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2
Ligantes

2.1
Ligantes Aminados: Poliaminas

2.1.1
Introducao

A amina 1,4-diaminobutano, também conhecida como putrescina (Put),
a N-(3aminopropil)butano-1,4-diamino conhecida como espermidina (Spd) e a
N,N’-bis(3aminopropil)butano-1,3-diamina, conhecida como espermina (Spm)
(Figura 2.1) sdo poliaminas naturais, que apresentam em sua estrutura grupa-
mentos amino separados por cadeias metilénicas hidrofébicas. As poliaminas
estao presentes nas células de praticamente todos os organismos vivos, princi-
palmente nas células jovens e nas células cancerigenas, sendo que nestas tltimas
se apresentam em altas concentracoes. Elas desempenham papéis importantes

em Vvarios processos bioquimicos. (3, 4, 5, 6).
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Figura 2.1: Estrutura das poliaminas naturais
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Outro grupo de poliaminas naturais que também sao encontradas no
meio bioldgico, porém em menores quantidades, sao o 1,3-diaminopropano
(NHy(CH3)3sNHs) (Tn) e a cadaverina (NHy(CHs)s NHs) (3), além de ou-
tras poliaminas. A putrescina e a cadaverina foram isoladas de tecidos em
decomposicao bacteriana (4); a putrescina também é encontrada em tecidos
pulmonares, no figado, no pancreas, no sémen e em diversas bactérias. Como
pode-se ver pela estrutura da putrescina (Figura 1) ela é na verdade uma di-
amina, mas devido ao seu papel como precursora das demais poliaminas ela
é considerada uma poliamina. A espermina apresenta quatro grupos amino e
é encontrada apenas em organismos superiores, enquanto a espermidina, uma
triamina, e as demais aminas sao encontradas em todos os organismos vivos
(4, 3), tais como: no fluido biolégico de plantas, bactérias, fungos e animais e
desempenham vérios papéis nos processos biolégicos (7).

Desde a descoberta das poliaminas, por Antoni van Leeuwenhoek, estes
compostos tém sido objeto de intensa pesquisa no intuito de tentar esclarecer
varios processos biolégicos e patolégicos dos quais elas participam. Apesar das
varias décadas de pesquisa, o modo de acao das poliaminas a nivel molecular
ainda é largamente desconhecido (4).

Muitas sao as fungoes biolégicas das poliaminas. Estes compostos po-
licationicos estao essencialmente envolvidos nos processos de crescimento e
diferenciagao celular (4). Elas influenciam o estégio de transcri¢do na sintese
das proteinas, estabilizam membranas, modulam funcoes neurofisiologicas e
agem como mensageiros intracelulares (4). Estao envolvidas em vérias reagoes:
reagem como substrato para sintese de hormonios ou agem como fragmentos

de coenzimas (8).

2.1.2
Aspectos biolégicos

A amina biogénica mais comum é a putrescina, que é a primeira amina a
ser biossintetizada a partir da arginina, além de ser a precursora da espermina
e espermidina (9). O metabolismo das poliaminas é um processo altamente in-
tegrado envolvendo biossintese, assimilacao e o catabolismo. O mecanismo de
biossintese das poliaminas estd bem estabelecido. Em plantas e bactérias mais
desenvolvidas, a primeira etapa na biossintese de poliaminas é a formacao da
putrescina. Esta etapa ocorre pela descarboxilagao dos aminoacidos arginina ou
ornitidina. As respectivas reacoes sao catalisadas pelas enzimas arginina des-
carboxilase (ADC) e ornitidina descarboxilase (ODC). As poliaminas espermi-
dina e espermina sao formadas pela subseqiiente adicao de grupos aminopropil

a putrescina. Essas reacoes sao catalisadas pelas enzimas aminopropiltransfe-
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rase espermidina e espermina sintases. O grupo aminopropil é formado pela
descarboxilagdo da S-adenosilmetionina (AdoMet) em uma reacdo catalisada
pela enzima AdoMet descarboxilase (AdoMetDC) (10) (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Biossintese das poliaminas

Varios estudos mostram que as poliaminas podem agir como promoto-
ras de fatores carcinogénicos apresentando-se em concentragoes muito altas
em células cancerigenas (4). Na tentativa de reduzir a elevada concentragao
de poliaminas celulares (espermidina e espermina), varios grupos de pesquisa

vém investigando, em culturas de células humanas com véarios tipos de tumo-
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res, a acdo de drogas como a-(difluorometil)ornitina (DMFO) e metilglioxal
bis(guanilhidrazona) (MGBG), além de outras drogas, que atuam como po-
derosos inibidores de enzimas ornitina descarboxilase e S-adenosilmetionina
descarboxilase, cuja fungao é catalisar a biossintese das poliaminas (3). Infeliz-
mente apenas algumas das drogas estudadas se mostram eficientes inibidores
do crescimento tumoral. Um outro processo que parece funcionar em varios
experimentos feitos com animais é a quimioprevencao do cancer com antime-
tabolitos de poliaminas.

O mecanismo de transporte das poliaminas nos mamiferos e nas bactérias
¢ pouco conhecido no nivel molecular. O transporte, além da entrada e
saida das poliaminas nas células, é constituido de uma rede de processos que
consomem energia (ATP dependente) e que podem transportar as poliaminas
contra um gradiente de concentragao, o que sugere a existéncia de mecanismos
mediados por substancias carreadoras (11) .

Na década de 90, derivados de poliaminas com estrutura analoga, foram
preparados e eles téem demonstrado inibir o crescimento celular a baixas
concentragoes. Um exemplo é o composto bis(etil)norspermina que é um
protétipo de composto que mimetiza as poliaminas (12). Estudos sugerem que
as poliaminas desempenham um papel de grande importancia na angiogénese
dos tumores. De fato, resultados de estudos demonstram que células com
grande concentracoes de ODC podem induzir a vascularizacao de tumores
em ratos, que DMFO pode inibir a angiogénese induzida pelo tumor e que
as poliaminas podem induzir a angiogénese (13).

Ja estd firmemente estabelecido que as poliaminas desempenham um
papel chave na proliferacao celular. De fato um dos primeiros eventos da pro-
liferacao celular é a inducao da biossintese das poliaminas, o que antecede até
mesmo a sintese das proteinas e dos dcidos nucleicos (13).

O catabolismo das poliaminas nao é tao bem caracterizado quanto a
biossintese. Trata-se de uma etapa do mecanismo celular em que substancias
complexas sao convertidas em substancias mais simples, restabelecendo uma
concentragao adequada destes compostos no organismo (4). Muitas enzimas
podem oxidar as poliaminas a aldeidos. Algumas das enzimas envolvidas no
processo sao enzimas extracelulares, por isso nao é muito claro a sua funcao
no catabolismo intracelular das poliaminas. Uma das funcoes do catabolismo
é, junto com o transporte das poliaminas, regular a homeostase intracelular
destas aminas bioldgicas (4). Donde se pode concluir que os mecanismos de
biossintese, transporte e catabolismo sao altamente regulados (14).

A quantidade de poliaminas no meio celular é regulada pelas enzimas

através de reagoes de acetilagao e oxidagao. Em uma primeira etapa, esper-
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Figura 2.3: Catabolismo das poliaminas naturais

mina e espermidina sao acetiladas pelas enzimas espermina/espermidina-N-
acetiltransferase (SSAT), respectivamente. As espermina e espermidina aceti-
ladas agem como substrato para a poliamina oxidase (PAQ), uma enzima Cu*"
dependente (4), a qual catalisa a formagao de 3-acetamidopropionaldeido e/ou
putrescina ou espermidina, respectivamente (Figura 2.3)

Desta forma, espermina/espermidina-N-acetiltransferase (SSAT), junta-
mente com as poliaminas oxidases, sao enzimas responsaveis por um conjunto
de reacoes quimicas que se processam no organismo visando a interconversao

de poliaminas em aminas mais simples no meio celular.
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2.1.3
Interacoes Intermoleculares: Caracteristicas Estruturais

Como pode facilmente ser observado dos resultados de estudos biolégicos
in vivo e in vitro, as poliaminas presentes nas células interagem com outros
bioligantes negativamente carregados, tais como aminoacidos, proteinas, fos-
folipideos, nucleotideos e acidos nucleicos para o desempenho de suas funcoes
bioquimicas (6, 15). Estas interages entre os bioligantes e as poliaminas ocor-
rem em uma faixa de pH, na qual as poliaminas estao protonadas e os bio-
ligantes estao desprotonados. Estas interacoes devem ser explicadas como de
natureza eletrostatica e deve-se considerar também a possibilidade de formacao
de ligagoes de hidrogénio entre os grupos carregados negativamente dos bioli-
gantes (anions) e os grupamentos amino protonados das poliaminas (cations).
Em pH fisiolégico as poliaminas se encontram na forma protonada (NH;")
(5, 16, 7) e apresentam uma caracteristica Unica em sua estrutura: as cargas
positivas sao regularmente espagadas por cadeias metilénicas hidrofébicas (4).

Os grupamentos amino protonados separados por um ntmero apropriado
de carbonos se comportam como dois grupos cationicos isolados. Se a cadeia
carbonica entre os grupamentos amino ¢ menor do que 3, pelo menos um dos
valores do pK serda menor que 7 e desta forma a poliamina estara desprotonada
em pH fisiologico. Isto explica a baixa atividade biologica de algumas aminas
sintéticas quando comparada as aminas naturais (15). Pode-se observar pela
Figura 2.4 que a basicidade das diaminas tende a aumentar ao fazerem ligagoes

de hidrogénio intramolecular (17).
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Figura 2.4: Putrescina em ligacao de hidrogénio

A protonacao do nitrogénio introduz rigidez a estrutura da poliamina,
pois cargas positivas em nitrogénios adjacentes irao fazer com que a amina
adote uma orientacao extendida com o objetivo de minimizar as repulsoes ele-
trostaticas. O grau de rigidez também depende do tamanho da cadeia carbonica
entre os grupamentos amino. A repulsao eletrostatica de grupamentos amino
separados por cadeias propilénicas é menor do que a repulsao dos grupamentos
cationicos separados por cadeias metilénicas (18).

A dicotomia rigidez versus flexibilidade nos bioligantes é um ponto in-

teressante a ser considerado. Interagoes envolvendo um anion que apresenta
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caracteristicas estruturais definidas, com ligantes protonados que apresentam
uma estrutura rigida devido as cargas presentes no composto e que também
apresente grupamentos que possibilitem outras interagoes além das eletrosta-
ticas, apresentam uma maior afinidade e rigidez, uma vez que as interagoes sé
sao facilitadas se ocorrer o “encaixe” entre as biomoléculas. O gasto energético
para estas interagoes é baixo. Por outro lado, cations mais flexiveis, que
podem se adaptar a necessidades estereoquimicas de um determinado anion,
a medida que as interagoes eletrostaticas ocorrem, deve entretanto pagar o
custo energético para a reorganizagao molecular (18). Contudo, quanto mais
flexivel um bioligante é mais ele podera se auto-adaptar a interacao molecular
e consequentemente o custo energético a ser pago pelo encaixe estereoquimico
e pelas caracteristicas eletronicas da molécula alvo sera menor, o que justifica
a escolha de moléculas flexiveis, que nao se ligam muito fortemente aos
substratos, nos sitemas enziméticos (18).

As interacoes com as poliaminas espermidina e espermina provocam mu-
dangas significativas na estrutura do DNA (3). Estas duas aminas podem funci-
onar como uma ponte ou um gancho unindo duas moléculas diferentes ou duas
partes da mesma molécula, como ocorre no DNA. Ainda que estas interacoes
nao sejam bem compreendidas, acredita-se que as alteracgoes estruturais causa-
das pelas interagoes sejam importantes no processo de diferenciacao e divisao
celular (4).

Experimentos realizados em embrioes, mostram a possibilidade de relacao
direta entre as poliaminas e os acidos nucleicos. Resultados dos experimentos
mostram que, nao somente em condigoes fisiolégicas, mas também em condi¢oes
extremas in vitro, quando a concentracao das poliaminas aumentam ou dimi-
nuem nos embrides estudados, a concentracao dos acidos nucleicos apresentam
um comportamento similar, aumentando ou diminuindo a concentracao. A con-
centracao dos nucleotideos livres também apresenta o mesmo comportamento
uma vez que eles vao ser mais ou menos utilizados para sintese dos acidos
nucleicos (19).

As poliaminas também regulam a estrutura do tRNA e de outros RNAs.
Devido ao fato das poliaminas serem cations flexiveis apresentando diferentes
cargas e tamanhos de cadeia, elas tém o potencial para regular as transicoes
do RNA de maneira perspicaz (20). Para a estabilidade do RNA é essencial
a presenca de contraions. Enquanto ions metélicos se ligam especificamente a
sitios bem definidos do DNA ou do RNA a maioria dos bioligantes cationicos
sao atraidos de uma maneira nao especifica pelas cargas negativas do RNA. A
medida que ocorrem mudangas na estrutura do RNA as aminas policationicas

podem mover-se junto com a molécula (flutuar) e por isso se ligam mais fra-
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camente ao acido nucleico. Portanto elas contribuem significativamente para
a estabilidade da estrutura do RNA, diminuindo cerca de 75-95% as repulsoes
eletrostaticas entre as cargas negativas dos grupos fosfatos, permitindo desta
forma, a mudanca conformacional na molécula e levando a estruturas mais
compactas (21). Em estudos cristalograficos as poliaminas sao encontradas in-
teragindo com sitios especificos da dupla fita do DNA ou do tRNA. Estudos
em solugao, entretanto, tém mostrado que as poliaminas interagem primeira-
mente com os grupos fosfatos, mas nao especificamente e que ions multivalentes
neutralizam os grupos fosfatos mais efetivamente do que os fons monovalentes
(20). Portanto o modelo de interacoes eletrostéticas sugerido muitas vezes nao
consegue explicar a alta especificidade de certos processos bioldgicos (16).
Bunce e Kong mostraram através de estudos de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e 3C, que a poliamina espermidina interage com o
nucleotideo adenosina 5'monofosfato (AMP) através dos seus dois dtomos de
nitrogénio protonados (separados pela cadeia de trés dtomos de carbono) e o

atomo de oxigénio carregado negativamente do grupo fosfato (Figura 2.5)(22)

Figura 2.5: Modelo de interacao entre a Spd e o AMP em pH bioldgico

Nao é apenas as cargas dos bioligantes cationicos que influenciam na
compactacao dos acidos nucleicos. O formato e o tamanho do contraion deter-
minam os aspectos cinéticos e termodinamicos das mudangas conformacionais
para estruturas mais compactas do DNA e do RNA. Isto ocorre pois, cations
flexiveis, como as poliaminas, ao interagirem com macroions como os acidos
nucleicos, perdem a entropia conformacional e consequentemente as poliaminas
estabilizam menos efetivamente as cargas negativas (20).

Trabalhos experimentais e tedricos sobre a associagao nao covalente da
dupla fita do DNA com as poliaminas sugerem como o tamanho do contraion
pode influenciar as interagoes eletrostaticas com os acidos nucleicos. Primeiro,
contraions com um grande raio idnico nao conseguem aproximar as duplas
fitas do DNA tao bem quanto os cations pequenos. Em segundo lugar, o

numero de contraions nas cadeias condensadas ao redor do acido nucleico
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9 999

depende do volume que ficarda ”‘excluido”’ dos fons. A Figura 2.6 mostra
as interacoes de duas poliaminas com o RNA. As moléculas da cadaverina
(1,5-pentanodiamina, B) quando interagem com os grupos fosfato do RNA
ficam mais proximas e causam uma maior repulsao umas as outras do que
as moléculas de etilenodiamina (A). Consequentemente a cadaverina cria uma
estrutura menos estavel, e menos compacta, o que justifica, mais uma vez
a escolha de bioligantes que estabelecam interacoes fracas para estabilizacao
dos complexos moleculares, o que permite futuras mudancas conformacionais

necessarias ao desempenho das fungées bioquimicas dos RNAs (20).

1,2-etanodiamina 1,5-pentanodiamina

Figura 2.6: Interagao das poliaminas com RNA (20)

Algumas das caracteristicas mais interessantes das interacoes das po-
liaminas no meio biolégico sao as que envolvem complexos de nucleotideos
com fons metalicos e as poliaminas bioldgicas. Reagoes dos fons metalicos com
bioligantes levam a mudangas conformacionais nos bioligantes (8). Poucas ten-
tativas tem sido feitas com o objetivo de elucidar as interacoes de sistemas
mais complicados, como é o caso dos sistemas ternarios, que além da ligacao
metal-ligante, interagbes nao covalentes ligante-ligante (que sao importantes

nos sistemas bioldgicos) também podem estar presentes (15).

2.1.4
Interacoes com ions metalicos: sistemas ternarios

A formacao de complexos nos fluidos biolégicos pode ser descrita
como um equilibrio multimetal-multiligante envolvendo fons metélicos e bi-
omoléculas. Devido ao fato dos bioligantes se apresentarem em maior concen-

tracao nos fluidos biolégicos do que os ions metélicos é mais comum que ocorra
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a formagao de complexos ternarios, também chamados de complexos de ligantes
mistos, em que envolvem dois ligantes diferentes e um ou mais ions metalicos,
do que complexos binarios em que somente um ligante esta presente. Os com-
plexos ternarios e as interagoes ligante-ligante desempenham papel importante
no transporte de fons metalicos, reacoes enzimaticas, além de outras funcoes
biolégicas, variando de reconhecimento molecular e catalise de metaloenzimas
até transferéncia de informacoes por neurotransmissores e hormonios, em que
h& necessidade da presenca do ion metélico para o desempenho desta funcao
(23).

As interagoes ligante-ligante sao de natureza nao-covalentes e sao clas-
sificadas da seguinte maneira: interacoes eletrostaticas ou ligagdes de hi-
drogénio entre grupos eletricamente carregados ou grupos polares; interagoes
hidrofébicas entre grupos alifaticos ou grupos aromaticos; interagoes por impe-
dimento estérico devido a presenca de grupos volumosos. Enquanto o impedi-
mento estérico favorece a formacao dos complexos ternarios sem nenhum tipo
de tensao na estrutura, o que gera uma seletividade dos ligantes, as interacoes
eletrostaticas e as ligagoes de hidrogénio contribuem para a estabilizacao dos
complexos ternarios. A presenca de interacoes ligante-ligante pode facilitar no
isolamento de complexos terndrios com cadeias laterais ou com grupos coorde-
nados, capazes de interacoes e pode também, auxiliar no aumento da estabili-
dade dos complexos, como foi visto através das mudancas espectrais devido a
formagao de complexos e por andlises de raios-X (2).

Os centros de interagoes entre os bioligantes e as poliaminas sao atomos
doadores de alta densidade eletronica. Estes atomos doadores também servem
como potenciais sitios em que sao formadas ligagoes de coordenagao com
metais presentes nos sistemas biologicos. Geralmente os fons pertencentes
ao grupos dos metais alcalinos terrosos, que sao considerados como ions
“duros” interagem com os atomos “duros” de oxigénio, enquanto os atomos de
nitrogénio das bases puricas e pirimidinicas considerados “macios”, interagem
com os ions “macios” dos metais de transicao. O metal pode ser tratado
desta forma como um fator interferindo nas interagdes entre os bioligantes.
A estabillidade dos complexos com poliaminas e os dcidos nucleicos ou seus
fragmentos depende muito do tipo de metal que esté presente (6, 7, 8).

A presenca de muitos grupos doadores nos nucleotideos e a possibili-
dade de diferentes tipos de coordenacao é fonte de controvérsia, mesmo em
se tratando de complexos binarios de nucleotideos com ions metélicos. Os nu-
cleotideos e os ions metalicos interagem com as poliaminas participando da
funcao de transferéncia de informagoes genéticas. As poliaminas cationicas sao

capazes de remover o fon metalico ligado ao nucleotideo (algumas reagoes en-


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410382/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0410382/CA

Capitulo 2. Ligantes 29

zimaticas envolvendo o complexo ATP-metal-poliamina geram a forma ativa
do ATP) (24). Portanto, informagoes sobre os processos envolvendo poliami-
nas, nucleotideos e fons metalicos sao muito importantes.

Dadas as circunstancias, pode-se concluir que as poliaminas desempe-
nham um papel essencial em varios processos biolégicos, porém o mecanismo de
acao das poliaminas ainda nao é muito claro. Nao ha também dados confiaveis
do grau de envolvimento dos metais nestes processos. Existe uma correlagao en-
tre a estrutura das poliaminas e o seu modo de interacao com as biomoléculas
e os fons metdlicos. A formacgao de complexos metalicos mudam a natureza
das poliaminas, como a estrutura, o comportamento cinético, a carga, a dis-
tribuicao eletronica e consequentemente influencia suas interagoes com os bi-
oligantes, particularmente seu controle dindmico da conformacao do DNA e
RNA (15).

As propriedades de coordenacao das poliaminas, presentes nos sistemas
biolégicos, aos fons metalicos sao importantes devido ao papel desempenhado

pelo sistema em varios processos celulares.

2.1.5
Interacoes com ions metalicos: sistemas binarios

Os anions tém uma grande relevancia do ponto de vista biolégico pois
mais de 70 % de todos os cofatores e substratos envolvidos na biologia sao
de natureza anionica. Apesar disso, estudos envolvendo a sintese de ligantes
que interagem com anions apresenta um desenvolvimento bastante lento se
comparada aos estudos da quimica de receptores cationicos (2).

De todos os tipos de ligantes receptores(hospedeiros) anionicos os mais
estudados sao os baseados em diferentes formas de fons amonio substituidos.
Sais alquil-amoénio tém a vantagem de cargas positivas para a ligagao com
a espécie anidnica, via interacoes eletrostaticas. Apresentam também grupos
polares do tipo (N-H) para formagao das ligagoes de hidrogénio, além de uma
extensa versatilidade no trabalho de sintese, possibilitando que o ligante seja
incorporado em uma vasta variedade de estruturas hospedeiras multidentadas
com a solubilidade e a geometria desejada. Além do mais, hospedeiros anionicos
baseados em fons amonio sao derivados dos ligantes biologicos cationicos tais
como as poliaminas (2).

Um exemplo muito simples é a etilenodiamina que forma vérios comple-
xos metdlicos com vérios metais. Da mesma forma, o cation N H; (C' Hy)oN Hy
forma sais simples com anions como o citrato (Figura 2.7(B)). Em contraste
com a estabilizacao de complexos metalicos pelo ligante quelante, as interacoes

da etilenodiamina protonada, nao sao de natureza quelante, uma vez que a


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410382/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0410382/CA

Capitulo 2. Ligantes 30

ligacao C-C adota uma configuracao cis com as duas aminas protonadas liga-
das a diferentes anions. O modo de interagao com o anion em ponte é atribuido
a necessidade das duas cargas positivas se posicionarem o mais longe possivel
uma da outra, minimizando desta forma a repulsao entre as mesmas. Uma
situacao similar é encontrada na estrutura da poliamina putrescina na Figura
2.7(A) interagindo com o anion difosfato, que é o modelo para o estudo de
interagoes dos acidos nucleicos e das poliaminas, que divide os anions Hy PO}
ligados pela putrescina protonada em ponte (2). Em um sistema biol6gico
real, residuos de fosfato sao encontrados interagindo com a espermina, e a
poliamina mais uma vez adota uma conformacao linear nao quelante. Estas
observacoes apontam a diminuicao da tendéncia de poliaminas lineares for-
marem complexos quelatos com anions devido a necessidade da separacao dos

centros cationicos formados pelos nitrogénios protonados (2).

A B

Figura 2.7: (A) Complexo da putrescina diprotonada com o HyPO3 . (B)
Complexo da etilenodiamina diprotonada com o citrato (25)

Vaérias determinacoes feitas por raio-X demonstram que as ligacoes de
anions em sistemas biolégicos resultam de muiltiplas ligagoes de hidrogénios
e de um processo que seleciona o tamanho adequado do anion (2). Para o
estudo das interagoes dos anions no meio biologico, algumas caracteristicas
devem ser levadas em consideracao. Primeiramente os anions sao grandes
quando comparados com os fons metdlicos. Um exemplo que pode ser citado
é o '~ que é o menor anion e apresenta um raio ionico de 135 pm, que é
muito préximo da medida do raio do K que é de 133 pm e que pode ser
considerado um cation de raio ionico de tamanho médio. O segundo aspecto
que deve ser considerado é a variedade de geometrias que os anions podem

apresentar. Eles podem ser de formato esférico (F'~, C17), triangular (NO;,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410382/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0410382/CA

Capitulo 2. Ligantes 31

HCO3 etc), tetraédricos (SO;~, fosfato etc), quadrado planar (PdCI;™,
Pt(CN)2~ etc), octaédrico (PE; , Fe(CN)g™), ou formas mais complexas que
muitos anions biolégicos adotam como os policarboxilatos (malonatos, citrato
etc), nucleotideos (AMP, ADP, ATP) e também os polimeros de natureza
anionica, DNA e RNA, que sao reconhecidos por ligantes bioldgicos cationicos
e participam de passos fundamentais da vida nos sistemas bioldgicos. A terceira
particularidade dos anions leva em consideracao a energia de hidratacao
comparada a energia de hidratagao dos cations metdlicos. Esta caracteristica
que esta relacionada a sua habilidades em fazer ligagoes de hidrogénio, faz
com que a complexacao dos anions em meio aquoso seja mais dispendiosa
energeticamente, do que a complexacao dos ions metalicos esféricos. Outra
caracteristica muito importante para o estudo da quimica de coordenacao de
anions é que deve-se levar em consideracao em que faixa de pH em que eles
existem. Finalmente a tultima caracteristica de interesse é a que os anions sao
espécies que podem ter sua esfera de coordenacao saturada. Portanto somente o
reconhecimento de cargas (interagoes eletrostaticas) e as ligagdes de hidrogénio
é que sao utilizadas por biomoléculas para o reconhecimento destas espécies
anionicas nos sistemas bioldgicos (18).

Pela razoes que acabamos de descrever fica claro que a ligacao dos anions
nos sistemas bioldgicos ocorrem muito menos prontamente do que a ligacao dos
sistemas que envolvem os cdtions. Uma tentativa de esclarecer estes sistemas
é tentar atribuir aos anions a geometria de coordenacao preferencial, analoga
a geometria que é tao bem estabelecida para varios cations metélicos (2).

A molécula resultante da interacao de diferentes tipos de moléculas com
complexos anionicos envolvendo metais de transicao sao chamadas supercom-
plexos. Esta espécie também chamada de complexos de segunda esfera de co-
ordenacao se apresenta de forma que a espécie poliamina é colocada na se-
gunda esfera de coordenacao do metal interagindo eletrostaticamente, através
de ligacoes de hidrogénio e de outros tipo de forgas com o anion complexo
(18, 25).

Varios estudos envolvendo diferentes complexos anionicos de metais de
transicao de diferentes geometrias podem ser citados. Poliazamacrociclos, uma
classe de ligantes ciclicos apresentando varios grupos amino protonados, de
diferentes tamanhos, tém sido examinados com espécies quadrado planar
PdCI3~, Pt(CN)3~, e com espécies octaédricas do tipo M(CN)g~, M =
Fe,Co,Cr,eRu que em geral é observado a propor¢ao de 1:1 na formacao
dos complexos (25).

A estrutura cristalina de um poliazamacrociclo com o anion PdCI3™, na

Figura 2.8 mostra que o anion estd incluido na cavidade do decaprotonado
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macrociclo (18).

Figura 2.8: Estrutura de um ligante poliazamacrociclo com anions tetracloropa-
ladato (II)(ligacoes de hidrogénio estao representadas pelas linhas pontilhadas
azuis) (18)

O uso de metalocianetos como substratos para a interacao com o ligante
poliamino protonado nao é casual. Estes ions oferecem uma maneira simples
de analisar as influéncias da carga negativa nas interacoes do anion com
o ligante receptor, enquanto outros fatores como a geometria do anion é
mantida constante. Os estudos mostram que a afinidade entre os complexos
e os ligantes tende a crescer a medida que o grau de protonacao do ligante
aumenta, ou a medida que a carga negativa do complexo anionico aumenta
(18, 25). Todos os dados obtidos no trabalho confirmam que as interagoes
entre os poliazamacrociclos e os complexos anionicos sao regidas por interacgoes
eletrostéticas (atragao de cargas opostas), o que aponta uma dificuldade de
definir a seletividade do ligante de um anion sobre outro anion (18).

Um outro ponto de interesse € levar em consideragao a natureza poliméri-
ca ou monomérica do aduto formado em solucao e no estado solido. A natureza
do aduto formado em solucao pode ser diferente da natureza da espécie
formada no estado sélido. Espécies formadas em solucao podem apresentar um
carater monoméricos e nenhuma indicacao de agregados maiores. J& no estado
solido uma estrutura determinada por raio-X pode apresentar uma estrutura
polimérica em camadas alternando com os complexos aniénicos (18) como na
Figura 2.9

Muitos complexos tetraédricos com metais de transicao nos sistemas bio-
l6gicos apresentam a forma MX?™ em que X sido haletos. Tetrahaletos de
cobre(II) ou de cobalto(II) sdo geralmente usados como modelos de compostos
para estudar os sitios ativos de metaloenzimas ou de metaloproteinas. Estudos
também j& foram realizados para compostos com tetraclorocadmato(II) e
tetraclorozincato(II) (26).
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o/

Figura 2.9: Porcao da estrutura cristalina de um ligante poliazamacrociclo com
anions hexacianocobaltato (III) (18)

Compostos apresentados no estado sélido além de serem de interesse
fundamental possuem uma ampla gama de aplicacoes. A estrutura de muitos
complexos bindrios e ternarios ainda nao foram explicadas. Desta forma o
estudo no estado sélido das moléculas formadas por metais e poliaminas é
de grande interesse, uma vez que o comportamento em fase sélida permite
analisar uma série de interacoes quimicas que nao sao possiveis de se observar

em solucao.

2.2
Ligantes Fosfatados: Adenosina 5’ trifosfato (ATP)

Entre os anions biologicamente mais relevantes estao os nucleotideos po-
lifosfatos, em particular adenosina mono-, di-, e trisfosfato, que sdo compon-
tentes basicos na bioenergética de todos os seres vivos, sendo que o centro de
estocagem e transferéncia de energia é a cadeia polifosfato. A complexacao e
a transformacao dos substratos biologicamente importantes sao de particular
relevancia. Apesar das reagoes de clivagem estarem sendo exaustivamente es-
tudadas as reacoes de sintese, em que ocorre a formacao de ligagoes quimicas
continuam sendo um desafio para os pesquisadores (2).

Os processos de transferéncia do grupo fosfato desempenham importantes
funcoes nos sistemas energéticos de todos os organismos vivos. Eles geralmemte
envolvem espécies anionicas e pode participar tanto da quebra quanto da for-
macao de ligagoes quimicas. Sob este ponto de vista os nucleotideos sao de
interesse especial pois eles sofrem tanto processos de desfosforilagao quanto
processos de fosforilagao (2).

O ATP (Figura 2.9) junto com o ADP sao responsaveis pela bioenergética
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celular. As células obtém energia livre, em forma quimica, pela degradacao de
nutrientes, particularmente carboidratos e gorduras, e utilizam esta energia
para (27):

1. sintetizar biomoléculas a partir de precursores menores;
2. realizar trabalho mecanico, como na contragao muscular;

3. transportar biomoléculas ou ions através de membranas e contra gradi-

entes de concentracoes crescentes.

O ATP age como transportador de energia dos processos que liberam
energia para os processos que necessitam de energia. A hidroélise do ATP ocorre
em sistemas biologicos sendo catalisado por enzimas altamente especificas
chamadas ATPases. Estes catalizadores naturais sao importantes em varios
processos biologicos. Portanto existe um grande interesse em analisar os fatores
que controlam os seus mecanismos (27). A hidrdlise nao catalisada do ATP
ocorre quase exclusivamente no grupo fosfato terminal, pelo ataque de uma
molécula de dgua, levando a formacao de uma molécula de ADP e um grupo
fosfato livre. Estudos envolvendo a clivagem da ligacao O-P—O mostram que
ela ocorre rapidamente em pH 4cido e lentamente em pH neutro (2).

Apesar das aminas biogénicas, putrescina, espermina e espermidina se
ligarem aos nucleotideos, a principio nao apresentam nenhum efeito na taxa
de hidrélise do ATP. Ja aminas sintéticas lineares quando ligadas ao ATP

mostram uma aumento na taxa de hidrdlise do grupo fosfato (2).

Figura 2.10: ATP

O ATP e seus produtos de hidrélise sucessiva, adenosina difosfato (ADP)
e adenosina monofosfato (AMP), sdo nucleotideos que se constituem de uma

base purica, um agicar com 5 atomos de carbono e um ou mais grupos fosfato
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(27). Ao considerarmos o papel do ATP como portador de energia, podemos
focalizar sua porcao trifosfato. O ATP é uma molécula rica em energia porque
sua unidade trifosfato contem duas ligacoes fosfoanidrido (28).

Em pH 7,0 o ATP e ADP ocorrem como os anions ATP4~ e ADP3~,
pois seus grupos fosfatos estao praticamente ionizados neste pH. Entretanto
no fluido intracelular que contém altas concentracoes de Mg?*, o ATP e o ADP
existem principalmente como os complexos MgATP?~ e MgADP~ (29).

Através dos heteroatomos das bases nucleotideas e/ou pelos oxigénios ne-
gativamente carregados do grupo fosfato podem ser formados complexos com
ions metalicos. Com o ATP vérios quelatos metdlicos com os grupos «, 3, 7,
dos fosfatos tém sido identificados por cristalografia de raios X e por espectros-
copia de RMN com 3!P. Em particular o complexo de Mg?* deste polianion
é frequentemente requerido como substrato para enzimas fosforil e nucleotil
transferase. A estrutura proposta para alguns de seus complexos é mostrada
na Figura 2.11 (28).
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Figura 2.11: Estruturas propostas para complexos com ATP e alguns fons
metalicos divalentes (28)

O estudo de interacgoes entre ions metalicos e o ATP tem despertado
muito interesse devido ao envolvimento de ions divalentes nos processos
enzimaticos de transferéncia do grupo fosfato. Estudos mostram que estes
processos ocorrem através da formagao de complexos enzima—metal-ATP (30).

De maneira analoga, complexos ternarios tém sido implicados na partici-
pacao do transporte e do estoque de ATP através da membrana devido a sua
inatividade frente a hidrélise (30). Muitas reagdes enziméticas envolvidas nos
processos de armazenagem e estocagem do ATP requerem dois ions metélicos
para interagirem com o mesmo nucleotideo por sitio ativo. Fatos como estes
justificam muito do esfor¢o dos pesquisadores para elucidar a estrutura de

complexos binarios M=ATP e complexos ternarios M—ATP-L em solucao e no


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410382/CA


PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0410382/CA

Capitulo 2. Ligantes 36

estado sélido como modelos de sistemas enziméticos envolvendo ATP e fons
metalicos (31).

Muitos estudos mostram que o ATP é um ligante requisitado quando se
trata de uma reacao em sistemas biolégicos que necessita de muita especifidade.
Além disso, complexos com ligantes mistos sao parte integrante dos fluidos
biolégicos. Portanto é de grande interesse o estudo da influéncia de um segundo
ligante na reatividade dos complexos mistos de cobre(II) e ATP (30).

Estudos abordando complexos ternarios envolvendo as poliaminas natu-
rais com os nucleosideos e nucleotideos tém sido frequentemente publicados.
Contudo a formacao, a estabilidade e os tipos de interacoes que ocorrem en-
tre as poliaminas naturais e estes grupos de bioligantes ainda nao sao bem
esclarecidas.

Nakai e Gilnsmann (32) e Kimura et al. (33), mostraram através de
estudos de equilibrio quimico que as poliaminas putrescina, espermidina e
espermina ligam-se também ao ATP, pelos mesmos sitios de coordenacao onde
o ion magnésio(II) se coordena e que a interacao destas poliaminas com o ATP
nao depende somente da carga das poliaminas mas também da estrutura das
mesmas. Nakai e Gilnsmann (32) em seus estudos concluiram que a poliamina
espermidina possivelmente compete com o ion magnésio(Il) pelo ATP, in vivo,
e consequentemente a interacao entre a espermidina e o ATP funciona como
um regulador nas reagoes enziméticas que dependem do fon magnésio(II) livre
e coordenado ao ATP (3), mais uma vez evidenciando a importancia dos estudo
acerca das interacoes entre os ligantes bioldgicos.

Nos nucleotideos a base piirica (d&tomos doadores N—1 e N-7), a base pi-
rimidica (N-3 e os dtomos de oxigénio dos grupos fosfatos) sdo os principais
centros de interagoes com bioligantes e também com fons metdlicos (8). Em
estudos realizados em sistemas sem a presenca do metal, mostram que as
interagoes entre os bioligantes ocorrem pelos grupos acima citados e pelos
nitrogénios protonados das poliaminas. Resultados de estudos na presenca do
fon metdlico Cu(Il) com ATP e ADP revelaram mudangas nos grupos que
participam das interacoes ligante-ligante devido a coordenacao do metal ao
grupo fosfato e aos nitrogénios da poliamina. Porém, os resultados indicam
que ainda estao presentes as interagoes intermoleculares dos ligantes, através
dos atomos que nao participam do sitio de coordenacao do metal, uma vez que
as interagdes aumentam a estabilidade dos complexos formados (24).

Embora através da sintese e caracterizacao de compostos ternarios no
estado sélido algumas questoes possam ser esclarecidas, o numero de espécies
ATP—-metal-L isoladas e caracterizadas no estado sélido ainda é muito pe-

queno, pois a maior dificuldade estd no preparo de cristais apropriados para
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caracterizagao, isolados de solugoes aquosas (31). A sintese destes compos-
tos tem como objetivo criar modelos que possibilitam o estudo das diversas
interacgoes entre os bioligantes e os ions metalicos.

A selecao do ATP para o desenvolvimento de estudo no estado sdlido
recai na sua importancia bioldgica, cuja agao, em muitos casos, estd associada
a PCr e ao fato de possuir mais de um grupo fosfato, diferentemente da PCr
que s6 apresenta um grupo fosfato, possibilitando também um estudo mais

completo do comportamento deste grupamento na coordenacao de metais.

2.3
Ligantes Fosfatados: Fosfocreatina (PCr)

Outro exemplo de biomolécula que armazena energia é a fosfocreatina.
Ela atua como uma forma de armazenamento temporario de grupo fosfato
(29). Desta maneira, a fosfocreatina atua na manutengao da concentracao de
ATP constante e em altos niveis nos musculos esqueléticos. Como o contetudo
de PCr do musculo é 3 a 4 vezes maior que o do ATP, ela pode armazenar
grupos fosfato suficientes para manter o nivel de ATP durante curtos periodos
de atividade intensa (28).

Compostos fosforilados atuam em muitos processos enzimaticos nos
sistemas bioldgicos. A clivagem que ocorre em compostos naturais liberando
o grupo fosfato serve como fonte de energia para muitos organismos vivos
(29). A fosfocreatina (PCr) é um composto organico encontrados nos tecidos
musculares capaz de armazenar e prover energia para a contragado muscular
convertendo ADP e PCr em ATP e creatina (28). Ela mantém a concentragao
de ATP constante e em alto nivel nos tecidos musculares. Existem varios
estudos envolvendo o processo de desfosforilagao da PCr que, tal como o
ATP, se mostra bastante estavel em solugoes alcalinas mas sofre hidrélise
rapidamente quando em solugao acida (34). A tranferéncia do grupo fosfato
para o ADP ocorre através de uma reacao catalizada pela enzima denominada
creatina quinase conforme mostrado na Figura 2.12 (27):

A reacao é reversivel, de modo que a ressintese da fosfocreatina pode
ocorrer quando houver disponibilidade de ATP, conforme ocorre no periodo
de recuperacao depois de uma contracao muscular. A transferéncia do grupo
fosfato do ATP para a creatina, a fim de formar a fosfocreatina, é catalisada
pela enzima ATP-creatina—transfosforilase (28). Cada reagente representado
na Figura 2.12 deve ser entendido como um sistema em equilibrio com outras
espécies. Por exemplo, o ATP sempre estd em equilibrio com o complexo
ATP — Mg**. Em pH fisiolégico, a PCr estd presente como o anion PCr?~

e esta espécie pode se coordenar aos cations metalicos(35). Portanto a espécie
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PCr?*~ compete com outros anions contendo o grupo fosfato como o ADP e o
ATP pelas espécies cationicas presentes no meio (35).

A molécula de PCr apresenta trés centros doadores possiveis: um atomo
de oxigénio do grupo fosfato, o atomo de nitrogénio do grupo guanidino e o
atomo de oxigénio do grupo carboxilato. Existe portanto a possibilidade da
molécula de PCr atuar como um ligante tridentado. Resultados de estudos
em solucao, mostram que a PCr atua como um ligante bidentado sendo que
o atomo de nitrogénio ¢ um dos dtomos que se coordenam ao metal (28).
Entretanto, nao foi possivel concluir qual a origem do segundo atomo doador
envolvido na esfera do coordenacgao: se é o oxigénio do grupo fosfato ou se
é o oxigénio do grupo carboxilato (28). Informagdes sobre a estabilidade de
complexos envolvendo a PCr é essencial para a determinagao da concentracao

das espécies presentes no meio citossélico(35).
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Figura 2.12: Sintese da Fosfocreatina

Assim como nos tecidos musculares, a acao reparadora de energia da PCr
pode também ocorrer no coracao, que também é um musculo. Por isso varios
laboratorios tém focado seus estudo em definir a fungao intracelular da PCr
(29). Atualmente na prética clinica a PCr tem sido usada no tratamento de
pacientes com moléstias do coragao, com o nome comercial de Neoton (36).

A PCr tem ainda outra funcao devido a sua natureza anfipatica. As ca-
racteristicas ionicas da PCr tornam possivel a ligacao as cabegas fosfolipidicas
polares das membranas. Ligando-se aos fosfolipideos, a fosfocreatina diminui
a fluidez da membrana e faz com que se diminua a passagem de material
celular. Essa estabilizagao da membrana evita alguns problemas como a isque-
mia e a hipoxia. A fosfocreatina protege as células de serem danificadas por

diminuicao ou perda de material citoplasmatico. Por essa propriedade a fos-
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focreatina tem sido indicada para ser usada por pacientes infartados ou com
problemas isquémicos no coragao (29). Pesquisas experimentais sobre o meca-
nismo de danos irreversiveis das células cardiacas indicam uma estreita relagao
com o esgotamento de fosfatos de alta energia (29).

Semenovsky et al. (37) concluiram, através de testes clinicos com 78
pacientes (onde 41 foram tratados com PCr e 37 formaram o grupo de controle),
que a PCr adicionada a solugao sanguinea cardioplégica exerce clara agao de
protecao na isquemia do miocardio durante operagoes cardiovasculares.

Na literatura, poucos estudos mostram que pode haver alguma relacao
indireta entre a PCr e o cobre e a PCr e as poliaminas. Kleihues et al.
(38) em seus estudos submeteram macacos adultos a situacao de isquemia
cerebral completa durante uma hora e logo apds, a circulacao cerebral foi
reativada por um periodo de 24 horas. O animais que demonstraram sinais
de recuperacao exibiram um suprimento parcial de fontes de energia celulares,
tais como ATP e PCr. Apés as trés primeiras horas de reativacao cerebral,
apareceram também evidéncias da inducao de enzimas envolvidas na sintese
de poliaminas (ornitina descarboxilase e S-adenosil-metionina descarboxilase).
Nao foram observadas mudancas na atividade destas enzimas no final do
periodo de isquemia, indicando nao apenas a inibicao da sintese, mas também
do catabolismo das poliaminas durante o periodo de isquemia completa.

Um outro estudo envolvendo ratos com alimentacoes diferenciadas, mos-
trou que ratos com uma alimentacao deficiente em cobre apresentaram um
nivel de NAD e fosfocreatina maior do que o grupo controle (ratos que rece-
beram uma alimentagao normal e nao apresentavam deficiéncia em cobre). Ja
o nivel cardiaco de ATP apresentou-se igual nos dois grupos (39).

Desta forma, na tentativa de tornar a pesquisa in vitro mais representa-
tiva dos fenomenos que ocorrem no processo biolégico in vivo é interessante o
estudo dos sistemas binarios e ternarios formados pela fosfocreatina, o cobre e

as poliaminas.
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