do campo ligante caracterizando a reacdo de hidrdlise. O esquema de
hidrélise do complexo cis-[Ru(NH3)4Cl,]CI (CTRu(lll)) é ilustrado na Figura 13.

[Ru(NH3)4Cly]

cr Tl H,0

[Ru(NH3)4(H20)Cl]

e

[RU(NH3z)4(H20/0OH),]

Figura 13 - llustragdo esquematica da reagdo de substituicAo envolvendo o complexo
CTRu(lll) em tampéo fosfato (pH 7.4).

A fase de hidrélise mostrou ser um passo importante na ativacao da cisplatina
pois 0s aqua-complexos sao geralmente mais labeis do que os complexos
correspondentes com cloro (BECKFORD, 2010). Outros trabalhos também relataram
processo de hidrélise com NAMI-A e complexos de platina (II), demonstrando que os
aqua-complexos sdo mais labil do que o complexo ligado ao cloro, evidenciando que
a etapa de hidrolise é importante na ativagcdo do composto, para se ligar ao DNA
e/ou outras biomoléculas no interior da célula (KUNG et al., 2001; MESSORI et al.,
2000; BRINDELL et al., 2007; BUGARCIC et al., 2007; CHEN et al., 2007).

Ao analisar o efeito da temperatura no processo de hidrélise, a solucdo de
complexo em tampao fosfato foi incubada a 37°C (Figura 14), observa-se uma
cinética de reacao mais rapida quando comparado a temperatura de 25 °C, em duas
horas de incubacdo a banda em 351 nm desaparece, acompanhado pelo surgimento
de uma banda em aproximadamente 442 nm apos duas horas de reagao. Apos 6h
de incubacgéo a 37°C a estabilidade quimica do complexo é perdida.
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Figura 14 - Espectro de absorcao no UV-visivel de CTRu(lll) (200 uM) em tampéo fosfato .
Os espectros foram coletados em diferentes tempos: 0, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6 horas a
temperatura de 37°C. As setas indicam a dire¢cdo das variagfes do espectro.

As mudancas espectrais observadas em determinados comprimentos de onda
(351 nm e 442 nm) nas temperaturas de 25°C e 37°C, com a absorbancia em funcao

do tempo, foram plotados no gréfico da Figura 15.
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Figura 15 - Distribuicdo da absorbancia em funcédo do tempo de reacdo sob efeito da
temperatura do complexo CTRu(lll). Em 351 nm tem-se a banda de transi¢éo do ion cloreto
e em 442 nm a banda correspondente a transi¢éo d-d, o qual foram analisadas nos tempos
de 0.5,1, 2, 3,4, 5, 6 e 12 horas nas temperaturas de 25°C e 37°C.

Na temperatura de 37°C foi possivel observar uma cinética de reacédo de
substituicdo mais rapida, nas primeiras 2 horas de reacdo a banda em 351nm teve
seu decréscimo total, com o surgimento da banda de transi¢cao d-d apés 2 horas de
reacao, equanto que, a temperatura de 25°C somente surgiu em aproximadamente
12 horas de reacdo. Esta cinética rapida pode ser atribuida a instabilidade do
complexo de conformacéo espacial Cis, que se torna mais labil com o aumento da
temperatura.

Vale ressaltar que em condi¢cdes fisiolégicas (37°C e pH 7,4) o
comportamento cinético de hidrélise do composto, pode ser comparado com as
possiveis aplicacdes in vivo. Se tratando de uma cinética relativamente rapida a
temperatura de 37°C, o composto torna-se interessante para utilizacdo contra
células tumorais, que possuem um metabolismo rapido, exigindo a produgédo de um
farmaco que possa ter uma agéo rapida para impedir o crescimento tumoral. Como a

cinética de reacdo do composto CTRu(lll) a temperatura ambiente é lenta, a
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preparacado da solugdo do composto podera ser realizada a temperatura de 25°C

antes de ser administrada na corrente sanguinea.

5.1.2 Estudos de interacdo do complexo CTRu(lll) na presenca das proteinas

hsA, bsA e apo-transferrina por espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis

A fim de verificar a interacdo entre o complexo CTRu(lll) com as proteinas
hsA, bsA e apo-tranferria, medidas de espectroscopia de absor¢cdo UV-vis foram
realizadas na presenca de cada proteina. As medidas espectroscopicas foram
realizadas a temperatura ambiente (25 °C) com um pH de 7,4 em funcédo do
processo de hidrolise ser relativamente lento a essa temperatura, permitindo a
preparacdo do composto e seu estudo espectroscopico.

Os espectros do complexo CTRu(lll) na presenca das proteinas hsA, bsA e
apo-hsTf sdo apresentados nas Figuras 16A, 16B e 16C respectivamente. Nas
primeiras trés horas de reacdo 0s espectros apresentam um comportamento
espectral semelhante ao discutido anteriormente com o complexo no tampéo
(Figura 12), em que o processo envolvendo a troca dos ligantes cloretos pela agua
ndo muda significativamente pela presenca das proteinas. No entanto, tem-se o
deslocamento da banda em 311nm (provavelmente dos ligantes aminicos) para a
regido caracteristica das proteinas, em torno de 284nm (apo-hsTf) e 280nm (hsA e
bsA), seguido pelo aumento da sua intensidade. Os espectros de CTRu(lll) com a
apo-hsTf (Figuras 16C) tem um comportamento espectral diferente das outras
proteinas apds 24 horas de reacédo, apresenta um alargamento de banda em 284nm

e 0 surgimento da banda d-d na regido visivel em 437nm.
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Figura 16 - Espectros UV-vis em dependéncia do tempo de 200 um CTRu(lll) em 20 uM
hsA (A), 20 uM bsA (B) e 20 uM apo-hsTf (C), coletados em diferentes tempos: 0, 0.5, 1, 2,
3,4,5, 12 e 24 horas para hsA e bsA, e 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 e 24 horas para apo-hsTf a
temperatura de 25°C e pH 7.4. Estes espectros apresentam um deslocamento da banda
311lnm para a esquerda, seguido por aumento da sua intensidade. As setas indicam a
direcao das varia¢des do espectro.

No espectro do complexo CTRu(lll) na presenca das proteinas hsA e bsA
observa-se um comportamento espectral semelhante para ambas (Figuras 16A e
16B), tal fato pode ser explicado pela semelhanca de suas estruturas, com uma
homologia em sua sequéncia de 76% (HUANG et al., 2004). A mudangca nos
comprimentos de onda nos espectros de absorcdo indicam a interacdo entre o
componente proteico e o metal. O aumento de intensidade da banda em torno de
280nm, regido correspondente a absorcdo eletronica caracteristica do residuo
triptofano da proteina estudada (LEHNINGER, 2011), caracteriza uma mudanca na
estrutura da proteina, possivelmente devido & uma ligagéo dos residuos da proteina
ao centro metdlico ruténio apos reacédo de hidrolise.

O espectro de CTRu(lll) na presenca de apo-transferrina (Figura 16C)
apresenta um perfil de espectro final diferente do complexo em tampdo e das

proteinas hsA e bsA, com um alargamento da banda em 284 nm regido caracteritica
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do residuo tirosina presente na proteina (LEHNINGER, 2011), possivelmente em
funcdo da forma de interagéo diferente entre o complexo e a proteina.

5.1.3 Estudo de interagcdo com as proteinas hsA e bsA por Espectroscopia de

Fluorescéncia

Apoés analisar o comportamento estrutural e quimico do complexo em tampao
e na presenca das proteinas por espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis, a constante
de supressao das proteinas fluorescentes hsA e bsA foram determinadas utilizando
a técnica de espectroscopia de fluorescéncia, com o objetivo de confirmar a
existéncia de interacbes, compreender a natureza e a intensidade dessa interacéo
do complexo com as proteinas, medindo sua constante de supressdo com o
aumenta da concentracdo do complexo dissolvido em solugdo tampéao fosfato (pH
7.4)a25°C.

Espectroscopia de fluorescéncia € um método poderoso para o estudo de
interacBes moleculares envolvendo proteinas. Ao medir a extincdo de fluorescéncia
intrinseca de hsA e bsA , a acessibilidade dos grupos fluoréforos das proteinas pode
ser estimada. A andlise qualitativa da ligacdo do composto a hsA ou bsA pode ser
detectada por analise de espectros de fluorescéncia.

A conformacédo de bsA deveria ser similar a hsA, devido a 76% de homologia
na sequéncia de aminoacidos (HUANG et al., 2004). No entanto, do ponto de vista
espectroscopico uma das principais diferencas entre as duas proteinas é que a bsA
tem dois residuos de triptofano (Trp-135 e Trp-214) e a hsA apenas um (Trp-214). O
Trp-214 localizado dentro de um bolso hidrofébico (subdominio Il A) e o Trp-135
localiza-se na superficie da proteina (subdominio | A) (GELAMO et al., 2002).

As mudancgas na intensidade de fluorescéncia dos espectros de emissao da
bsA e hsA durante a titulagcdo de CTRu (Ill) sdo observadas nas Figuras 17A e 17B,
respectivamente. O espectro inicial (em preto) € referente a emissdo de
fluorescéncia das proteinas livres, na auséncia do agente supressor. A solucdo de
bsA, possui uma intensidade maxima de fluorescéncia em 343 nm, ja a hsA sua
intensidade maxima de fluorescéncia é em 334 nm, quando comprimento de onda
de excitacdo € de 285nm.

A partir de uma concentracdo fixa de proteina, foi titulado com diferentes

quantidades de complexo (tal como descrito em Materiais e Métodos), sendo
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observado uma notavel diminuicdo da fluorescéncia dos residuos triptofano da hsA
(Figura 17A) e bsA (Figura 17B). Os dados de supresséo da fluorescéncia foram
analisados pela equacéao (1).

Os valores de Kg, encontrados para o composto CTRu(lll) com hsA e bsA
foram de 1,32 x 10° e 3,71 x 10° respectivamente, indicando forte interacdo do
composto com as proteinas. O maximo de emissdo do triptofano € altamente
sensivel ao ambiente em que se encontra, o deslocamento para o azul indica que na
presenca de um complexo, o residuo Trp foi colocado num ambiente hidrofobico e
menos exposto ao solvente (ZHANG et al., 2008).

Os espectros de fluorescéncia mostram uma diminuigdo progressiva na
intensidade de fluorescéncia com um ligeiro desvio de emissdo para um
comprimento de onda mais curto (deslocamento para o azul) de 334nm para 328 nm
(hsA) e 342nm para 334nm (bsA). Isto indica que a ligacdo de CTRu(lll) & hsA ou
bsA causa a supressdo da fluorescéncia intrinseca do triptofano. Isso também
implica que, as mudancas conformacionais nas proteinas sdo induzidas pelo

complexo de acordo com as condi¢cdes experimentais.
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Figura 17 - Espectros de fluorescéncia de (A) hsA (2uM) e (B) bsA (2uM) tratado com
diferentes concentracdes de CTRu(lll). No painel (A) tém-se as curvas correspondentes as
concentracdes de 0,26—2,00 uM do complexo, a temperatura de 25 °C. O painel (B)
corresponde as curvas nas concentracées de 0,26—1,51 uM, a temperatura de 25 °C. A
seta evidencia o efeito de supressdo com a adicdo do complexo. Inserte em (A) e (B) o
gréfico (Fo / F vs [composto]), representado por uma linha reta, com a inclinacdo e a
constante de supresséo (Ksy) com valores de 1,32 x 10° (hsA) e 3,71 x 10° (bsA).



40

Considerando que o tempo de vida (to) do triptofano na albumina é igual a
10® s (LAKOWICZ, 1999). Os valores da constante de supresséo biomolecular (kg)

foram determinados utilizando a equacéo,

kq = 3)

O valor de ky; depende da probabilidade de colisdo entre a proteina e o
composto, reflete a eficacia de supressdo ou a acessibilidade do triptofano para o
supressor que é o CTRu(lll). O valor maximo de kq para uma difuséo controlada é de
1 x 10'° M™'s™ (LAKOWICZ, 1999). O valor de kq encontrado para hsA e bsA com o
composto CTRu(lll) foi da ordem de ~10** M™s™, sendo este maior do que o valor
limite, isto indica que o processo nao ocorre inteiramente por difusdo, devendo haver
algum tipo de interacdo mais especifica entre o composto e a albumina (KANDAGAL
et al., 2006).

Os valores obtidos para Kg, indicam forte interacdo de CTRu (Ill) com hsA e
bsA, com valores da constante de supresséo na ordem de grandeza de 10° (1,32 x
10° com hsA e 3,71 x 10° com a bsA), tais valores sdo comparaveis ou até mesmo
superiores aos valores encontrados na literatura com outros compostos inorganicos
tais como, os complexos de cobre e niquel, com valores na ordem de 10* (WU et al.,
2008). Os compostos de platina (II) possuem uma afinidade moderada com hsA com
valores que variam de 10° a 10* (ALEKSENKO et al., 2007; YUE et al., 2009). O
complexo de ruténio [(Cymene) Ru (ATCS) CI]PFs possui uma constante de ligacao
com hsA igual a 1,21 x 10° (BECKFORD, 2010).

Esses resultados evidenciam a ocorréncia de interagao entre o CTRu(lll) com
a hsA e bsA. No entanto ndo é possivel definir o tipo de interacdo, se é dinamico
(colisional) ou estéatico (formacdo de complexo fluoroféro-supressor), pois seria
necessario fazer outros estudos de fluorescéncia com variagdo de temperatura.
Tanto para a supressédo de fluorescéncia dindmica quanto estatica se requer um
contato entre o fluor6foro e o agente supressor.

A fluorescéncia da transferrina ndo foi possivel ser identificada, apesar de
apresentar o grupo fluoréforo tirosina a sua fluorescéncia € muito baixa ndo podendo

ser medida no espectrofotdmetro de fluorescéncia utilizado.
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5.1.4 Abordagem geral para caracterizar os processos de troca de ligante do
complexo CTRu(lll) em tampdo e na presenca das proteinas hsA e bsA por

Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

Embora tenha sido possivel avaliar a ocorréncia de hidrélise por
espectroscopia de absorcdo UV-vis e o modo de interagdo com base na
Fluorescéncia, outras técnicas sdo necessarias para nos dar maiores informacdes
do composto, como o estado de oxidacdo, geometria e 0 mecanismo de interacéo do
complexo com as proteinas. Tais estudos, podem ser realizados utilizando
espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE).

A técnica de RPE se baseia na deteccdo de transicOes induzidas pela
radiacdo eletromagnética na faixa de microondas entre os niveis de energia do spin
eletrdnico das espécies paramagnética na presenca de um campo magnético
estatico. Por causa de sua seletividade, os estudos de RPE tem a vantagem de
revelar informacdes detalhada do meio e processos dinAmicos nos quais estido
envolvidos as espécies paramagnéticas em estudo.

As caracteristicas espectrais tais como, frequéncia de ressonancia, forma,
desdobramento e largura linha, sdo sensiveis a distribuicdo eletrénica, movimento e
orientacdo molecular, bem como a natureza do meio em que as substancias
paramagnéticas estdo inseridas (EARLE et al., 2006). Cada centro paramangnético
exibe sua propria posicdo de ressonancia a qual depende de sua orientacdo local,
assim o espectro de p6 ou solucdo congelada € geralmente largo, pois o0 mesmo é
um envelope representando uma distribuicdo de todos o0s possiveis campo
ressonantes. Em um espectro de pd, todas as orientagbes tem a mesma
probabilidade e a intensidade total da linha de RPE é dada pela soma das
contribuicdes da orientacdo de cada molécula individual (BENATTI et al., 2009).

Com o uso técnica de RPE pode-se determinar a espécie e simetria dos
complexos formados por processos de troca de ligante do centro paramagnético Ru
() (spin baixo d°, S=1/2). Além disso, é possivel monitorar a reducdo da
intensidade do sinal como consequéncia dos processos envolvidos na formacao de
espécies diamagnéticas, reducédo de Ru (lIl) para Ru(ll) (baixo spin d° S=0) ou
dimerizacdo do complexo monometalico para dar espécies bimetélicas
antiferromagnéticas acopladas. Por outro lado, espécies binucleares de Ru (lll),

podem fazer o acoplamento ferromagnético com Spin efetivo S=1. Neste caso,
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existe uma interacdo adicional, chamada Desdobramento de Campo Zero (DCZ),
que ocorre pelo desdobramento dos niveis de energia eletrdnico na auséncia de um
campo magnético externo (BENATTI et al., 2009; CAMPBELL et al., 1984). No
presente estudo, 0s espectros sdo caracterizados pela intensidade de sinal e os
valores de g, que permitem a identificacdo de espécies produzidas por troca de
ligantes e processos de oligomerizagao.

5.1.4.1 Processo de troca de ligante do CTRu(lll) em solucdo tampéao

A técnica espectroscopica de RPE foi usada para identificar as espécies
formadas pela hidrélise do complexo CTRu(lll), sob condicdes fisioldgicas, como
descrito em materiais e métodos. Como a concentracdo de ions cloreto na solugéo
influéncia no processo de troca de ligante, a solucdo tampéo utilizada foi em
concentracdo de ions cloreto igual a encontrada no soro humano (WEBB &
WALSBY, 2011. Dentre as varias concentracdes de complexo em solucéo testadas,
a que apresentou melhor sinal no RPE foi de 6mM.

A Figura 18 mostra os espectros de RPE em banda-X (~9,5 GHz) do
complexo CTRu(lll) em tampédo, medidos a aproximadamente 250K em funcdo do
tempo de incubacédo. O espectro é caracterizado pela presenca de uma espécie com
valores g e forma de linha de simetria rdmbica (g1 # g2 # gs3), 0S quais foram
calculados com base na frequéncia de microonda (v) medida em GHz e campo

magnético (B) medido em gauss usando a equacado (PILBROW, 1978),

g= 714,484% ()

A forma de linha espectral e os valores de g (g; = 2,60 (3), g2 = 2,34 (3), g3 =
1,73 (2)) ndo mudam significativamente com o tempo de incubac&o. No entanto, ha
um aumento na intensidade da linha de campo baixo (gi1), nas primeiras duas horas
de incubacdo (inserte da Figura 18), caracterizando o aumento de espécies
hidrolizadas se formando em solucdo. Nesse intervalo a espécie rombica tornou-se
mais evidente apresentando um espectro com largura de linha mais estreita (Figura
18).
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Figura 18 - Espectro RPE banda-X de CTRu(lll) (6mM) em tampéao resfriado a
aproximadamente 250K no periodo de 24h. Os valores g (9: # 9> # g3) indicam simetria
rémbica do complexo. Parametros RPE: (poténcia de micro-ondas 5 mW, 16 scans). Iserte:
mudanca de intesidade do sinal g; em dependéncia do tempo, medidos pela area sob a
curva dos espectros de RPE de CTRu(lll) em tampao fosfato.

O aumento da intensidade do sinal em g; pode estar relacionado com o
processo de hidrélise do complexo cis-[RuCl;(NH3)4]JCI em tampdo, em que a
dissociacao dos ligantes ocorre em duas horas de reacao, resultando no aumento de
espécies hidrolizadas se formando em solucdo. Este mecanismo € comum na
cinética de complexos de ruténio ao interagir com solventes (ALESSIO et al., 1991;
PAULA et al.,, 2008). De fato, essas informagdes corroboram com os resultados
obtidos nos espectros de UV-vis com a diminuicdo da banda em 351nm e o
aparecimento da banda de transi¢cdo d-d na regido do visivel em 442 nm (Figuras
12).

Apoés reacao de hidrolise do complexo, tem-se uma diminuicdo consideravel
na intensidade do sinal de RPE (inserte da Figura 18), com a qual pode-se estimar o
namero de sitios acessados pela microonda através da area da absorcéo da linha de

ressonancia (POOLE, 1967). Como ndo ha substancias redutoras ou oxidantes em
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solugcdo que conduzam ao processo de reducdo para formar espécies Ru (Il) ou
oxidagdo para produzir complexos Ru (IV), a diminuicdo do sinal pode estar
relacionada com o processo de oligomerizacdo dos produtos de aquacéo, para obter
espécies em ponte com -0xo ou -hidroxo (Esquema 1) (SAVA et al., 2002; BACAC
et al., 2004; CETINBAS et al., 2010; WEBB & WALSBY, 2011). Isso pode levar a
perda de espécies paramagnéticas, uma vez que o acoplamento antiferromagnético
entre os centros adjacentes de Ru(lll) (S=1/2) pode produzir um spin efetivo S=0.
Além disso, foi observado uma nitida mudanca na coloracdo da solucdo de amarelo
para marron escuro sugerindo a formacdo de espécies oligoméricas em solucéo;
fenbmeno este também observado com os compostos NAMI-A e anélogos de
piridina (IVANOV et al., 1998; WEBB & WALSBY, 2011; WEBB et al., 2012).

N NH; NH; NH;
HsN,, «NH
3 ’”"-.Ru "'\“‘ 3 HZO H3Nl’h,,’ N\\‘\NH3 H O H3NI”I,, .\\NH3H3N/, ‘\\\\\NH3
Ru - 2 —,,‘Run l"'Ru'“I
CI/ ~~ci Cr | ™~ - e | T~ | T~
Cl OH, of Cl
NH; NH; NH; NH5
S=1/2 §$=0

Esquema 1 - Reacdo de substituicdo de complexo cis-[Ru (NH3),Cl,]JCl em tampé&o fosfato
(pH 7.4), que consiste na troca de ligantes cloreto na posi¢do equatorial, pelas moléculas de
agua no intervalo de tempo de incubagéo entre 30 e 1h30 minutos. Depois disto, o0 complexo
de 1/2 (S = 1/2) liga-se a outro complexo, formando um composto polinuclear com spin 0
(S=0).

Apés 24h de incubacdo a Unica espécie mononuclear de Ru(lll) formada
ainda é observada; diferentemente de outros complexos ja estudados, os quais
produz até quatro espécies nas primeira horas de incubacdo (SAVA et al., 2002;
WEBB et al., 2012). Sabe-se que a formacdo de complexo polinuclear de Ru(lll)
pode reduzir sua atividade biolégica (POOLE, 1967; BACAC et al., 2004). Apos 24h
de incubacéo, ainda observa cerca de 56% do complexo mononuclear na solucao
tampao, isto deve estar associado a seu potencial anti-cancer verificado nos ensaio
in vivo e in vitro (MENEZES et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009; LIMA et al., 2010a;

LIMA et al., 2010b; SILVEIRA-LACERDA et al., 2010; LIMA et al., 2011).
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5.1.4.2 Interag&o por troca de ligante para CTRu(lll) em solugdo tampao com
bsA e hsA

Para os experimentos envolvendo CTRu(lll) com as proteinas bsA e hsA, a
incubacédo foi seguida por ultrafiltragdo com uma filtro amicon (limite de peso
molecular de 30 KDa) a fim de isolar a fracgdo de complexo ligado a proteina,

evitando assim a presenca de espécies do complexo nao ligada.

Interacdo de CTRu(lll) com bsA

A Figura 19 mostra os espectros de RPE de CTRu (lll) em solucdo salina
de tampédo fosfato contendo bsA. Os espectros de RPE mostram que a
espécie formada apresenta uma simetria rébmbica com valores g [91=2.60(3),
02,=2.35(3), g3 =1.71(3)], que néo se alteram ao longo do tempo de incubagédo. Nas
primeiras duas horas de reacdo, notou-se um aumento na intensidade do sinal de
RPE (inserte da Figura 19), indicando a formacdo de espécies resultante da
interacdo do complexo com os residuos da proteina. No entanto, apos esse periodo,
a intensidade do sinal diminui (inserte da Figura 19), possivelmente devido a
algumas interacdes fracas do complexo a proteina que séo perdidas durante este
periodo (WEBB & WALSBY, 2011). No intervalo entre 5 e 26 horas a intensidade de
sinal do espectros de RPE volta aumentar (inserte da Figura 19), mostrando uma
interacdo estavel possivelmente com residuo histidina da bsA, devido a sua maior
afinidade por este residuo (BAL et al., 1998; TAN et al., 2008).
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Figura 19 - Espectro RPE banda-X de CTRu (lll) (6mM) com bsA (2 mM) a
aproximadamente 250 K no periodo de 24 h. Os valores de g (g:= 2,60(3), g,=2,35(3) e
05=1,71(3)) indicam simetria rbmbica do complexo. Parametros RPE: (poténcia de
microondas 5 mW, 16 scans). Iserte: mudanca na intesidade do sinal g; em dependéncia do
tempo, medidos pela area sob a curva dos espectros de RPE do complexo com bsA.

Os valores de g do aducto-bsA sdo da mesma ordem de grandeza do
complexo em tampao, indicando que essa interagdo néo leva a distorcdes
significativas no campo cristalino do complexo. As perturba¢gbes que podem ocorrer
nesta interacdo esta refletindo apenas na forma de linha do espectro.

A reacdo de hidrolise que ocorre no complexo em solucdo se da pela
substituicdo dos ligantes na posi¢cdo equatorial {CI'— H,O — His} para formar a

espécie assinalada como [aducto-bsA] (Esquema 2).
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Rapida ligacio covalente no sitio Sudlow 11

Esquema 2 - Represenatacdo da reacdo do complexo com bsA, formando uma Unica
espécie resultante da ligacdo covalente do aqua-complexo com o imidazol da histidina.

A ligacdo covalente do residuo da bsa na posicao equatorial do complexo
CTRu(lll) se forma rapidamente, sendo essa ligacao favoravel e estavel, o que pode
ser observado na intensidade do espectro de RPE que se mantém apés 24 horas de
incubacéo (inserte da Figura 19).

A atribuicdo da ligagdo do complexo ao residuo histidina foi fundamentada em
outros trabalhos que estudaram esse tipo de intera¢cdo, mostrando que a maioria dos
complexos metalicos, principalmente complexos de ruténio, se ligam ao residuo
histidina da bsA, no qual se tornam mais expostos para interagir em solucéo
(MESSORI et al., 2000).

Interacdo de CTRu (Ill) com hsA

Ao analisar o espectro de RPE do composto na presenca da proteina hsA
(Figura 20), foi possivel identificar trés espécies: HSA-Ru-1 caracterizada por um
espectro de simetria axial com valores g [Qperpendicular (prp)=4.13(4), Oparatelo (Qpi)
=2.04(2)], HSA-Ru-2 também de simetria axial, [gpp= 2.50(3), gp1=1.96(2)] e HSA-
Ru-3 de simetria robmbica [g1= 2.56(3), g>=2.31(2), gs= 1.71(2)]. As espécies HSA-
Ru-1 e HSA-Ru-2 se formam rapidamente, sendo que HSA-Ru-1 alcanca sua
saturacao nos primeiros 30 minutos de incubacao em seguida, diminui em funcéao do
tempo de incubacéo (veja inserte A na Figura 20). J& o espectro referente a espécie
HSA-Ru-3 aumenta com o tempo (inserte B na Figura 20), indicando alta afinidade a
este sitio de coordenacéo. A forma de linha dos espectros de RPE, como um todo, é
similar aquela encontrada na literatura com outros compostos de Ru(lll), como o
NAMI-A (WEBB & WALSBY, 2011; WEBB et al., 2012). Isto sugere que o complexo
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CTRu(lll) deve ter o mesmo modo de interagdo com a hsA quanto aquele observado
com o NAMI-A.

HSA-Ru-1 20,

A
i
2" \
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Figura 20 - Espectro RPE banda-X de CTRu(lll) (6mM) com hsA (2mM) a aproximadamente
250 K no periodo de 24 h. Os valores g [gpp=4.13(4), 9p=2.04(2)] relacionado com a HSA-
Ru-1, [gpp= 2.50(3), gpi=1.96(2)] HSA-Ru-2 e [g: = 2.56 (3), g2 = 2.24 (2) g5 = 1.71 (2)] HSA-
Ru-3. Parametros RPE: (poténcia de microondas 5 mW, 16 scans). Iserte: apresenta no
painel (A) mudanga de intesidade sinal da linha g,, em dependéncia do tempo, no painel
(B) mudancga de intesidade do sinal da linha g, em dependéncia linha do tempo, medidas
pela area sob a curva dos espectros de RPE do complexo com hsA.

A espécie HSA-Ru-3 parece surgir da interacdo do complexo com o residuo
histidina na regido do dominio IIB, pela troca de ligante no plano equatorial do
mesmo, para formar um aducto HSA-Ru-3. Isto pode ser observado na variacao do
valor g,. Por outro lado, as espécies de HSA-Ru-2 com valores g [gprp = 2.50 (3), 9o
= 1.96 (2)] sugerem que a ligacdo ocorre pela troca do ligante amina na posicéo
axial com algum dos residuos histidina do subdominio IllIA da proteina, formando um
aducto HSA-Ru-2. Isto pode estar ocorrendo na regido proxima ao sitio de ligacao
chamado Sudlow Il ou sitio de droga Il (ZUNSZAIN et al., 2003; PETITPAS et al.
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2003). Este € o mesmo tipo de interacdo também foi reportado por Webb e
colaboradores (WEBB & WALSBY, 2011; WEBB et al., 2012).

A espécie HSA-Ru-1 parece surgir de uma ligacdo ndo-covalente diferente
das demais espécies. A simetria e seus valores g anisotropicos sao tipicos de um
complexo binuclear com acoplamento ferromagnético de spin efetivo S=1, que
surgem a partir de transicdes dentro dos dubletos de Kramers no baixo limite de
campo Zeeman (CASTNER et al., 1960; PILBROW, 1978). A interacao fraca com o
campo magnético remove a degenerescéncia dos dubletos, a esta interacdo chama-
se desdobramento de campo zero (DCZ) (BOCA, 2004). Estudos sobre as
propriedades magnéticas de Complexos Metéalico de Ru(lll) com ligacdo metal-metal
em solucdo congelada ou p6é tem mostrado que suas interacdes sao todas do tipo
DCZ com larga anisotropia nos valores g (gpp~4 € goi~2) (COTTON et al., 1975;
TELSER et al., 1984; CHEN et al., 2005). Isso deve ser o tipo de interacdo que pode
estar ocorrendo no sitio de ligacdo hemin localizado no subdominio IA da hsA
(ZUNSZAIN et al, 2003) para a formacdo da espécie HSA-Ru-1. Aqui, a
oligomerizacdo do complexo no bolso de ligacdo hemin é favorecida pela interacéo
ferromagnética de DCZ. No entanto, as interagcbes do complexo com o0s residuos
histidina para formar as espécies HSA-Ru-2 e HSA-Ru-3, parece interferir na
conformacao estrutural da proteina, desestabilizando a espécie HSA-Ru-1 no sitio
hospedeiro e consequentemente provocando a sua diminui¢cdo ao longo do tempo

de incubacéo (Esquema 3).
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Esquema 3 - Resumo das principais vias de reacdes para o complexo CTRu (lll) na
presenca de hsA, conforme determinado em estudos de RPE.

Essa interagcdo do complexo com as proteinas o torna interessante para sua
seletividade antitumoral, pois a ligacdo do complexo na hsA o impede de reagir com
outros componentes reativos presentes no soro mantendo-o na sua forma inativa
(Ru (1)), facilitando a entrega do composto com maior eficiéncia no tumor alvo
(CETINBAS et al., 2010; WEBB et al., 2012; TOMAZ et al., 2012).

Além disso, a interacdo do complexo com a albumina é vantajoso, pois hsA é
conhecida por acumular em tecido maligno e com inflamagao devido a um sistema
de vazamento capilar combinado com um sistema de compensacdo ausente ou
comprometido, esse maior efeito de permeabilidade e retencdo (EPR) pode ser
usado para entregar a droga com maior eficiéncia no tumor alvo (TOMAZ et al.,
2012).
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Foram realizados experimentos de RPE com a transferrina, no entanto a
relacdo sinal-ruido dos espectros ndo foi satisfatéria, nessecitando repetir os

experimentos modificando os valores dos parametros de RPE.

6. CONCLUSOES

v" Neste trabalho foram utilizadas pela primeira vez, a espectroscopia de
fluorescéncia, RPE e UV-visivel para estudar a interacdo do CTRu(lll) com as
proteinas, o que foi possivel investigar reacfes de substituicdo de ligantes
cloretos e amina do complexo CTRu(lll) com as proteinas séricas humana e
bovina.

v' Através do UV-visivel verificamos a ocorréncia de hidrélise do complexo, que
apresentou cinética de reacdo relativamente rapida a temperatura de 37°C
com surgimento de banda d-d na regido visivel no periodo de 24 horas de
incubacéao.

v' Usando as medidas de supressao da fluorescéncia foi verificado a interacédo
do complexo com as proteinas hsA e bsA, com uma constante de supressao
superior ao encontrada na literatura.

v' Para saber mais sobre o estado de oxidagao, a simetria € 0 mecanismo de
interacdo do complexo com as proteinas, foi utilizada a espectroscopia de
RPE. Através da espectroscopia de RPE foi possivel sugerir a formacéo das
espécies ([RUuCI(NH3); (H.O/OH)]), o produto da reacdo de hidrélise do
complexo em solugdo tampéo, seguido por dimerizagcdo com a perda de
espécies paramagnéticas Ru (llI).

v Interessantemente, na presenca de bsA é observado um aumento na
estabilidade do complexo, evitando o processo de oligomerizagcdo entre 0s
centros de Ru (lll), formando uma ligacéo estavel, possivelmente com algum
residuo de histidina da proteina.

v" Na presenca de hsA as medidas de RPE mostraram trés modos de interacao.
Inicialmente, o complexo liga-se nao covalentemente com a proteina
formando as espécies HSA-Ru-1, como um produto da oligomerizacdo do
complexo no sitio de ligagdo hemin. Por outro lado, duas espécies estao
sendo lentamente formadas por ligagcbes covalentes do complexo com o0s

residuos de histidina, que produzem uma espécie de simetria axial (HSA-Ru-
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2) e e a outra de simetria rombica (HSA-Ru-3). Estas ligagbes parecem surgir
a partir da interacdo do complexo com o residuo de histidina localizado no
sitio de ligacdo Sudlow II.

v A partir de resultados interessantes obtidos utilizando varias técnicas
espectroscopicas, evidenciando uma afinidade de ligacdo do complexo
CTRu(lll) com as proteinas transportadoras presentes no soro, acredita-se
que essa ligacdo as proteinas esteja relacionada com o mecanismo de
entrada do complexo nas células tumorais para atuarem como potencial

agente antitumoral com maior especificidade.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Mais estudos serdo necessarios, uma vez que ndo podemos dizer
precisamente em quais subdominios, o tipo de ligacao e que residuos de histidinas
ligam ao complexo. Estudos usando Dicroismo circular (CD) e difracdo de raio-X
serdo realizados a fim de elucidar estas e outras questbes a respeito deste
interessante sistema. Paralelamente ensaios in vitro serdo conduzidos para verificar

se essa ligacao contribui para o aumento da citotoxicidade para células tumorais.
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