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COMPETITIVE INTERACTIONS OF RUTHENIUM COMPLEXES CONTAINING DIMETHYLSULFOXIDE AND
N-HETEROCYCLIC LIGANDS WITH HUMAN SERUM ALBUMIN. Two ruthenium complexes of the type [RuCl(dmso)(L),]
Cl {L = 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine (dmbpy); 4,4’-dinonyl-2,2’-bipyridine (dnbpy)} have been synthesized and characterized
by elemental analysis, '"H NMR, FTIR, electronic spectra, and molar conductivity. The IR spectral studies revealed that the DMSO
molecule is S-bound ( v¢o = 1100 cm™; 1079 cm™). For complexes, MLCT bands were observed around 390 nm and 440 nm. The
measurements of conductivity revealed the presence of 1:1 electrolyte. Interactions of ruthenium complexes with human serum
albumin were examined by fluorescence spectroscopy. The results revealed a combined quenching mechanism of HSA fluorescence
by [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl, with binding constant of 5.82 + 0.08 x 10°> mol"' L (297 K), 5.29 + 0.06 x 10° mol"' L (303 K), and
4.68 £ 0.06 x 10° mol! L (313 K), whereas the [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl caused static quenching predominantly, with binding constant
of 9.87 £ 0.05 x 10° mol! L (297 K), 3.41 £ 0.04 x 10° mol"' L (303 K), and 0.89 £ 0.05 x 10° mol! L (313 K). The binding process
occurred spontaneously and was mainly driven by enthalpy, as evidenced by thermodynamic parameters. Site marker competitive
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experiment showed that ruthenium complexes bind to the warfarin binding site in subdomain IIA of HSA.
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INTRODUCAO

A sintese de um composto com potencial a¢do farmacoldgica é
a primeira etapa de um longo processo laboratorial, como mostram
os guias para a conducdo de estudos ndo clinicos de seguranga
necessdrios ao desenvolvimento de medicamentos elaborados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.! Nos ensaios
pré-clinicos € necessdrio descobrir como direcionar o farmaco para
um local especifico do organismo e como as barreiras naturais do or-
ganismo podem interagir com ele.? Por isso, na elaboracdo de agentes
terapéuticos € importante estudar a interagdo desses derivados com
biomoléculas, pois as biomoléculas presentes no plasma sanguineo
tém a capacidade de se ligarem aos farmacos provocando sua inati-
vagdo.>* Das biomoléculas plasmadticas, albumina e globulinas s&o
encarregadas pelo armazenamento e transporte de fons, metabdlitos
e nutrientes, como glicose, gorduras, vitaminas e aminoacidos pela
corrente sanguinea até os tecidos do corpo humano.® Em organis-
mos sauddveis, a concentracdo de albumina no sangue estd entre
3,5 e 4,5 g/100 mL, que corresponde a aproximadamente 60% das
proteinas plasmaticas,® enquanto os teores de globulinas sdo 4% de
globulina-ol, 8% de globulina-0.2, 12% de globulina-f3 e 16% de
globulina-y. Por ser a proteina mais abundante no sangue e corres-
ponsével pela difusdo de farmacos para os diferentes tipos de tecidos
do corpo humano, a interagdo de novos compostos com albumina é
uma demanda da drea medicinal.”'"°

A albumina utilizada nos ensaios pré-clinicos ¢ obtida a partir
do fracionamento industrial do plasma humano coletado por doacio
de sangue.!! Os processos de obtenc@o e fracionamento da albumina
do plasma sanguineo elevam o preco da proteina comercial 2 e, por
isso, a maioria dos ensaios in vitro troca a proteina humana (HSA)
pela albumina do soro bovino (BSA)."* A substitui¢do da proteina
humana pela bovina € possivel devido as semelhancgas estruturais
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dessas biomoléculas.' As informagdes disponiveis no banco de dados
de proteinas (RCSB Protein Data Bank)'® mostram que as proteinas
humana e bovina apresentam algumas diferengas com relacio as suas
sequéncias de aminoécidos, mas conservam alto grau de similaridade
estrutural. Considerando que o acesso a informacao estrutural das di-
ferentes proteinas € gratuito e de facil obtencio no banco de dados de
proteinas, optamos por ndo reproduzi-la integralmente nesse trabalho,
mas destacar alguns aspectos da albumina humana.

A albumina humana € formada por uma sequéncia de 585 ami-
nodcidos, perfazendo uma cadeia polipeptidica simples com massa
molar proxima a 66000 g mol’, sustentada por o-hélices e unida por
dezessete pontes dissulfeto.'® As ligacdes do tipo dissulfeto, -S-S,
aliadas as ligacdes de hidrogénio —NH:----O=C e intera¢des iOnicas
do tipo —-NH;*+--"OCOR entre os fragmentos de aminodcidos sdo
responsdveis pela manutencio da estrutura tercidria da proteina e pelo
aparecimento de cavidades com diferentes graus de hidrofobicidade,
as quais determinam a seletividade proteica e o armazenamento de
farmacos.!”"?

As observacdes realizadas por Sudlow e colaboradores na dé-
cada de 1970 envolvendo mudancas conformacionais da estrutura
proteica induzidas pela inclusdo de compostos organicos, como
warfarina, ibuprofeno, flurbiprofeno, dcido estedrico, fenilbutazonae
oxifenilbutazona, permitiram determinar microrregides responsaveis
pelo armazenamento de compostos exdgenos nos diferentes tipos de
albuminas.” Essas regides ficaram conhecidas como sitios I e II de
Sudlow.?! Estudos de difragdo de raios X detalharam os diferentes
microambientes proteicos, que resultaram nas subdivisdes 1A, IB, IIA,
IIB, IIIA e IIIB desses sitios, como pode ser observado nas ilustracdes
disponiveis gratuitamente no banco de dados de proteinas,'® cuja
representacdo simplificada estd apresentada na Figura 1.

A existéncia de diferentes ambientes para a ligacdo de farmacos
na estrutura proteica permite que a albumina armazene concomitan-
temente dois ou mais medicamentos e funcione como um reservatério
multidrogas temporario no plasma sanguineo retardando a chegada
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dos principios ativos aos sitios alvos.?” De acordo com a literatura,”
muitos fArmacos ocupam o mesmo microambiente proteico, por exem-
plo: subdominio IB: azapropazona e indometacina; subdominio I1A:
acido 3-carboxi-4-metil-5-propil-2-furanopropandico, dcido 3,5-diio-
dosalicilico, iodipamida, oxifenbutazona, fenilbutazona e warfarina;
subdominio IIIA: tiroxina, diflunisal, diazepam, propofol, sulfato de
indoxila e halotano. Dessa forma, a absorcéo e a biodisponibilidade
de um farmaco em relag¢@o aos demais ocorrem via mecanismo de
competicdo pelo sitio de liga¢do da albumina.>*

Nesse contexto, a distribuicao, agdo e eliminagao dos farmacos no
organismo humano dependem da forca de liga¢do desses derivados
com a cadeia polipeptidica da biomolécula, que pode ser inferida
a partir dos valores de constante de ligagdo.”® O método utilizado
para calcular esse pardmetro estd baseado no modelo de supressdo
da fluorescéncia intrinseca das proteinas.?® O equacionamento desse
modelo, fundamentado na colisdo de moléculas no estado excitado
com a espécie supressora (Q) elaborado por Stern-Volmer,” foi di-
fundido por Lakowicz? e resultou na equagdo abaixo:

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

em que F, = intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor,
F = intensidade de fluorescéncia na presenga do supressor, K, € a
constante de ligacdo, n é o nimero de sitios proteicos ocupados e
[Q] € a concentrag@o da espécie supressora.

Estudos de supressao de fluorescéncia de proteinas com derivados
metélicos com potencial a¢do farmacolégica® tém contribuido para
determinar a forca de interac@o entre as espécies exdgenas e a protei-
na. Nesse conjunto de compostos, complexos contendo ligantes de na-
tureza 14bil aliado a presenga de grupos periféricos com caracteristicas
hidrofébicas formam adutos mais estdveis com o arcabougo proteico,
0 que minimiza a sua biotransformacao e eliminacdo. Contudo, o grau
de distribui¢do desses derivados nos tecidos corporais depende do
contetdo de lipidios no tecido, do coeficiente de particdo lipidio-dgua,
da permeabilidade capilar, do débito cardiaco, da perda de funcio
hepatica, da perda da massa muscular, entre outros fatores externos
associados ao envelhecimento, obesidade e gravidez.*

Assim, a acdo alostérica de complexos metdlicos® e a natureza
hidrofébica de ligantes N-heterociclicos nos motivaram a estudar a
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interacdo dos compostos [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl e [RuCl(dmso)
(dnbpy),ICl, sendo dmbpy = 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina e
dnbpy =4,4’-dinonil-2,2’-bipiridina, com a albumina do soro humano
(HSA), Figura 1. A presenca de grupos periféricos hidrofébicos na
esfera de coordenagdo do centro metdlico afeta o tempo de retencdo
do composto no ambiente proteico e, consequentemente, altera os
processos de absorcio, distribuicdo e metabolismo do composto
na corrente sanguinea, visto que a interacdo do composto com 0s
receptores intracelulares envolve a transposi¢do da membrana plas-
mdtica composta principalmente por lipoproteinas.® O processo de
insercao dos compostos no arcabouco proteico foi monitorado pela
supressdo de fluorescéncia da albumina do soro humano. Também
avaliamos a afinidade dos complexos por diferentes sitios de ligacdo
da HSA frente as moléculas bioativas ibuprofeno e warfarina, visto
que a compreensdo do mecanismo de substitui¢do de espécies na
estrutura proteica permite entender e controlar a acio terapéutica
dos compostos no organismo humano.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau
analitico e empregados sem purifica¢do prévia: RuCl,.nH,O (Sigma-
Aldrich), 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (Sigma-Aldrich), 4,4’-dinonil-
-2,2’-bipiridina (Sigma-Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich), Albumina
do soro humano (HSA, sélido liofilizado, > 96%, Sigma-Aldrich),
ibuprofeno (Sigma-Aldrich) e warfarina (Sigma-Aldrich). O precursor
[RuCl,(dmso),] foi sintetizado conforme metodologia descrita na litera-
tura.*® A andlise por espectrometria de massas foi realizada por infusao
direta em um espectrometro de massas Quadrupolo -Time of Flight
(Bruker, Impact II), utilizando agua como solvente para o complexo
[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl e acetonitrila para o complexo [RuCl(dmso)
(dnbpy),]Cl. Espectros de RMN de 'H foram obtidos a temperatura
ambiente em um espectrometro Varian Inova operando a 300 MHz, uti-
lizando acetona deuterada para o complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl
e dgua deuterada para o complexo [RuCl(dmso)(d-bpy),]Cl. Espectros
vibracionais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram ob-
tidos para amostras em pastilha de KBr, utilizando espectrofotometro
FTIR modelo 8300 Shimadzu. Espectros eletronicos foram obtidos em
espectrofotdmetro de varredura rdpida Hewlett-Packard modelo 8453,

[RuCl(dmso)(dnbpy),]*

[RuCl(dmso)(dmbpy),]*

Figura 1. Representagdo simplificada da estrutura tercidria da albumina do soro humano (HSA), destacando os sitios de Sudlow e as suas subdivisoes, e

representagdo estrutural dos compostos de ruténio
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acoplado a um microcomputador. Foram utilizadas solugdes com con-
centragdes na faixade 1 x 10°a 1 x 10 mol L' (solvente acetonitrila).
Medidas de condutancia molar foram realizadas em um condutivimetro
de bancada modelo Simpla EC150 utilizando banho termostatizador. O
complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl foi dissolvido em dgua destilada,
enquanto que o [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl foi dissolvido em acetonitrila.
Os teores de C, H, N foram determinados no equipamento Perkin Elmer
CHN-2000. Para andlise de supressdo de fluorescéncia, cada complexo
foi dissolvido em 25 mL de solugio tampao TRIS-HCI pH 7,4 (solu-
¢do estoque), preparado conforme descrito na literatura,* e o valor foi
monitorado utilizando pHmetro digital modelo PHM 240 Meter Lab.
A forga i6nica do meio foi ajustada com soluc¢@o de KC1 0,10 mol L.
A concentragido de complexo na solugdo estoque foi de 1 x 10 mol
L. Para o complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl foi adicionado 1 mL de
solvente DMSO a solugio tampao devido a solubilidade do composto
em 4gua, perfazendo 4% de DMSO na solucdo inicial.

Sintese dos complexos de ruténio

[RuCl(dmso)(dmbpy),]CI: 0,50 g (1 x 10~ mol) de [RuCl,(dmso),]
foram adicionados em 100 mL de etanol contendo 0,40 g
(2,2 x 10 mol) de 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (dmbpy). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por 90 minutos. Apds
esse periodo, a solugdo etandlica de coloracdo amarela foi mantida
a temperatura ambiente até o dia seguinte (aproximadamente 14 h),
que resultou na formagdo de um sdlido amarelo, que foi filtrado e
lavado com etanol gelado (rendimento: 70%). O resultado de andlise
elementar € coerente com a férmula RuCl,(C,,H,,N,),(CH;),SO —
experimental (calculado): C: 50,42 (50,44); H: 4,95 (4,90); N: 9,10
(9,12)%. Condutividade molar (em dgua): 135 ohm™ cm? mol ™. FTIR:
1618 cm™! (Vee); 1595 em™ (vey); 1100 em! (vgo); 680 cm™ (Vg ).
UV/Vis: A = 310 nm (¢ = 4,4 x 10* L mol"!' cm™); A = 390 nm
(e=5,7x 10°L mol' ecm™); A =440 nm (¢ = 4,8 x 10° L mol"' cm™).
O mesmo procedimento foi utilizado para a obtengdo do com-
plexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl utilizando, nesse caso, 0,90 g
(2,2 x 10°* mol) do ligante 4,4’-dinonil-2,2’-bipiridina (dnbpy).
Rendimento: 50%. Anélise elementar {RuCL,(C,;H,,N,),(CH;),SO}
—experimental (calculado): C: 65,18 (65,21); H: 8,94 (8,89); N: 5,20
(5,25) %. Condutividade molar (em acetonitrila): 108 ohm™ ¢cm? mol'.
FTIR: 1620 cm™ (Veoe); 1590 cm! (Veoy); 1079 cm! (v o); 685 cm!
(Vese). UV/Vis: A =300 nm (€ = 3,1 x 10*L mol'cm™); A =385 nm
(e=2,5x10°Lmol'cm™); A=430nm (¢=1,9x 10*L mol' cm™). A
obtencdo dos complexos foi confirmada por Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H, Espectrometria de massas e Espectroscopia vibracio-
nal de absorcéo na regidio do infravermelho, cujos espectros estao
apresentados na Figuras 1S, 2S e 3S.

Supressio de fluorescéncia

Os espectros foram obtidos em um espectrofluorimetro da Varian,
modelo Cary Eclipse, com compartimento de amostra com banho
termostatizado, com largura das fendas de excitacdo e de emissio
igual a 5 nm. As amostras foram excitadas em 280 nm e as leituras de
emissao de fluorescéncia foram realizadas na faixa de 300 a 550 nm.
Os espectros de emissdo foram obtidos nas temperaturas de 24, 30
e 37 °C. Para a obten¢ao dos espectros, utilizou-se 3 mL de solucio
tampdo de HSA 5 x 10 mol L' e fez-se adigdes sucessivas de 15 puL.
da solucao estoque do complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl (e 5 uL do
complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),|Cl). Considerando a absor¢do dos
complexos de ruténio na regido analisada (Figura 4S), os valores de
fluorescéncia foram corrigidos utilizando a equagio:*

Fcor = Fobs amﬂOg (Aex + Aem/ 2) (2)
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em que F_, e F;, sdo os valores de fluorescéncia corrigido e obser-
vado, respectivamente, e A, e A,,, sdo os valores de absorbancia nos
comprimentos de onda 280 e 350 nm, respectivamente.

Influéncia das sondas warfarina e ibuprofeno

O mesmo equipamento e condigdes experimentais descritos an-
teriormente foram utilizados para avaliar a influéncia das moléculas
de warfarina e ibuprofeno no processo de interacdo da proteina com
complexos de ruténio. Para a obtencdo dos espectros, fizeram-se
adicdes sucessivas da solugdo do complexo de ruténio em 3 mL de
solu¢do de HSA (5 x 10°® mol L") contendo as respectivas sondas
warfarina ou ibuprofeno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira evidéncia da coordenag@o dos ligantes N-heterociclicos
ao centro metalico foi o surgimento de bandas de absor¢ao em 440 nm
(e =4,8x 10° mol!' L cm™), 390 nm (¢ = 5,7 x 10° mol!' L cm™)
e 310 nm (¢ = 4,4 x 10* mol! L cm™) para o complexo conten-
do o ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, e bandas em 430 nm
(¢ =19 x 10° mol! L cm™), 385 nm (¢ = 2,5 x 10°* mol! L cm™)
e 300 nm (¢ = 3,1 x 10* mol! L cm™) para o complexo contendo
o ligante 4,4’-dinonil-2,2’-bipiridina. As bandas na regido de
385 a 440 nm foram atribuidas as transi¢cdes de transferéncia de
carga do fon ruténio(Il) para o ligante N-heterociclico (MLCT).*
A banda na regido de 300 nm foi atribuida a transicio interna do
ligante N-heterociclico. A auséncia dessas bandas no espectro
eletronico do complexo precursor {[RuCl,(dmnso),] A = 308 nm
(¢ =218 mol!' L cm™), A = 355 nm (¢ = 435 mol! L cm™"), ambas
atribuidas as transi¢des d-d }*¢ € uma evidéncia direta da formacao de
novos complexos de ruténio. As composicdes das esferas de coorde-
nagao foram determinadas pelas andlises dos espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (Figura 1S), espectros de massas
(Figura 2S) e espectros vibracionais (Figura 3S).

No espectro de ressondncia do derivado [RuCl(dmso)(dmbpy),]
Cl, observou-se trés sinais de ressonancia na regido de campo bai-
xo do espectro com valores de descolamentos quimicos iguais a
6=9,4 ppm, 6 =8,3 ppm e & =7,5 ppm atribuidos, respectivamente,
aos hidrogénios Hy, Hse H;dos anéis piridinicos do ligante dmbpy. Os
prétons dos grupos CH; do ligante N-heterociclico foram atribuidos
ao sinal de ressondncia com valor de deslocamento quimico igual a
2,9 ppm. Na regido de campo alto do espectro de ressonancia foram
observados dois sinais singleto com valor de deslocamento quimico
igual a 3,2 e 3,4 ppm atribuidos aos prétons do ligante DMSO co-
ordenado ao centro metdlico. Considerando o padrdo dos sinais de
ressonancia e os valores de integracao desses sinais, pode-se afirmar
que duas moléculas de 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina estdo ligadas ao
centro metdlico em posi¢do frans entre si e perfazem o plano equa-
torial do complexo.

Para o complexo de ruténio contendo 4,4’-dinonil-2,2’-bipiridina,
[RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl, observou-se um padrao simples de sinais de
ressonancia com os seguintes valores de deslocamentos quimicos para
os hidrogénios arométicos: H;=9,6 ppm, H; = 8,4 ppme H;=7,3 ppm.
Esses valores sdo similares ao apresentado para o sistema contendo
o ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, porém com as multiplicidades
dos hidrogénios diferentes, que podem ser justificadas pela diferenga
do ambiente magnético gerada pelas conformacdes dos grupos dinonil
[-CH,(CH,),CH;] sobre os anéis piridinicos, que favorecem acopla-
mentos espaciais dos hidrogénios, gerando os desdobramentos dos
sinais. Considerando o padrdo dos sinais de ressonancia e os valores
de integracdo desses sinais, pode-se concluir que duas moléculas
de 4,4’-dinonil-2,2’-bipiridina estdo ligadas ao centro metdlico em
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posicao trans entre si, perfazendo o plano equatorial do complexo. Os
sinais relativos aos hidrogénios alifaticos do fragmento dinonil foram
observados na regido de 1,5 a 3 ppm do espectro.

A presenca da molécula de dimetilsulféxido na esfera de coorde-
nacdo do fon metdlico pode levar a formagao de isomeros de ligacao,
pois 0 DMSO pode se coordenar ao centro metalico via 4tomo de
enxofre (S-dmso) ou via dtomo de oxigénio (O-dmso).””* Esses
isomeros podem ser distinguidos por espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho.* De acordo com a literatura,*’ o estiramento
da ligacdo S=O (vg,) da molécula DMSO ligada ao metal através
do dtomo de enxofre é observada na regido de 1080 a 1150 cm,
e para o DMSO coordenado ao metal via dtomo de oxigénio, o
Vgo = 890 a 950 cm'. Nos espectros vibracionais dos complexos,
observou-se uma banda de intensidade média em 1100 cm™ para o
derivado [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl, e em 1079 cm' para o derivado
[RuCl(dmso)(dbpy),]Cl, atribuida ao estiramento assimétrico da
ligagdo S=0 do ligante dimetilsulf6xido coordenado ao centro metd-
lico via 4tomo de enxofre. As principais frequéncias observadas nos
espectros vibracionais dos complexos com as atribuicdes provaveis
estdo apresentadas na Tabela 1S.

O modo de coordenacdo do ligante ambidentado DMSO estd
relacionado com efeitos eletronicos e estéricos.*” O fon Ru**, por
apresentar carga idnica pequena e raio idnico grande, comporta-se
como uma espécie mole (ou eletronicamente polarizdvel, segundo
conceito de Pearson) e, portanto, deve preferir coordenar-se ao 4tomo
de enxofre da molécula de DMSO, que apresenta densidade eletronica
maior e mais polarizdvel (base mole de Pearson), em vez de ligar-se ao
dtomo de oxigénio (um dtomo com cardter mais duro).*! A presenca de
ligantes N-heterociclicos de cardter -receptor em posicao trans entre
si na esfera de coordenag@o induz uma competigéo pelos elétrons 7
do fon metdlico, o que favorece a manutengdo de um ligante com
caracteristicas o-doadora e m-doadora, como o fon cloreto. Nesse
caso, o fon cloreto, um ligante de campo fraco e de caracteristica
nt-doadora, induz a coordenagao do dimetilsulf6xido ao centro meta-
lico pelo atomo de enxofre (ligante de campo forte e de caracteristica
T-receptora), o que leva ao aparecimento de um efeito cooperativo
nas ligacdes axiais do complexo do tipo Cl-Ru-S(dmso).*”*

A composicio da esfera de coordenagdo dos complexos foi
corroborada pela andlise dos espectros de massas dos compostos,
pois permitiu obter a razdo massa-carga (m/z) dos fons complexos
e, com a expansdo dos picos de interesse, foi possivel observar o
padrdo da distribuicio isotdpica do centro metdlico. No espectro
de massas do complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl foi observado
o pico em 583,0699 atribuido ao fon complexo sem o contra-ion
cloreto, [RuCl(dmso)(dmbpy),]* m/Z.cyeq0 = 583,133 Para o com-
plexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl foi observado o pico em 1031,5847
atribuido ao fon complexo sem o contra-ion cloreto, [RuCl(dmso)
(dnbpy),|* M/Z 1000 =1031,973.

Para estabelecer a natureza idnica dos complexos e, conse-
quentemente, definir o tipo de eletrélito formado na reacéo do pre-
cursor [RuCl,(dmso),] com o ligante dmbpy (ou dnbpy), medidas
de condutividade foram realizadas. Os valores de condutividade
molar para solugdes dos complexos (1,2 x 107 mol L) indicaram
a estequiometria 1:1 de eletrélitos, o que € coerente com a dissocia-
¢do dos complexos nas espécies ionicas [RuCl(dmso)L,]* e CI- em
solugdo (A, = 135 ohm™ cm? mol"! para [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl
em dgua; A, = 108 ohm™ cm? mol"! para [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl
em acetonitrila).

Supressao de fluorescéncia

Do conjunto de aminodcidos que compdem a estrutura prima-
ria da albumina, os aminodcidos aromadticos triptofano, tirosina e

Quim. Nova

fenilalanina sdo os responsdveis pela emissdo de fluorescéncia da
cadeia peptidica, quando a biomolécula € excitada na regido de 280
nm. Fenilalanina e tirosina apresentam rendimentos quanticos peque-
nos quando excitados nessa regido, devido ao processo de ionizacao
e efeitos de polarizagdo induzida no microambiente ao redor desses
aminodcidos.'*** Dessa forma, dos fluor6foros naturais da proteina,
a emissdo do triptofano, que ocorre em 350 nm, € predominante.'®*
A adi¢do dos complexos de ruténio diminuiu a intensidade dessa
banda, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2. (A) Espectros de supressdo de fluorescéncia da HSA na presenca
do complexo de [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl, concentracdo = 0 a 14,6 x 10°
mol L. (B) Grdfico de Stern-Volmer sistema HSA-[RuCl(dmso)(dmbpy),]
Cl. (C) Espectros de supressdo de fluorescéncia da HSA na presenga do
complexo de [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl, concentracdo = 0 a 26,7 x 10° mol L.
(D) Grdfico de Stern-Volmer sistema HSA-[RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl. Solugdo
tampdo pH = 7,4; Aexc. = 280 nm; temperatura 37 °C; CHSA = 5x 10° mol L'

A supressdo da fluorescéncia intrinseca da biomolécula indica
o contato entre o fluoréforo e o agente supressor. Assim, € possivel
inferir a partir dessa supressdo que o complexo de ruténio atinge a
microrregido em que estd alojado o residuo de triptofano que, nesse
caso, esta contida no sitio I de Sudlow, na interface dos subdominios
ITA e IIB da cadeia proteica.** A supressdo de fluorescéncia observada
pode ter sido induzida por diferentes processos como rea¢des no estado
excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formacdo
de complexo no estado fundamental e colisdes moleculares.”® Para
compostos de ruténio,* a supressdo de fluorescéncia da albumina é
consequéncia da intera¢do do centro metalico com o residuo de tripto-
fano via histidina e envolvendo o processo de transferéncia de energia.
A caracteristica dessa regido € a presenca de seis 0-hélices conectadas
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por uma estrutura do tipo laco formada por residuos de aminodcidos
que ocupam as posi¢des 148 a 154 da estrutura polipeptidica. A con-
formagao é mantida através de forcas hidrofdbicas envolvendo cadeias
laterais de aminodcidos neutros apolares (Leu-219, Phe-223, Leu-238,
Leu-260, Ile-264, 1le-290 e Ala-291) e de interagdes eletrostdticas
entre fragmentos laterais alcalinos dos aminoéacidos His-242, Arg-257,
Lys-195, Lys-199, Arg-218 e Arg-222 com moléculas do solvente. E
nesse ambiente, onde forgas hidrofébica e eletrostdtica coexistem e sdo
corresponsaveis pela conformagao local da estrutura proteica, que estd
localizado o principal grupo emissor de fluorescéncia da HSA (Trp-
214), o qual € utilizado como sonda no monitoramento da interacdo
de espécies exdgenas com a proteina. '

Mecanismo de supressio de fluorescéncia

Na maioria dos processos, a supressdo de fluorescéncia pode
ser interpretada a partir de dois mecanismos relativamente simples,
denominados de mecanismo dindmico e mecanismo estatico.?

Esses mecanismos podem ser entendidos em termos das colisdes
entre as moléculas de albumina e espécies exdgenas que levam a
supressdo de fluorescéncia da proteina, e podem ser distinguidos pela
dependéncia que os valores das constantes de supressio tém com a
temperatura e viscosidade.?®

O mecanismo dindmico estd baseado na colisdo do fluoréforo
(HSA, Trp-214) no estado excitado com a espécie supressora (com-
plexo de ruténio). Nesse caso, o aumento da temperatura faz aumentar
as energias cinéticas das moléculas e faz diminuir a viscosidade
do meio reacional e, por consequéncia, as moléculas do supressor
movem-se com mais velocidade para o interior proteico aumentando a
frequéncia de colisdes e ocasionando o aumento do valor da constante
de supressio (K,,).

No mecanismo estdtico, a etapa determinante € estabelecida pela
formagao de complexos ndo-fluorescentes entre as espécies no estado
fundamental. Nesse caso, a elevagdo de temperatura faz diminuir a es-
tabilidade do complexo nao-fluorescente (HSA-complexo metdlico),
visto que as moléculas se movem com mais velocidade, colidem com
mais frequéncia e mais energia. A medida que a temperatura aumenta,
os valores de constantes de supressio diminuem.?

O método utilizado para atribuir o mecanismo de supressao ba-
seado no modelo colisional foi elaborado por Stern-Volmer,?* cuja
abordagem matemadtica estd apresentada na equagdo abaixo:

(Fy/F) =1+ K1,[Q] = 1 + K [Q] 3)

em que F, € a intensidade de fluorescéncia da proteina pura, F € a
intensidade de fluorescéncia da proteina na presencga do supressor,
K,, € a constante de supressio de Stern-Volmer, a qual € o resultado
da multiplicag@o da constante de velocidade bimolecular de supres-
sdo (K,) e o tempo de vida médio da protefna na auséncia do complexo
de ruténio (t, ~10%s), e [Q] € a concentracdo do supressor (no caso,
complexos de ruténio).

Essa equacdo tem a forma da equacdo geral para uma reta, onde
K,, é ainclinacdo e 1 é aintercessao de y (F/F) com areta. Assim, para
um mecanismo de supressio colisional dindmico ou estatico, um gra-
fico darazdo da intensidade de fluorescéncia da proteina (F/F) versus
a concentra¢do do complexo de ruténio [Q] fornece uma reta, cuja
inclinag@o € a constante de supressdo (K,). Um mecanismo que nao
¢ dindmico ou estdtico ndo produzird uma linha reta.

A partir da equagao 3, obteve-se os graficos de (F,/F) em fungdo
da concentracdo dos complexos de ruténio, como representado na
Figura 2. Nesse caso, observamos um perfil ndo-linear para o sistema
HSA-[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl, e um perfil linear para o sistema
contendo o complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),|Cl.
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O desvio positivo da linearidade observado para o sistema
HSA-[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl (Figura 2B) indica que o mecanismo
de supressdo de fluorescéncia da albumina induzida pelo derivado
metdlico ndo € exclusivamente dindmico ou estdtico, mas sim um
mecanismo hibrido ou intermedidrio (dindmico + estdtico),* no qual
deve-se considerar a esfera de a¢do do complexo metdlico. Nesse caso,
aequagdo de Stern-Volmer € modificada e a constante de supressdo €
dada pela combinacao das constantes dos dois mecanismos, conforme
equagdo abaixo:%

{1-(F/F) M[Q] = {Kypuene(F/Ep)} + (14+wW)/[Q] 4

em que K, ... € a constante de supressdo resultante da combinagdo
da parte estatica (K,) e dindmica (K;) do mecanismo hibrido, e (1-w)
¢ a fracdo da protefna que estd sob a influéncia da esfera de a¢do do
SUpIessor.

Assim, para um mecanismo de supressao hibrido, um gréfico de
{1-(F/F,) }/[Q] versus a razdo de fluorescéncia (F/F,) fornece uma
reta, cuja inclinagdo € a constante de supressdo aparente (K, ene)-
A fragdo da proteina que estd sob a influéncia da esfera de agdo do
supressor € obtida a partir do coeficiente linear da reta {(1+w)/[Q]}
e € dependente da concentracio do supressor.

Usando a equac¢do 4 nos dados obtidos para o sistema
HSA-[RuCl(dmso)(dmbpy),]|Cl, tem-se os graficos mostrados na
Figura 3, que apresentaram perfis lineares e, a partir do tratamento
matemadtico adequado, obteve-se os valores de constante de supressao
(Kyparene)- Nesse caso, verifica-se que a medida que a temperatura
aumenta, os valores de constantes de supressdo tendem a diminuir
{1,31 £0,02 x 10* mol"' L (24 °C); 1,14 £ 0,03 x 10* mol "' L (30 °C);
0,95+ 0,04 x 10* mol' L (37 °C)}, o que permite inferir que a etapa
predominante do processo de supressdo de fluorescéncia da HSA
pelo complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl € a formacéo de aduto ndo
fluorescente entre as espécies no estado fundamental. Os valores para
aesfera de agdo do complexo metdlico no ambiente proteico variaram
de 0,4 20,9 (ou40 a90%) dependendo da concentragao do supressor.
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Figura 3. Grdfico de {1-(F/F0)}/[ Q] versus a razdo de fluorescéncia da HSA
na presenga do complexo de [RuCl(dmso)(dmbpy),]CI

Para o sistema HSA-[RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl, como mencionado
anteriormente, tem-se os graficos com perfis lineares (Figura 2D) e,
a partir do tratamento matemadtico adequado, obteve-se os valores
de constante de supressdo {K,, = 13,6 £ 0,2 x 10* mol! L (24 °C);
13,2+ 0,3 x 10* mol! L (30 °C); 12,5 £ 0,3 x 10* mol! L (37 °C)}.
Nesse caso, verifica-se também que a medida que a temperatura
aumenta, os valores de constante de supressdo tendem a diminuir,
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o que € coerente com a formagdo de um aduto proteina - complexo
de ruténio.

Em todos os casos, a constante de supressdo de fluorescéncia da
albumina tende a diminuir com o aumento da temperatura, porém,
a presenca de grupos periféricos com maior cardter hidrofébico
aumenta a magnitude dessa constante, refletindo a influéncia das
forcas de van der Waals na formagdo desses adutos ndo fluorescentes
no estado fundamental.*®

Como nos dois sistemas o mecanismo que justifica o processo
de supressdo € baseado na ligacdo dos complexos de ruténio ao mi-
croambiente proteico onde estd localizado o principal grupo emissor
de fluorescéncia da HSA (Trp-214), gerando espécies ndo fluores-
centes no estado fundamental, € possivel inferir a acessibilidade dos
complexos ao arcabougo proteico e, por consequéncia, determinar
a constante de supressdo da fracdo acessivel. A equagdo de Stern-
Volmer,” que descreve a acessibilidade de supressores ao fluoréforo,
leva em conta a concentragdo do agente supressor e a razio entre
as intensidades de fluorescéncia da proteina pura e na presenga do
supressor, expressas pela equacao:

Fy/AF = {1/(fK)}/[Q] + 1/f, &)

em que AF = F-F, f, € a fracdo acessivel do supressor a proteina, e
K, € a constante de supressdo da fragdo acessivel.

Os grificos de Stern-Volmer, parametrizados em termos de F/AF
e 1/[Q], apresentaram perfis lineares para ambos os complexos
(Figura 4). Com base nas equagdes das retas, calculamos os valores
de constante de supressdo das fracdes acessiveis dos complexos de
ruténio a protefna (Tabela 1). Observando os dados de supressdo
da interacdo dos complexos com a HSA, nota-se a diminui¢do dos
valores de K, em fun¢do do aumento da temperatura, caracteristico
do mecanismo de supressdo estdtico. A interagdo do complexo de
ruténio com a HSA resultou em um valor médio do parametro f, de
0,9, definindo que aproximadamente 90% da fluorescéncia inicial da
albumina estd acessivel ao derivado metdlico.

Determinacio da constante de ligacio (K,) e niimero de sitios
de ligacao (n)

A interac@o dos complexos de ruténio com a HSA pode ser escrita
genericamente da seguinte forma:

[RuCl(dmso)(L),]* + HSA === {HSA-[RuCl(dmso)(L),]*}

Nela, destaca-se a presenca do fon complexo e da proteina em
equilibrio dindmico com o aduto proteina-complexo formado em
solugdo. A formagdo desse aduto apresenta uma constante de liga-
¢do (K,), que € influenciada pela temperatura, pela solubilidade das
espécies em dgua ou lipideos e pela natureza das interagdes quimicas
(atragdo eletrostdtica, ligagdo covalente ou forcas de van der Waals) do
complexo com a estrutura proteica, e pode ser utilizada para avaliar
a afinidade do composto pela proteina. Valor elevado de constante
de ligacdo (K, > 10°) indica que a espécie ex6gena liga fortemente
a proteina e, por consequéncia, diminui sua agdo farmacoldgica,
pois hd menor quantidade da espécie exdgena livre para atravessar a
membrana celular e interagir com os receptores bioldgicos.*

O valor da constante de ligagcdo pode ser calculado usando a equa-
¢do modificada de Stern-Volmer apresentada na parte introdutdria desse
artigo (eq. 1), que utiliza a varia¢@o de fluorescéncia do sistema em fun-
¢do da concentragio da espécie supressora, em termos de cologaritmo.

Os grificos parametrizados em termos de log{(F,-F)/F} e log[Q]
estdo apresentados na Figura 5 e os valores das constantes de ligacio
sdo mostrados na Tabela 2.
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Figura 4. Grdficos de Stern-Volmer parametrizados em termos de FO/AF e 1/
[Q] para os sistemas HSA-[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl (A) e HSA-[RuCl(dmso)
(dnbpy),]Cl (B)

Tabela 1. Valores de constantes de supressio (Ka) para a interacio dos com-
plexos de ruténio com HSA em solucdo tampao pH 7,4

Complexo x1 O“Ifri‘ol" L) R Temgeg)nura
1,41 £0,04 0,9990 24
[RuCl(dmso)(dmbpy),]C1 1,20 £ 0,02 0,9989 30
1,03 £0,02 0,9998 37
13,58 +0,03 0,9985 24
[RuCl(dmso)(dnbpy),]C1 7,82 0,03 0,9898 30
5,73 £ 0,04 0,9959 37

Nesse caso, a constante de ligagdo dos complexos a HSA € da
ordem de 10° mol L', indicando que a formacdo do aduto complexo-
-HSA ¢é favoravel e que os derivados metalicos apresentam elevada
afinidade pelos sitios de ligag¢@o da proteina.

Entre varios sitios de ligagdo existentes na estrutura proteica, a
interac@o dos complexos de ruténio com a HSA resultou na ocupagio
de apenas um sitio de ligagdo, como mostrado na Tabela 2. Essa in-
formagédo € importante, pois em varios tratamentos de doengas como
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e na quimioterapia, € necessaria
a administra¢do de dois ou mais medicamentos a0 mesmo tempo.
Nessas situacdes, € necessdrio saber o nimero de microambientes
proteicos disponiveis para as interagdes, visto que a HSA atua como
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um reservatorio temporario de multidrogas no plasma sanguineo
retardando a chegada dos principios ativos aos receptores.

A estabilidade dos adutos formados também deve ser analisada
sob o ponto de vista termodindmico, uma vez que a estabilidade desses
sistemas estd diretamente relacionada com a interacdo quimica dos
complexos metdlicos com a molécula de HSA.

Parametros termodinamicos

Na concepcdo de Ross e Subramanian,” a partir da constante
de ligacao € possivel determinar os pardmetros termodinamicos da
interacdo dos complexos metélicos com a HSA e correlaciona-los
com os diferentes tipos de forcas intermoleculares envolvidos na
inclusdo do composto na cavidade proteica.

Para a determinagdo dos valores da varia¢do da entalpia (AH)
e da entropia (AS) foi aplicada a Equagdo de Van’t Hoff (eq. 6):%

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

em que AH = variagdo de entalpia, AS = variagdo de entropia,
R=38,314 I mol' K' e T € a temperatura em Kelvin.

Para a varia¢do da energia livre de Gibbs (AG) foi utiliza-
da a relacdo AG = - RT InK,, onde K, € a constante de ligacio,
R=8314Tmol! K'eT ¢ atemperatura em Kelvin.

Os parametros termodinamicos obtidos a partir do tratamento mate-
mético adequados dos graficos mostrados na Figura 6 estdo na Tabela 2.
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Figura 6. Grdficos de van’t Hoff para determinagdo de parametros termodi-
ndmicos dos sistemas HSA/[RuCl(dmso)(dmbpy),]ClL(A) e HSA/[RuCl(dmso)
(dnbpy),]Cl (B)

A interacdo do complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl com a HSA
é espontanea, conforme mostram os valores de AG < 0, e controlada
essencialmente pela entalpia (AH < 0) com pouca contribui¢io do
pardmetro entrépico. Considerando as correlacdes observadas por
Ross e Subramanian,* é possivel inferir que a inser¢éo e manuten-
¢d0 do complexo de ruténio na estrutura proteica € determinada
por interagdes eletrostaticas do tipo fon-dipolo. O complexo induz
uma alteracgdo estrutural da proteina e expde fragmentos polares dos
aminodcidos, em especial, dos residuos de lisina (Lys-195, Lys-199)
e arginina (Arg-218, Arg-222, Arg-257), presentes na interface dos
sitios de Sudlow. Essa recomposicdo da estrutura do ambiente pro-
teico em torno do complexo metdlicos maximiza as intera¢des fon-
-dipolo no aduto, visto que em pH 7,4 os residuos estdo carregados
(PLiina = 9,74; DL ginina = 10,8)* justificando, assim, o predominio das
interacdes eletrostdticas nesse sistema. A presenca do ligante torna
a contribui¢do entdlpica maior, decorrente de um cardter covalente
maior da liga¢do entre o complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl e as
sequéncias de aminodcidos presentes na estrutura proteica. Assim,
considerando as correlagdes observadas na literatura,*® € possivel
inferir que a inser¢do do complexo na HSA € dirigida por forgas de
van der Waals.

Influéncia das sondas warfarina e ibuprofeno na interacio dos
complexos de ruténio com HSA

A molécula de albumina tem dois sitios de ligagdo para a maioria
dos compostos exdgenos classificados como sitios I e I de Sudlow. O

Tabela 2. Valores de constantes de ligacao (Kb), nimero de sitios de ligac@o (n) e pardmetros termodindmicos para a interacdo dos complexos de ruténio com

HSA em solugdo tampao pH 7,4

Kb

AG AH AS

complexo (x 105 mol"' L) n (kJ mol") (J mol") (J mol' K TCO
5,82 0,08 13 328 24

[RuCl(dmso)(dmbpy),]CI 529 +0,06 13 332 177 0,99 30
4,68 +0,06 12 337 37
9,87 0,05 11 342 24

[RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl 341004 1,0 32,1 2082 53 30
0,89 + 0,05 0,9 294 37
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sitio I € maior, mais flexivel e menos estereosseletivo e sua conforma-
¢do é mantida predominantemente por forgas hidrofdbicas.' O sitio IT
¢ menor, mais seletivo e sua estrutura € mantida pela combinagao de
forcas hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e atracdo eletrostética.'®

Os dados termodindmicos mostraram que os complexos de ru-
ténio t€m afinidades diferentes pela estrutura da HSA: o complexo
[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl encontra-se em um ambiente proteico mais
polarizado, ao passo que o [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl prefere uma
regido mais hidrofébica.

Para complementar a caracteriza¢do desses sistemas, monitora-
mos o comportamento dos complexos em solugdes contendo HSA
e moléculas marcadores (ou sondas) de sitios proteicos. Nesse caso,
utilizamos o composto warfarina como molécula marcadora do si-
tio I de Sudlow, especificamente no subdominio IIA, e o composto
ibuprofeno como molécula marcadora do subdominio IIIA do sitio 11
de Sudlow.*

A interagdo dos complexos de ruténio com a HSA contendo war-
farina e ibuprofeno pode ser escrita genericamente de duas maneiras,’!
em que Y representa as sondas:

i) {HSA-Y) + [RuCl(dmso)(L),]* === (HSA—[RuCl(dmso)(L),]*} + Y
ou
ii) (HSA-Y} + [RuCl(dmso)(L),]* <= {Y-HSA—[RuCl(dmso)(L),]*}

Na primeira representacio (i), o complexo de rut€nio compete
com a sonda pelo sitio de ligacdo da proteina. Essa competicdo implica
na ruptura da ligacdo sonda-HSA e, consequentemente, na diminui-
¢do do valor da constante de ligagdo (K,) do complexo pelo sitio
de ligacdo da albumina, pois altera a porcentagem de complexo no
ambiente proteico. Na segunda representagdo (if) ndo ha competicio
entre complexo e sonda pelo sitio de ligagdo. Nesse caso, o complexo
de ruténio desloca a sonda para outro sitio de ligagio, configurando
um mecanismo associativo complexo-HSA-sonda e isso leva a um
aumento da constante de liga¢@o do sistema.

A Figura 7 ilustra a variac@o de fluorescéncia da HSA conten-
do warfarina e ibuprofeno na presenga do complexo [RuCl(dmso)
(dmbpy),]Cl. A presenga de ibuprofeno aumenta a intensidade de
fluorescéncia da albumina, ao passo que a presenca de warfarina
diminui a intensidade de fluorescéncia e desloca o mdximo de
emissdo da HSA (Aiz0 ~350 nm para HSA pura; A ~390 nm
para HSA+warfarina). A adi¢dao de complexo de ruténio diminui a
intensidade da banda, em ambos os sistemas.

Os valores de constante de ligacdo obtidos a partir da equacio
modificada de Stern-Volmer apresentada na parte introdutdria desse
artigo (equacgdo 1) estdo apresentados na Tabela 3.

Observando os valores de constante de liga¢ao da interagdo dos
complexos de ruténio com a HSA contendo os marcadores de sitios
proteicos, nota-se a varia¢do significativa desse pardmetro na presenga
de warfarina e pouca influéncia do ibuprofeno e, portanto, evidencia
que os complexos de ruténio estdo conectados a HSA no sitio I de
Sudlow, especificamente no subdominio IIA. O fato da constante de
ligagdo do complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl diminuir na presenga
de warfarina indica que o complexo compete com a sonda pelo sitio
de ligagdo. No caso do complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl, o elevado
valor da constante de ligagdo indica um processo associativo, no qual
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Figura 7. Espectros de supressdo de fluorescéncia da HSA contendo Ibupro-
feno (A), e Warfarina (B), na presenga do complexo [RuCl(dmso)(dmbpy),]
Cl, concentragdo = 0 a 14,6 x 10° mol L. Solucdo tampdao pH = 7,4;
Aexc. = 280 nm; CHSA = 5 x 10° mol L. Cibuprofeno = Cwarfarina =
5x10°mol L

o derivado metélico liga-se fortemente a albumina e desloca a sonda
para outro microambiente proteico.

CONCLUSAO

O processo de inser¢do dos compostos no arcabougo proteico
foi monitorado pela supressdo de fluorescéncia da albumina do soro
humano. Variando a metodologia, observou-se que os parametros
associados ao processo de supressdo de fluorescéncia da albumina
pelos complexos metdlicos seguiram o mesmo padrio, mostrando a
predominéncia do mecanismo estatico, caracteristico da ligagdo do su-
pressor a proteina no estado fundamental. Das evidéncias da influéncia
das sondas warfarina e ibuprofeno na interagdo dos complexos de
ruténio com a HSA, somadas aos resultados termodinamicos, pode-se
concluir que os complexos de ruténio estdo alojados no subdominio
ITIA do sitio I de Sudlow e, devido as caracteristicas dessa regiao, o
complexo [RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl é mantido nesse microambiente
através de forcas de van der Waals envolvendo cadeias laterais de
aminodcidos neutros apolares, ao passo que o complexo [RuCl(dmso)

Tabela 3. Valores de constante de ligagdo (Kb) para a interagdo dos complexos de ruténio com HSA contendo ibuprofeno ou warfarina

HSA/[RuCl(dmso)(dmbpy),]Cl

HSA/[RuCl(dmso)(dnbpy),]Cl1

Kb (sem sonda)
Kb com ibuprofeno

Kb com warfarina

5,82 0,08 x 10° mol' L
3,25 +0,06 x 10° mol' L
4,58 + 0,08 x 10* mol' L

9,87 0,05 x 10° mol' L
8,93 £0,04 x 10°mol' L
7,75 £ 0,05 x 10’ mol' L
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(dmbpy),]Cl € mantido por interagdes eletrostaticas envolvendo
fragmentos laterais alcalinos dos aminodcidos da estrutura proteica.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, com acesso

livre, espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio
(Figura 1S), espectros de massas (Figura 2S), espectros vibracio-
nais (Figura 3S e Tabela 1S) e espectros eletronicos (Figura 4S) dos
complexos de ruténio sintetizados nesse trabalho.
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