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INVESTIGATION OF THE FLUORESCENCE QUENCHING OF BOVINE AND HUMAN SERUM ALBUMIN BY RUTHENIUM
COMPLEX. The binding of [RuCL,(L)] (L = N,N-bis(7-methyl-2-pyridylmethylene)-1,3-diiminopropane) to bovine and human
serum albumin was investigated by the fluorescence quenching technique. The comparison of the quenching effect of serum albumin

fluorescence by ruthenium complex allowed the estimation of subdomain IB in BSA and subdomain IIA in HSA as the binding
sites for this complex. The results of fluorescence titration revealed that ruthenium complex quenches the intrinsic fluorescence of
BSA through a dynamic quenching mechanism, while HSA has a static quenching mechanism. The thermodynamic parameters
indicated that hydrophobic forces played a major role in the binding of ruthenium complex to proteins. The process of binding was
a spontaneous process in which Gibbs free energy change was negative.
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INTRODUCAO

A partir dos anos 1970, com a comercializagdo do primeiro medi-
camento contendo platina, cisplatina, usado clinicamente no tratamento
do céancer ovariano e de testiculo, os complexos de metais de transi¢do
tém sido uma fonte inesgotdvel de compostos com atividades bioldgicas
e farmacoldgicas promissoras.” Dentro dessa classe de compostos,
os derivados de ruténio tém desempenhado um papel especial como
potenciais agentes terapéuticos para processos antimetabdlicos, devido
a sua estabilidade, ao potencial de reducdo, substituicio de ligante,
processos de transferéncia de elétrons e propriedades citotdxicas.'*!” No
entanto, antes de comegar a projetar e sintetizar um novo medicamento,
uma grande quantidade de dados biolégicos precisa ser reunida, pois a
ligacao dos complexos com biomoléculas afeta seu perfil fisioldgico e,
na maioria dos casos, s6 a fragdo livre do complexo produz atividade
terapéutica.'®** Por essa razdo, no processo de racionalizagio de novos
farmacos € de fundamental importancia que a etapa inicial envolva o
estudo de interacdo dos compostos com proteinas, como a albumi-
na.”? No organismo, a albumina ¢ responsével por diversas fun¢oes
bioldgicas, das quais destacamos as ag¢des de armazenar, transportar,
metabolizar e excretar ampla gama de ligantes exégenos e endogenos
através da formacdo de adutos.

Das albuminas disponiveis no mercado, a do soro bovino (BSA)
tem sido muito utilizada em estudos biomiméticos, devido a sua
estabilidade, disponibilidade, baixo custo e semelhanca estrutural
com a albumina humana (HSA).>**" Nesse sentido, a proteina bovina
apresenta uma sequéncia homoéloga de 80% e similaridade da estrutura
tercidria de 76% quando comparada & humana.>>?

As estruturas das albuminas t€m sido determinadas e as regides
de ligagdes preferenciais de firmacos tém sido caracterizadas por
cristalografia.”®3! Essas regides sdo classificadas em trés grandes
dominios estruturalmente similares, denominados de I, I e III, e cada
dominio contém dois subdominios, classificados de A e B.» As regi-
Oes responsdveis pelo armazenamento dos compostos nas albuminas
estao localizadas nos subdominios IIA e IIIA, e sdo conhecidas como
sitios I e II de Sudlow.*?

*e-mail: vrsouza2 @uem.br

A albumina do soro humano € constituida por 585 aminodcidos,
sendo 17 grupos de tirosina e apenas um fragmento de triptofano
(Trp-214), que estd localizado na posi¢do 214 e no subdominio 1A
do arcabougo proteico, enquanto a bovina € composta por 582 ami-
nodcidos, sendo 20 grupos de tirosina e dois fragmentos de triptofano
denominados Trp-134 e Trp-212, localizados nos subdominios IB e
IIA, respectivamente, como representado na Figura 1.3

Figura 1. Representagdo dos arcabougos proteicos das albuminas do soro
bovino (BSA) e humano (HSA), destacando a localizagdo dos residuos de
triptofano, e do complexo de ruténio [RuCl,(L)]

No inicio da década de 1980, Ross e Subramanian® foram os
primeiros a relacionar parametros termodindmicos com os diferentes
tipos de forgas intermoleculares que estdo envolvidos na insercio
de pequenas moléculas no arcabougo proteico. Segundo os autores,
a relagdo entre os termos entrépico, entdlpico e forcas quimicas €:
i) AS >0e AH > 0, o processo de inser¢do do composto na proteina
¢ determinado por interagdes hidrofébicas; ii) AS <0 e AH <0, o
processo ¢ determinado por ligacdes de hidrogénio ou forgas de
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van der Waals; iii) AS < 0 e AH > 0, o processo € determinado por
atracdes eletrostdticas.

Um modo para obter esses pardmetros fisico-quimicos e, con-
sequentemente, monitorar o metabolismo e a eficiéncia de formacos
no organismo € estudar a supressdo de fluorescéncia das proteinas
induzida pela presenca dessas substincias.* Essa supressdo pode ser
induzida por diferentes processos como reagdes no estado excitado,
rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formagao de com-
plexo no estado fundamental e colisdes moleculares.

A soro albumina, quando excitada em 280 nm, apresenta uma
fluorescéncia intrinseca com maximo de emissao na regiao de 350 nm
associada aos L-aminodcidos triptofano, tirosina e fenilalanina.>
Dos trés fragmentos, a emissdo dos residuos de triptofano da BSA
(Trp-134 e Trp-212) e HSA (Trp-214) e € a mais significativa, devido
a natureza quimica do microambiente ao redor desses grupos.”’

Uma descrigao bastante completa acerca dos fundamentos de fluo-
rescéncia encontra-se disponivel na literatura® e, por isso, optou-se
por ndo reproduzir aqui uma exaustiva descri¢do geral desse tema.
Em vez disso, vamos destacar a abordagem matemadtica empregada
para determinar parametros fisico-quimicos da interagio de pequenas
moléculas com as albuminas.

O mecanismo de supressdo de fluorescéncia de Stern-Volmer,
também conhecido como modelo de supressdo dindmica da fluores-
céncia, tem sido amplamente utilizado para a obtencdo de tais para-
metros.*”*” No mecanismo, a supressio da fluorescéncia depende da
colisdo entre a molécula da proteina excitada e a espécie supressora
(Q) com constante de velocidade de supressdo bimolecular K q.“’ A
reducdo da intensidade de emiss@o de fluorescéncia (F), em relacio
a intensidade observada na auséncia de supressor (F,) € dada pela
equagdo 1 (equagdo de Stern-Volmer):*

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

na qual F; e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da
BSA na auséncia e presenca do supressor, respectivamente. K, € a
constante de velocidade bimolecular de supressdo, T, ¢ o tempo de
vida médio das biomoléculas na auséncia de supressor (108 s),% [Q]
¢ a concentragdo do supressor, € o produto K, T, € conhecido como
constante de Stern-Volmer (Kg,).

Por outro lado, a colis@o entre a proteina e o supressor pode ocor-
rer no estado fundamental, levando a formag¢ao de um complexo nio
fluorescente entre a albumina e a espécie supressora.’® Neste caso, o
mecanismo de supressio de fluorescéncia € tratado como um processo
de supressio estdtica da fluorescéncia e a equag@o de Stern-Volmer
pode ser reescrita como mostrado a seguir:*®

(F/AF) = V(£ K,[QD + 1/f, 2

na qual AF ¢ a diferenca da intensidade de fluorescéncia na auséncia
de supressor (F;) e na presenga de supressor (F), f, € a fracdo da
fluorescéncia inicial que estd acessivel ao supressor (complexo) e K,
¢ a constante de supressdo de Stern-Volmer para a frac@o acessivel
ao supressor, usualmente empregada para tratamento de mecanismo
estdtico de supressao.

Os processos dindmico e estitico podem ser distinguidos pela
dependéncia dos valores de constantes de supressdo com a tempe-
ratura e viscosidade.®

No processo dindmico, o aumento da temperatura promove a
diminui¢ao da viscosidade do meio reacional favorecendo a difusdo
do supressor em diregdo ao fluoréforo no estado excitado. O aumento
da temperatura induz um aumento das colisdes mutuas e, como con-
sequéncia, observa-se um aumento da constante de supressio (K_,)
com a elevagdo da temperatura.’
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No caso do mecanismo estitico, como ha a formagdo de um
complexo nao fluorescente entre a albumina e o supressor no estado
fundamental, o aumento da temperatura do meio reacional diminui
a estabilidade do complexo intermedidrio e, consequentemente, 0s
valores de constantes de supressdo (K, ) diminuem com a elevacdo
da temperatura.®

Nesse contexto, motivados pelo potencial farmacolégico dos
derivados de ruténio descritos na literatura,**>* realizamos o estu-
do comparativo da interagdo do complexo de ruténio [RuCl,(L)],
(L = N,N-bis(7-metil-2-piridilmetileno)-1,3-diminopropano),
Figura 1, com albumina do soro bovino (BSA) e humano (HSA). Os
parametros termodindmicos, constante de ligacdo e localizacio do
composto no arcabougo proteico foram determinados a partir dos
espectros de supressdo de fluorescéncia das biomoléculas.

PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau ana-
litico e empregados sem purifica¢do prévia: RuCl,.3H,0 (Aldrich),
LiCl (Merck), 2-acetilpiridina (Aldrich), 1,3-diaminopropano
(Aldrich), etanol (Merck), acetonitrila (Merck), albumina de soro
bovino (Aldrich), albumina do soro humano (Aldrich), alumina
neutra (Aldrich), NaOH (Synth), KH,PO, (Synth) e HCI (Merck),
(HOCH,),CNH, (Merck). Todos os compostos foram dissolvidos
em solucdo tampao TRIS-HCI pH 7.4, preparado conforme des-
crito na literatura,* cujo valor foi monitorado utilizando pHmetro
digital modelo PHM 240 Meter Lab. A forca ionica do meio foi
ajustada com solugdo de NaCl 0,10 mol L. O complexo de ru-
ténio [RuClL(L)] foi obtido e caracterizado conforme descrito na
literatura.*® Os dados de analise elementar para RuC ;H, N,Cl, sdo:
experimental C: 45,02; H: 4,54; N: 12,25; calculado C: 45,13; H:
4,46; N: 12,39%. A presenca da base de Schiff tetradentada na esfera
de coordenacdo do centro metdlico foi confirmada por andlise de
RMN de 'H, em CDCl,, cujos dados sdo: & (ppm): 7.27 (d, 2H),
7.72 (d, 2H), 7.90 (d, 2H), 9.55 (d, 2H), 4.65 (m, 4H), 2,72 (m,
2H), 2.65 (s, CH,).

Supressao de fluorescéncia

Os espectros foram obtidos em um espectrofluorimetro da Varian,
modelo Cary Eclipse, com compartimento de amostra com banho
termostatizado, com largura das fendas de excitacio e de emissdo
igual a 5 nm. As amostras foram excitadas em 280 nm e as leituras
de emissdo de fluorescéncia foram realizadas na faixa de 300 a 550
nm. Os espectros de emissdo foram obtidos nas temperaturas de 25,
30e35°C.

Para a obtengdo dos espectros, fez-se a titulagdo de 3 mL de
solu¢do de BSA 1,0 x 10® mol L' com adi¢des de 5 a 50 puL da so-
lugdo estoque do complexo [RuCl,(L)] 1,0 x 10 mol L*!, perfazendo
as concentracdes de 1,6 x 10 a 16,6 x 10° mol L' em complexo.
Para o sistema contendo HSA, os espectros foram obtidos a partir da
titulagdo de 3 mL de solugdo HSA 1,4 x 10° mol L' com adi¢des de
30 a 230 pL da solugdo estoque do complexo [RuClL,(L)] 1,0 x 107
mol L}, perfazendo as concentragdes de 1,0 x 10 a 7,7 x 10~ mol
L' em complexo. Considerando a absor¢do do complexo de ruténio
na regifio analisada,® os valores de fluorescéncia foram corrigidos
utilizando a equac@o a seguir:*

Fcor = Fubs antilog (Aex + Aem/ 2 (3)
naqual 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.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Supressio de fluorescéncia

Ambas albuminas, BSA e HSA, consistem de uma cadeia sim-
ples de aminodcidos e o microambiente da estrutura secundéria da
cadeia proteica pode ser alterado pela interagdo das proteinas com
moléculas pequenas e, nesse caso, geralmente, ocorre a supressao da
fluorescéncia intrinseca da biomolécula.”?” Segundo a literatura,8
para compostos de ruténio, a supressao de fluorescéncia da albumina
é consequéncia da interacdo do centro metdlico com o residuo de
triptofano via histidina e envolvendo o processo de transferéncia
de energia.

Nas condi¢des experimentais deste trabalho, ambas albuminas
apresentaram uma banda intensa e larga, centrada em 350 nm,
quando excitada em 280 nm. A adi¢do de aliquotas de solucdo do
complexo de ruténio levou a uma diminui¢do da intensidade dessa
banda, conforme ilustrado na Figura 2. Esta variacdo de intensidade ¢
atribuida as mudancgas conformacionais dos microambientes proteicos
proximos aos residuos de aminodcidos, em especial, aos fragmentos
de triptofano.?’ Dessa maneira, podemos considerar que o complexo
de ruténio atinge os subdominios em que estdo alojados os residuos
de triptofano. Para a HSA este subdominio € o IIA, enquanto para a
BSA pode ser o subdominio IIA ou IB, pois ambos contém residuos
de triptofano.?
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Figura 2. Espectros de supressdo de fluorescéncia da HSA na presenca de
[RuCL(L)], em solugdo tampao Tris-HCIpH = 7,4; A, = 280 nm. Os espec-
tros foram obtidos a partir da titulagdo de 3 mL de solucdo HSA 1,4 x 10~ mol
L' com adi¢des de 30 a 230 WL da solugdo estoque do complexo [RuCL(L)]
1,0 x 10° mol L, perfazendo as concentragées de 1,0 x 10 a 7,7 x 10° mol
L' em complexo (a—m=0a7,7x10° mol L'"). Na parte superior da figura
estd representado o grdfico comparativo da supressao de fluorescéncia da
BSA e HSA pelo complexo de ruténio

Mecanismo de supressao de fluorescéncia

Como a interagdo do complexo de ruténio com as albuminas resul-
tou na supressdo da fluorescéncia intrinseca das biomoléculas, fez-se
necessario determinar por qual mecanismo esse processo aconteceu:
mecanismo estdtico ou mecanismo dindmico. Como mencionado
anteriormente, no mecanismo estdtico ocorre a formacdo de um
complexo ndo fluorescente entre a proteina e o derivado metdlico no
estado fundamental.*® A estabilidade deste complexo intermedidrio
¢ diminuida com o aumento da temperatura e, consequentemente, 0s
valores de constantes de supressio (K ) diminuem com a elevacdo da
temperatura.’® No mecanismo dindmico, a interagédo do complexo de
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ruténio com a biomolécula ocorre durante o tempo de vida do estado
excitado da biomolécula. Ap6s a colisdo do derivado metélico com a
albumina excitada, a biomolécula retorna ao estado fundamental sem
a emissdo de fluorescéncia. O aumento da temperatura promove a
diminui¢ao da viscosidade do meio reacional favorecendo a difusdo
do supressor em dire¢éio ao fluoréforo no estado excitado.’® Dessa
forma, para o mecanismo dinamico, o aumento da temperatura induz
aum aumento das colisdes entre o complexo de ruténio e a BSA (ou
HSA) excitada e, como consequéncia, observa-se um aumento da
constante de supressdo (K, ) com a elevagio da temperatura.*

Portanto, € possivel inferir o mecanismo de atuacdo do comple-
xo0 de ruténio no ambiente proteico pela andlise da dependéncia da
constante de supressdo em fungdo da temperatura. Assim, assumimos
o tratamento matemadtico para a supressao de fluorescéncia, baseado
na equagdo de Stern-Volmer (eq. 1).

Os graficos de F/F em funcdo da concentragdo do complexo para
ambas albuminas, ilustrado na Figura 3, apresentaram perfis lineares
e, a partir de regressdes lineares, foram obtidos os valores de K, para
os sistemas BSA/HSA — [RuCl(L)] em diferentes temperaturas.
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Figura 3. Grdficos de Stern-Volmer da interag¢do de BSA (ou HSA) com
complexo de ruténio, em solugdo tampao Tris-HCl pH = 7,4, em diferentes
temperaturas, A, = 280 nm

Analisando a Figura 3A, para o sistema BSA-[RuCIL,(L)], ob-
servamos que o aumento da temperatura resultou em aumento dos
valores de K_,{5,72 x 10* mol"'L (25 °C), 6,84 x 10* mol'L (30 °C)
e 8,16 x 10*mol'L (35 °C)} indicando que o processo de supressio
ocorreu predominantemente via mecanismo dindmico.

Para o sistema HSA-[RuCl,(L)], Figura 3B, verificamos que o au-
mento da temperatura resultou na diminuicao dos valores de K,{9,17
x 10° mol'L (25 °C), 8,65 x 10° mol'L (30 °C) e 8,06 x 10°mol'L
(35 °C)} indicando que a inser¢ao do complexo de ruténio no arca-
bougo proteico ocorreu predominantemente pelo mecanismo estatico.
Diante desse quadro, os dados dos espectros de fluorescéncia foram
recalculados de acordo com a equacdo modificada de Stern-Volmer
(eq. 2), visando a obtengdo dos parametros f, e K,. Lembrando que
/. € a fragdo da fluorescéncia inicial que estd acessivel ao supressor
(neste caso, o complexo de ruténio), e K, € a constante de supressdo
de Stern-Volmer para a frag@o acessivel ao supressor, usualmente
empregada para tratamento de mecanismo estdtico de supressao.

Os graficos de F/AF em funcdo de 1/[RuCl,(L)], Figura 4, tam-
bém apresentaram perfis lineares e, a partir de regressoes lineares,
foram obtidos os valores de K, {22,9 x 10> mol'L (25 °C), 13,3 x
10° mol'L (30 °C) e 11,4 x 10°mol' L (35 °C)} que mantiveram a
tendéncia de queda em funcio do aumento da temperatura, corrobo-
rando com o modelo estdtico para a supressdo de fluorescéncia. O
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valor médio de f, foi de 0,90, indicando que aproximadamente 90%
da fluorescéncia inicial estd acessivel ao complexo de ruténio.
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Figura 4. Grdficos de Stern-Volmer referentes ao modelo estdtico da inte-

ragdo de HSA com complexo de ruténio, em solugdo tampdo Tris-HCl pH =
74, N, =280 nm

A existéncia de dois tipos de mecanismos associados as inte-
racdes do complexo de ruténio com as proteinas HSA e BSA pode
ser justificada pela diferenca de natureza quimica que hd entre os
potenciais sitios de ligacdo dessas biomoléculas e localiza¢do dos
grupos fluoréforos nesses ambientes.”

Como mencionado na parte introdutdria desse artigo, existem
dois principais locais de liga¢do nas albuminas séricas, localizados
nos subdominios IIA e IITA. Esses microambientes se diferem em
tamanho, flexibilidade, estereosseletividade e afinidade de ligag@o.
O subdominio ITA € maior, mais flexivel e menos estereosseletivo
quando comparado ao subdominio IITA. As forcas intermoleculares
que estabilizam as espécies exdgenas no subdominio IIA sdo predo-
minantemente hidrofébicas, enquanto no subdominio IIIA coexistem
forcas hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e atragdo eletrostatica.
Além dessas duas regides de liga¢do, a BSA apresenta o subdominio
IB, um microambiente localizado na periferia da proteina. Por estar
na interface proteina — soluc¢do, o subdominio IB € mais suscetivel
as alteragdes de constante dielétrica em relacdo a dgua, mudangas
de pH, de estruturagdo do solvente, de forga idnica, entre outros
fatores. Quanto a presenca de fluoréforos nessas regides de ligagao,
o subdominio IIA contem Trp-214 (ou Trp-212 para a BSA) e Tyr-
263, o subdominio IB tem Trp-134 (apenas na BSA), Tyr-138, Tyr-
140, Tyr-148, Tyr-150 e Tyr-160, e o subdominio IIIA apresenta os
aminodcidos Tyr-401, Tyr-411 e Tyr-497.»

A partir dessas informagdes e dos resultados de supressdo
de fluorescéncia dos fragmentos de triptofano inferimos que: i)
a interacdo do complexo de ruténio com a BSA acontece prefe-
rencialmente no subdominio IB, regido mais externa da proteina
que contem o Trp-134 e, consequentemente, mais acessivel ao
supressor. O aumento da temperatura diminui a viscosidade do
meio, que favorece o aumento de colisdes mituas. Porém, por ser
um microambiente exposto as alteragdes da interface proteica, as
colisdes ndo resultam na formac@o de um aduto BSA — [Ru] estdvel
no estado fundamental, o que levaria a supressao estatica. Por isso, a
supressao de fluorescéncia da BSA € caracterizada por um processo
de supressdo colisional, também denominado supressdo dindmica.
ii) a intera¢do do complexo de ruténio com a HSA acontece no
subdominio IIA, dnica regido que contem o fluoréforo Trp-214.
Por ser uma regido mais interna do arranjo proteico, o aumento da
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temperatura contribui para a difusdo do supressor pela biomolécula
e, ao aproximar-se desse sitio de ligagcdo com caracteristicas hidro-
fébicas, ocorre a formagao de um intermedidrio HSA — [Ru] estdvel
no estado fundamental. O aduto formado via interagdes © —  do
complexo iminico de ruténio e a proteina justifica o mecanismo de
supressao estatica.

Determinacio da constante de associaciio e niimero de sitios de
ligacdo

Uma vez definido o processo de supressio, fez-se necessario
avaliar o grau de interacdo entre o composto de ruténio e as proteinas
BSA e HSA. A afinidade de um derivado metélico com a albumina
¢ um parametro muito relevante para o desenvolvimento de novos
farmacos, e pode ser inferida pelos valores da constante de associagido
e pelo nimero de sitios ocupados pelo composto na estrutura protei-
ca.?7 Esses pardmetros podem ser obtidos pela equagéo mostrada
a seguir (eq. 4):%

log{(F, — F)/F} =logK, + nlog[Q] “4)

na qual K, € a constante de associacdo, n € o nimero de sitios de
ligacdo e [Q] € a concentragdo do complexo de ruténio.

A partir dessa equacdo, foram construidos os graficos de log{(F,
-F)/F} em fungdo do logaritmo da concentragdo do complexo, como
representado na Figura 5 para os sistemas BSA — [RuClL,(L)] e HSA
— [RuCl,(L)]. Nos dois sistemas, observamos um perfil linear para
as diferentes temperaturas e, por meio dos valores dos coeficientes
angular e linear obtidos pela inclinac¢do da reta, foram determinados
a constante de associacdo (K,) e o nimero de sitios ligantes (n).
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Figura 5. Grdficos de log{(F,-F)/F} versus log[RuCI,(L)] em diferentes
temperaturas

Em ambos os sistemas, o nimero de sitio ligante € aproximada-
mente 1, evidenciando, assim, que apenas uma molécula do complexo
de ruténio estd inserida nos arcaboucos proteicos. Contudo, apesar
da semelhanga estrutural das albuminas bovina e humana, podemos
observar comportamento divergente quanto a capacidade de retencio
do complexo no interior da biomolécula.

Para o sistema BSA — [RuCl,(L)], verificamos a diminui¢do
da constante de associagdo (K;) em funcdo do aumento da tem-
peratura {10,1 x 10* mol' L (25 °C), 6,69 x 10* mol'L (30 °C) e
0,67 x 10*mol 'L (35°C)}, o que revela uma reduc@o da estabilidade
do derivado formado entre a albumina bovina e o complexo de ru-
ténio e, por conseguinte, abrevia o tempo de reten¢do do mesmo no
interior da biomolécula.
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Para o sistema HSA — [RuCl(L)], observamos tendéncia opos-
ta, ou seja, o aumento da constante de associagdo com a elevacio
da temperatura do meio reacional {3,37 x 10° mol' L (25 °C),
5,61 x 10> mol'L (30 °C) e 7,14 x 10*mol' L (35 °C)}, que sugere
um aumento da estabilidade do intermedidrio formado e, conse-
quentemente, aumenta o tempo de retengédo do derivado metdlico no
interior da proteina humana.?

Essa diferenca na tendéncia da constante de associagdo € con-
sequéncia da localizacdo do complexo nos sitios de ligacdo da BSA
e HSA. Na BSA, o complexo estd interagindo em uma regido mais
externa (subdominio IB) e, portanto, mais suscetivel a reestruturacao
do solvente na interface proteina — solu¢do promovida pela variagido
da temperatura. J4 na HSA o complexo de ruténio esta inserido em
uma cavidade mais interna (subdominio IIA) e estabilizado por
interagdes hidrofébicas.??’

Determinacio de parametros termodinamicos

O estudo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permite
calcular os parametros termodindmicos envolvidos na interagdo do
complexo de ruténio com as biomoléculas BSA e HSA. De acordo
com Ross e Subramanian,* além de descrever a espontaneidade do
processo a partir dos termos termodinamicos, € possivel inferir a
natureza das ligagdes que determinam a inser¢do do complexo de
ruténio no arcabouco proteico.

Os valores da variacdo da entalpia (AH) e da variacdo da entropia
(AS) envolvidos na ligagdo entre as proteinas e o complexo de ruténio
foram calculados utilizando a Equagao de Van’t Hoff,**

InK = -(AH/RT) + (AS/R) (5)

e a variagdo da energia livre de Gibbs (AG) foi calculada utilizando
a equagao:

AG = - RT InK, (0)

em ambas as equagdes, K € a constante de associa¢do, R = 8,314 J
mol! K' e T € a temperatura em Kelvin.

Os valores dos pardmetros termodindmicos obtidos estdo apresen-
tados na Tabela 1. Segundo a literatura, esses dados termodindmicos
indicam que a interag¢@o do complexo de ruténio com as albuminas ¢
espontinea e que a sua inser¢do no arcabouco proteico € determinada
por intera¢des hidrofébicas.

Tabela 1. Valores dos pardmetros termodindmicos associados a interacao do
complexo de ruténio com BSA e HSA, em diferentes temperaturas

Sistemna Temperatura AH AS AG
(°C) (kJ mol") (J mol! K1) (kJ mol)
25 -27,1

Ru-BSA 30 26,8 181,5 -28,0
35 -28,9
25 -20,1

Ru - HSA 30 57,3 259,6 -21,6
35 -22.8

A ligagdo do complexo de ruténio nas biomoléculas altera par-
cialmente as estruturas das proteinas e expde fragmentos apolares
do interior proteico para o solvente. Essa pequena mudanga confor-
macional induz a reorganizag@o das moléculas de solvente ao redor
da proteina maximizando o efeito hidrofébico, que € a tendéncia
de espécies apolares a se agregarem em dgua com reconstrucdo da
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estrutura original do solvente.*! Dessa forma, o fator hidrofébico
passa a ser determinante na estabilizagdo do sistema proteina — com-
plexo de ruténio. Os parimetros termodindmicos também refletem
as diferentes localizagdes do complexo nos sitios de ligagdo da BSA
e HSA.

CONCLUSAO

A inser¢do de complexo de ruténio no arcabougo proteico da
BSA e HSA diminuiu significativamente a emissdo de fluorescéncia
dos residuos de triptofano de ambas biomoléculas. Apesar da simi-
laridade estrutural, a supressao de fluorescéncia da BSA ocorreu via
processo colisional ou dindmico, enquanto para a HSA a supressdo
de fluorescéncia foi desencadeada por processo estdtico. A interacio
do complexo de ruténio com a BSA ocorreu preferencialmente no
subdominio IB da proteina, enquanto para a HSA a ligagdo aconteceu
no sitio I de Sudlow e subdominio ITA da biomolécula. Os pardmetros
termodinamicos (AH, AS e AG) indicaram que o processo foi espon-
taneo e o cardter das forcas de ligacdo envolvidas foi hidrofébico.
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