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RESUMO

MAPEAMENTO DO PROCESSO DE NUCLEACAO E
CRESCIMENTO DO PEPTIDEO BETA AMILOIDE PELO
COMPLEXO LUMINESCENTE cis-[RU(PHEN)2(APY)]?*

O beta-amiloide (AB) € um fragmento de peptideo altamente propenso a
agregacédo que se deposita no meio extracelular e esta diretamente associado ao
desenvolvimento e progresséo de uma série de doencas do sistema nervoso, em
particular, a doenga de Alzheimer (DA). Com isso em mente, o objetivo deste
trabalho é obter um complexo de Ru (1) luminescente capaz de mapear em tempo
real o processo de agregacdo do peptideo beta amiloide pelo estimulo luminoso.
O complexo cis-[Ru(phen)(Apy).]>* foi sintetizado com esse intuito,
apresentando absorcéo intensa e larga cobrindo a regido de 350 a 600 nm com
maximo em 450 nm (e = 9800 mol.L.cm™) e emissdo larga com maximo em 655
nm, apresentando um deslocamento de Stokes na ordem de 4800 cm™ e tempo de
vida de fosforescéncia de 129 ns. A interacdo do complexo com o peptideo ABi-
20 foi analisada pelas respostas luminescentes do complexo com o decorrer da
agregacdo. Estudos de interacdo através de mudancas na intensidade de
luminescéncia foram conduzidos. As imagens luminescentes e as alteracdes nos
tempos de vida de luminescéncia durante o processo de agregacdo foram obtidas
por microscopia confocal utilizando a técnica de FLIM (do inglés Fluorescence
Lifetime Imaging). O complexo mostrou-se um bom marcador para 0 processo de
agregacdo do peptideo AB. Com os tempos de vida de fluorescéncia obtidos das
imagens luminescentes foi possivel avaliar a interacdo entre o complexo e 0 AB:-
20. As imagens do AB1-40sem complexo possuem um tempo de vida bi exponencial
médio de 3,5 ns. J& as imagens do ABi-40 com complexo possuem um tempo de
vida tri exponencial médio de 4,8 ns, apresentando contribuicdo significativa de

um terceiro tempo de vida mais longo em torno de 7 ns. Uma vez confirmada a
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interacdo entre 0 complexo e 0 APi-40, estudou-se 0s possiveis sitios de interagdo
entre 0s mesmos. Trés fragmentos do peptideo foram investigados: APBi-2s, AP11-22
e AP29a0. As imagens de FLIM sem e com complexo mostraram-se bastante
distintas, bem como seus tempos de vida. ApoOs determinar a interacdo do
complexo com o peptideo, foi investigado a capacidade do complexo em
influenciar o processo de agregacdo do peptideo. Estudos de dicroismo circular
em diferentes estagios de agregacdo mostraram uma diferenca significativa na
elipticidade nos sinais de folha beta formados ao longo da agregacgéo, sugerindo
um possivel efeito inibidor do complexo. Estudos com microscopia eletronica de
transmissdo foram realizados com os fragmentos APB1-40, APi-28, AB11-22 € AB2g-40.
Os estudos AB1-40 na proporgdo 1:5 complexo:amiléide ndo mostraram mudanca
significativa em relacdo ao controle. J& os estudos na proporcdo 1:1
complexo:amiloide apresentam agregados de tamanho muito menor ressaltando

novamente a possiblidade de um efeito inibidor de agregacao.
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ABSTRACT

MAPPING OF NUCLEATION AND GROWTH
PROCESSES OF THE AMYLOID BETA PEPTIDE
THROUGH THE LUMINESCENT COMPLEX cis-
[RU(PHEN)2(APY),]*

Amyloid beta (AB) is a peptide fragment highly prone to aggregation that deposits
in the extracellular medium and is directly associated with the development and
progression of a number of nervous system diseases, in particular, Alzheimer's
disease (AD). With this in mind, the objective of this work is to obtain a
luminescent Ru(ll) complex capable of mapping in real time the aggregation
process of the amyloid beta peptide through light stimulus. The cis-
[Ru(phen)2(Apy)2]** complex was synthesized for this purpose. The complex
showed an intense and wide absorption band covering the region 350 to 600 nm
with a maximum of 450 nm (¢ = 9800 mol™.L .cm™) and broad emission with
maximum at 655 nm, exhibiting a Stokes shift in the order of 4800 cm™ and
phosphorescence lifetime of 129 ns. The interaction of the complex with the Api-
a0 peptide was analyzed by the luminescent responses of the complex throughout
the course of aggregation. Interaction studies through changes in luminescence
intensity were conducted. Luminescent images and changes in luminescence
lifetimes during the aggregation process were obtained by confocal microscopy
using the FLIM technique (Fluorescence Lifetime Imaging). The complex proved
to be a good marker for the AP peptide aggregation process. With the fluorescence
lifetimes obtained from the luminescent images, it was possible to evaluate the
interaction between the complex and ABi-10. APBi-40 iMmages, with samples being
prepared without the complex, have an average bi exponential lifetime of 3.5 ns.
On the other hand, the images of the complex APi4 have an average tri

exponential lifetime of 4.8 ns, with a significant contribution of a third long
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lifetime of around 7 ns. Once the interaction between the complex and AB1-40 Was
confirmed, the possible sites of interaction were investigated. Three fragments of
the peptide were studied: ABi-28, AB11-22 and AB2g-40. The images of FLIM without
and with complex proved to be quite different, as well as their lifetimes. After
determining the interaction of the complex with the peptide, the ability of the
complex to influence the peptide aggregation process was investigated. Studies of
circular dichroism at different stages of aggregation showed a significant
difference in the ellipticity of the beta-sheet signals formed throughout the
aggregation, suggesting a possible inhibitory effect by the complex. Studies with
transmission electron microscopy were also performed with the fragments Ap1-o,
AB1-28, APB11-22 and ABag-40. Studies with AB1-40 Iin the 1:5 complex:amyloid ratio
did not show significant change over the control group. On the other hand, studies
in the 1:1 complex:amyloid ratio show smaller aggregates, again highlighting the

possibility of an inhibitory effect of aggregation.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Doenca de Alzheimer

O primeiro caso de Doenca de Alzheimer (DA) foi diagnosticado em
1906 pelo médico e neuropatologista alemdo Alois Alzheimer.! Em 1901, a
paciente Auguste D de 51 anos foi admitida no hospital de Frankfurt, onde
trabalhava Alzheimer, apresentando uma série de sintomas psicossomaticos tais
como perda de compreensdo e memoria, desorientagdo, paranoia e habilidades
psicossociais comprometidas. Alzheimer acompanhou o caso de Auguste durante

0s quatro anos em que ela esteve internada até 1906 quando a mesma veio a ébito.

Na autopsia de Auguste, Alzheimer encontrou alteragfes
histopatologicas, reportando mudancgas peculiares no interior dos neurénios e
presenca de placas no meio extracelular.> Apés anos de estudo, essas alteracdes
foram atribuidas a dois tipos distintos de lesdes neuronais: 0os emaranhados
neurofibrilares (ENF) e as placas senis (PS). A Figura 1.1 mostram uma série de
desenhos que ilustram as alteracBes histoldgicas encontradas na autopsia de
Auguste feitos por Alzheimer e publicados em 1911. Concomitantemente, outros
casos de pacientes que apresentaram oS mesmos sintomas e patologia foram

reportados na literatura.?

FIGURA 1.1 - Desenhos das alterac6es histopatoldgicas encontradas na autdpsia
de Auguste D feitos por Alzheimer onde representam (A) emaranhados
neurofibrilares e (B) placas senis. Fonte Adaptada: ALZHEIMER, 1911.



Anos apos a publicacdo deste estudo por Alzheimer, concluiu-se que
a causa destas lesdes neuronais observadas nos pacientes de DA podem ser
atribuidas a deposicdes patolégicas de proteinas normalmente encontradas no
cérebro.® As placas senis sdo constituidas pelo acimulo do peptideo beta amildide
(AB), o qual se deposita no meio extracelular, enquanto os emaranhados
neurofibrilares sdo depositos intracelulares da proteina tau hiperfosforilada.l*
Vale ressaltar que as placas senis podem estar presentes nos cérebros de pacientes
até 15 anos antes da manifestacdo dos primeiros sintomas.* Apesar disso, varios
estudos demonstram que o0s emaranhados neurofibrilares sdo de fato os

responsaveis majoritarios pelos sintomas da Doenca de Alzheimer.34°

Entretanto, uma das teorias mais aceitas em relagdo a DA,
denominada hipétese da cascata, afirma que as placas senis, apesar de
assintomaticas, iniciam uma série de processos bioquimicos que induzem a
fosforilacdo da proteina tau seqguido pela degeneracédo progressiva dos processos
neuronais.®’#° Estudos demonstram que as kinases GSK3p e CDK5, responsaveis
pela fosforilagcdo da proteina tau in vitro, podem ser ativadas em resposta a

deposicdo do beta amiléide fibrilar.1%11

Estudos mais recentes apresentam evidéncias de que as formas
oligoméricas do AP induzem estresse celular e ruptura de membrana, causando
toxicidade celular.?31* Assim, os indicios mostram que, a presenca do peptideo
beta amil6ide soltvel, bem como seus depositos, estdo relacionados a toxicidade,
0 surgimento nos ENF e, consequentemente, ao desenvolvimento dos sintomas.*?
Estes resultados estimularam as pesquisas relacionadas ao processo de agregacao

do peptideo beta amildide.

A deposicdo patogénica de formas fibrilares de diferentes proteinas,
tais como o beta amildide, é denominada amiloidogénese.'? A presenca de
depositos de amildide é comum para uma série de doencas neurodegenerativas

aléem da DA, tais como Doenca de Huntington, Esclerose Lateral Amiotréfica e



Doenca de Parkinson, sendo todas essas doengas classificadas como formas de

deméncia.1>16

1.1.1. O Custo da Doenca de Alzheimer

A populacdo idosa do mundo é composta por cerca de 900 milhdes
de pessoas.® A taxa de mortalidade entre os idosos vem decaindo devido ao
desenvolvimento da medicina moderna e, consequentemente, a expectativa de
vida a partir dos 60 anos continua aumentando em todas as regides do mundo.*®
A medida em que a expectativa de vida aumenta, doencas cronicas se tornam mais
comuns, devido a mudancas em estilo de vida, tais como alteragcdes na dieta,
sedentarismo e tabagismo.'® A maioria dessa populacdo reside em paises
relativamente pobres. De acordo com a World Bank, 70% da populacdo mundial

de idosos residem em paises de baixa e média renda.*®

A incidéncia de deméncia aumenta exponencialmente com a idade.
De acordo com a Alzheimer’s Society, 0 termo deméncia descreve um conjunto
de sintomas, tais como perda de memoria ou dificuldade com linguagem, causado
por doengas neurodegenerativas, sendo a DA a forma mais comum de deméncia.!’
Enquanto a expectativa de vida dos pacientes com deméncia € diminuida, o maior
impacto € na qualidade de vida, tanto do paciente como de seus familiares e
cuidadores. S&o estimados 9,9 milhdes de novos casos de deméncia a cada ano no
mundo, totalizando um novo caso a 3,2 segundos.!® O custo global com o
tratamento da doenca aumentou de US$ 604 bilhdes em 2010 para US$ 818
bilhdes em 2015, valor este que representa 1,09% do GDP global.'® Aplicando o
fator anual de inflac&o, o custo em 2030 sera proximo de US$ 2 trilhdes e a marca
de US$ 1 trilh&o serd atingida ainda em 2018. No entanto, os custos referentes ao
tratamento e gerenciamento da doenga permanecem concentrados em paises de

alta renda.®

Estudos mostram que a maioria das pessoas vivendo com deméncia

ndo receberam um diagnéstico formal.® Em paises ricos, somente 20-50% dos
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casos de deméncia sdo reconhecidos e documentados como tal, sendo que em
paises em desenvolvimento o nimero de casos registrados € muito menor, com

estimativas de que 90% dos mesmos permanecem néo diagnosticados.61°

Apesar do numero significativo de estudos relacionados a DA,
atualmente ndo existe uma forma de diagndstico definitivo para a mesma.!® Em
geral, o diagndstico é realizado através de testes de memoria, de atencdo e
cognigdo, juntamente com exames clinicos afim de eliminar outras possiveis

causas dos sintomas observados.1’1°

O diagnostico definitivo da DA sO pode ser feito apds a morte,
fazendo uso dos exames clinicos realizados em vida e um exame do tecido

cerebral na autépsia.*®

1.2. O Peptideo Beta Amiloide

O peptideo beta amiléide (AB) é proveniente da clivagem da Proteina
Precursora do Amildide (APP), a qual € uma proteina transmembrana com um
grande dominio extracelular.?® O APP possui 8 isoformas distintas, sendo as
isoformas com 695, 751 e 770 aminoacidos mais comuns.?%212223 O APP com 695
é expressado predominantemente no sistema nervoso central enquanto as
isoformas com 751 e 770 aminoacidos sdo expressadas em varios tipos de células
em diversas partes do corpo.?* No sistema nervoso central (SNC), o APP atua, a
nivel celular, em varios processos, tais como transporte axional, metabolismo do

colesterol e transcrigdo de genes.?*

A protedlise amiloidogénica do APP ocorre sequencialmente pelas
enzimas B-secretase e y-secretase (FIGURA 1.2).2%2! O sitio de clivagem da B-
secretase ocorre entre 0s aminoacidos 596 e 597 do APPggs.2%%° A clivagem pela
-secretase determina o final N-terminal do peptideo AP e libera o SAPPf, o qual

é hidrossoluvel. A y-secretase é responsavel por clivar o APP na parte C-terminal,



o qual esta localizado dentro do dominio transmembrana do APP, liberando o

peptideo AP para o meio extracelular.?0%

O AP é um peptideo cujo monémero possui 4.2 kDa e possui de 39 a
42 aminoacidos, sendo as isoformas com 40 e 42 aminoacidos as mais comuns
(ESQUEMA 1.1).224 O mondmero do AP é intrinsicamente desordenado, sendo
que sua principal caracteristica é sua alta propensdo a agregacdo.?® A funcéo
bioldgica, fisiologica e patologica do AP em condigcbes normais ainda é
desconhecida.?6?"262% No entanto, existem exemplos em bactérias, fungi e

mamiferos onde sua agregacdo é um processo natural e funcional.?
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FIGURA 1.2 — Prote6lise do APP. Fonte Adaptada: O’BRIEN; et al, 2011.
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ESQUEMA 1.1 — Sequéncia de aminoacidos do ApBi-4o



Vale ressaltar que, apesar da clivagem do APP gerar o A, o sitio de
clivagem da y-secretase leva a variagdes no final C-terminal do mesmo.3® Assim,
observa-se a liberacdo de peptideos AP contendo 27 a 49 aminoécidos.?!
Variagdes adicionais nos comprimentos do peptideo surgem de mutacGes no
préprio dominio do AB, como por exemplo, as mutagdes do tipo Flemish (Ala21
até Gly29), Dutch (Glu3 até GInl15), Italian (Glu22 até Lys28), Arctic (Glu22 até
Gly?29), lowa (Asp23 até Asn27) e Tottori (Asp7 até Asn27).%

Essas alteracbes sdo responsaveis pela heterogeneidade dos
oligdmeros do AP gerados, os quais, apresentam estrutura, morfologia e funcdes
diversificadas.'* Por isso, a formacéo das placas de amiléide ndo envolve apenas
a agregacdo de especies monoméricas simples, ao contrario, sua formacao
envolve uma serie de espécies intermediarias que se formam antes da converséo
para fibrilas maduras. A transformacdo dos oligdmeros soluveis em fibrilas
maduras, por exemplo, ocorre pela adicdo de monémeros ao nucleo oligomérico
por um mecanismo cinético rapido. Nesse processo a maturacdo das estruturas
oligoméricas produz filamentos intermediarios individuais denominados
protofibrilas.®® A associacdo entre protofibrilas ocorre de maneira ordenada,

gerando as fibrilas maduras.3*3>3

Comparada as fibrilas maduras, as protofibrilas sdo caracterizadas
pela falta de periodicidade: séo estruturas em geral curvilineas e finas (menos que
10 nm de didmetro) e mais curtas (menos que 400 nm em comprimento). Os
oligdmeros podem também se agregar em formato de anéis, formando um interior
hidrofilico e exterior hidrofébico.®” Agregados anelares e estruturas globulares
ndo estdo restritos ao AP, podendo ser formados por diferentes tipos de
proteinas.®®3® Apesar do nimero significativo de trabalhos descrevendo a
estrutura das fibrilas maduras, pouco se conhece sobre as estruturas
oligoméricas.*> A maior dificuldade para a caracterizagdo estrutural surge da

natureza heterogénea destas espécies.*14243



1.2.1. O Processo de Agregacao

A sequéncia monomeérica do AP possui carater anfifilico, onde o
segmento N-terminal possui carater hidrofilico e os 12 a 14 aminoacidos terminais

possuem carater hidrofobico.*4°

Em solucBes aquosas, a estrutura secundaria do AP depende do
numero de aminoacidos do fragmento monomeérico, onde os fragmentos AB1-4 €
ApB1-39 apresentam estrutura secundaria aleatoria enquanto o Api-42 adota estrutura

rica em folhas B (FIGURA 1.3).%
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FIGURA 1.3 - Representacédo das estruturas em o hélice e folhas  possiveis para

0 peptideo AB. Fonte Adaptada: THE CELL, quarta edicéo.

O processo de agregacdo do AP é dividido em trés fases distintas, as

quais sao ilustradas no Esquema 1.2.
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ESQUEMA 1.2 — Processo de agregacao do peptideo beta amildide. Fonte
Adaptada: SIRANGELO; et al, 2014.

A fase de nucleacdo do AP consiste na transicdo do mondmero para

dimero, trimero, tetramero e, em sequéncia, oligdmero.*

A forma oligomérica ¢ formada de 3 a 50 subunidades de
AB monoméricos.?%2>4 Em geral, oligdmeros formam estruturas globulares e ndo
possuem estrutura secundaria definida. Além disso, os tamanhos e conformacdes
dos oligdmeros sdo bastante variaveis.*>#® Existem estudos que mostram tanto
oligdmeros pequenos e esféricos com 5 nm de didmetro com massas molares entre
20 a 50 kDa como oligdmeros esféricos com didmetros em torno de 15 nm e massa

molar de aproximadamente 1000 kDa.*>4647

Na fase de alongamento ocorre a unido dos oligdmeros ou
oligbmeros e mondmeros formando protofibrilas, que por sua vez se tornam
fibrilas maduras. As protofibrilas séo soluveis e possuem estruturas mais lineares,
variando de 8 a 200 nm de comprimento com 4 a 11 nm de diametro.4>4®
Protofibrilas permanecem em equilibrio dindmico com oligbmeros de baixa

ordem e se alongam pela associacgao de protofibrilas menores, com a velocidade



de associacdo dependendo da concentracdo de AP, pH, forca i0nica e

temperatura. 440

As fibrilas de AP sdo definidas como agregados de proteina
termodinamicamente estaveis, organizados estruturalmente, sendo insollveis e
filamentosos, compostos por unidades repetitivas de folhas [ alinhadas
perpendicularmente ao eixo da fibra (Figura 1.4), possuindo um alto contetdo de

folhas .45

ejLq14 epoxi3

~

FIGURA 1.4 - Representacdo das folhas 3 de uma fibrila

Apesar da elucidacédo estrutural do processo de agregacdo do A, 0s
mecanismos e a toxicidade dos diferentes estagios de agregacdo do AP ainda nao
foram elucidados. Umas das hipdteses mais estudadas dos ultimos anos prop6e
que as espeécies intermediarias de agregacéo, ao invés das fibrilas maduras, séo
espécies responsaveis pela toxicidade celular associada a presenca de agregados
de AB.*® Caso essa hipdtese esteja correta, entdo o mapeamento dos estagios
iniciais do processo de formacéo dos agregados é de extrema importancia para o
entendimento da doenca e para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas baseado nos mecanismos de associacao.

1.2.2. Estruturas Oligoméricas e Fibrilares

Existem dois tipos de oligbmeros — oligdbmeros micelares e

oligbmeros tipo poro (ESQUEMA 1.3).*° Apresentando um segmento N-terminal
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e outro C-terminal, o peptideo beta amildide é anfifilico e medidas de tensdo
superficial demonstraram a habilidade do AP em formar micelas.**1%2 As
micelas aceleram o processo de agregacdo, formando oligdmeros de alta ordem,
ocasionando processos de agregacao divergentes. No peptideo ABi-s0, a presenca
de micelas favorece a formacdo de oligdmeros ndo toxicos, os quais podem

ocasionar a formagcéo de fibrilas maduras.®*°!

Ja os oligdbmeros tipo poro, como o proprio nome indica, se arranjam
afim de formar estruturas que se assemelham a poros. Estes oligdmeros se inserem
nas membranas dos neurdnios, atuando como canais i0nicos secundarios,
influenciando a homeostase dos fons Ca?*, que levam a perda sinaptica e

tOXiCidade.54’55’56’57’58’59

Fibrilas
——-

o\e®

Wwe!

OOO
O ;
@ —

Mondémeros

ESQUEMA 1.3 - Tipos de oligbmeros do AP e suas ramificaces.

Em geral, a morfologia de proteinas propensas a fibrilacdo depende
de uma série de fatores, tais como interacGes hidrofébicas, ligaces de hidrogénio,

cristalizacdo, interacGes eletrostaticas, efeito estérico e interagdes n—m stacking.®

As ligacGes de hidrogénio e interacbes eletrostaticas sdo, em
especial, de suma importancia para 0 Ap uma vez que sdo responsaveis pela

formacéo das folhas 3 que caracterizam as estruturas do amildide.
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A carga dos aminoacidos terminais de um peptideo sdo fundamentais
na definicdo da morfologia do peptideo, uma vez que definem as interacdes
eletrostaticas.®® As fitas de folha beta possuem uma tendéncia intrinseca de se
torcerem, devido a quiralidade dos aminoacidos. No entanto, essa tendéncia €
influenciada pela repulsdo ou atracdo eletrostatica ocasionada pelos aminoacidos
terminais. Caso 0s aminoacidos terminais possuam a mesma carga, tanto negativa
como positiva, as fibrilas formadas apresentam twists devido a repulsdo
eletrostatica.®® Caso os aminoacidos terminais possuam cargas opostas, as fibrilas
formadas nédo apresentam twists e sim uma morfologia denominada belt, devido a
atracdo eletrostatica.®® O Esquema 1.4 apresenta as possiveis morfologias do

amildide.

v

|
|

y
|

A

‘“ ‘ | |m Atracdo Eletrostatica
)

Fitas de Folhas 3

= RepulsdoEletrostatica

|

ESQUEMA 1.4 - Possiveis morfologias do amiloide segundo seu tipo de atracéo
eletrostatica. Fonte Adaptada: HU; et. al, 2015.

1.2.3. Toxicidade do Peptideo Beta Amiloide

Diversas linhas de estudo indicam que o acumulo progressivo de A
tem uma importancia significativa na génese da Doenca de Alzheimer.5%2
Durante muito tempo assumiu-se que o amildide necessitava formar depdsitos

fibrilares no meio extracelular para possuir efeitos citotoxicos.®® Na dltima
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década, a partir do uso de beta amildide sintético, modelos de cultura celular, APP
em camundongos transgénicos e tecidos cerebrais humanos forneceram o
embasamento necessario para avaliar a proposta de que indicam que as formas
pré-fibrilares e sollveis de AP também sdo deletérias.®>%3®* Varios estudos
indicam que as formas oligoméricas sao de fato responsaveis pela perda sinaptica

e danos neuronais.®364

Oligbmeros sdo capazes de perturbar a integridade das bicamadas
lipidicas das células, bem como causar a separacédo entre os espagos intracelulares
e extracelulares.>>> Com arquitetura da membrana comprometida, a homeostase
de ions é perturbada, levando a morte celular. Além disso, intermediarios
oligoméricos podem se ligar a superficie das células, formando poros, causando
um influxo de fons Ca?*.%6°"% Um aumento na concentracéo de ions calcio afeta
um namero de enzimas reguladas pelos mesmos, causando degeneracao sinaptica
e morte celular. Em células neuronais, perturbacdes de Ca?" sdo associadas a
excitotoxicidade, um processo patologico o qual é frequentemente causado pela
superestimulacéo de neurotransmissores.*®>” Outros efeitos associados a presenca
de oligdmeros incluem apoptose mediada por caspases, estresse oxidativo e
disfungdes mitocondriais.®®*"%® A Figura 1.5 ilustra as possiveis interacdes

deletérias de diferentes formas de A com o neurdnio.
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Dysfunctional
Neuron

FIGURA 1.5 - Possiveis interacOes deletérias de diferentes formas de A com o
neurdnio. Fonte Adaptada: <https://www.arigobio.com/news/beta-amyloid-

peptide-alzheimer> Acesso em 05/07/18.

1.3. Diagnostico de Doenca de Alzheimer

Atualmente, ndo existe cura para a Doenca de Alzheimer. No
entanto, existem tratamentos sintomaticos, sendo que todos atuam
contrabalanceando disfuncdes nos neurotransmissores.® Mesmo com tratamento,
a doenca nédo para de progredir, mas o faz mais lentamente. Isso provavelmente
se deve ao fato de que, como ndo ha uma forma definitiva de diagndéstico, os
tratamentos sdo instituidos quando a DA ja estad em estagios mais avangados e o
paciente ja exibe sintomas devido a degeneracdo dos neurbnios, o qual € um
processo irreversivel.®® Como os depositos de amildide podem ser encontrados
muitos anos antes do desenvolvimento dos sintomas da doenca, marcadores

sensiveis ao AB podem ser utilizados para o diagndstico precoce.
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1.3.1. Sondas Biologicas para DA

Durante a dltima década, houve um grande avangco no
desenvolvimento de sondas bioldgicas por imagem para deteccdo de acumulos de
beta amil6ide.®®%” As técnicas mais estudadas foram PET (do inglés positron
emission tomography) e RMI (ressonancia magnética por imagem), ambas
técnicas ndo invasivas. Em particular, uma série de sondas PET mostraram-se
eficazes como sonda para AP em cérebros de pacientes com AD. Algumas das
sondas disponiveis comercialmente sdo o Florbetapir (*8F) e o Flutemetamol (*8F)
lancados em 2012 e 2014, respectivamente.®® No entanto, as técnicas de RMI e
PET apresentam limitantes como baixa sensibilidade, alto custo e pouca
disponibilidade de is6topos, os quais acabam restringindo seu uso clinico.
Atualmente, exames de imagem por PET requerem equipamentos caros,
trabalhadores treinados e exposicdo a radiacdo. I1sso faz com que o custo de um

unico exame seja muito alto, limitando seu uso em paises em desenvolvimento.

Assim, tecnologias alternativas de diagndstico por imagem néo
invasivas de baixo custo e facil aplicabilidade vem sendo cada vez mais
estudadas. 566768697071 |magens éticas por fluorescéncia, em especial na regido do
infravermelho préximo, quando comparadas as técnicas de imagens obtidas por
PET e RMI, sdo promissoras uma vez que as medidas podem ser realizadas em
tempo real, além de néo serem radioativas.®® A regido do infravermelho préximo,
a qual abrange comprimentos de onda entre 650 e 900 nm, € a mais pesquisada
para detec¢Oes in vivo, uma vez que facilita a diferenciacdo da fluorescéncia de
fundo de tecidos bioldgicos, os quais possuem uma autofluorescéncia entre 600 e
650 nm.%® Algumas das sondas luminescentes atualmente utilizadas para estudos
in vitro de AP sdo a Tioflavina T e 0 Congo Red, ambos corantes organicos.’>"
A ThT € usada para reconhecer as fibrilas do AB in vitro, ex-situ e em amostras
histologicas. A ThT interage com as fibrilas do Ap pelos canais formados entre

as cadeias laterais adjacentes e em paralelo ao eixo de formacao da fibrila. Esta



15

interacdo impede a rotacdo no anel da ThT levando a um aumento da fluorescéncia
deste corante organico.” Apesar de amplamente utilizada, é reconhecido que a
intensidade de emissdo da ThT varia significativamente entre amostras de
amiloide.” Além disso, este corante apresenta emissdo em 480 nm, regido onde

muitas biomoléculas absorvem luz.

Um marcador luminescente ideal para AP deve possuir uma série de
requisitos, dentre eles: facilidade de sintese com alto rendimento e solubilidade
em meio aquoso, alta estabilidade metabdlica e baixa toxicidade. O mesmo deve
apresentar emissao acima de 450 nm para deteccéo in vitro e, preferencialmente,
acima de 650 nm para deteccdo in vivo, alto rendimento quantico de emisséo e um
deslocamento de Stokes que impeca a reabsorcdo da luz.%%° Além disso, um
candidato a marcador deve tambem apresentar alta seletividade e afinidade de
ligagdo com o peptideo, apresentando alteragéo significativa na sua luminescéncia

ao interagir com o amildide.%

1.4. Proposta de Trabalho

Neste trabalho pretendemos usar a luminescéncia do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy).]%* e a técnica TCSPC-FLIM (do inglés Time Correlated
Single Photon Counting-Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) em
combinacdo com as técnicas de TEM (Microscopia de Transmissao Eletronica) e

DC (Dicroismo Circular) para obter em tempo real imagens das alteragcdes
estruturais produzidas nos estagios iniciais de agregacao do peptideo APBi-40 € de
seus fragmentos APi-2s (N-terminal), ABzeao (C-terminal) e APi122 (regido

central).

1.5. Justificativa

Atualmente ndo existem marcadores bioldgicos luminescentes

seletivos ao AP que mapeie todas suas fases de agregacdo. A técnica de
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luminescéncia é ideal para diagnostico por imagem, uma vez que a mesma é
sensivel e de baixo custo. A maioria dos compostos luminescentes estudados sdo
corantes organicos, 0s quais, apesar de apresentarem absor¢do e emissao intensas
na regido do visivel, possuem absor¢do e emissao muito proximas, o que promove
a reabsorcé@o da luz emitida limitando as imagens fluorescentes em tempo real.
Além disso, como descrito anteriormente para a ThT, esses corantes organicos
absorvem e emitem luz na mesma regido de uma série de biomoléculas. Isso faz
com que essa classe de compostos ndo seja ideal para ser utilizada em deteccéo in
vivo, pois haveria influéncia da fluorescéncia do tecido biologico. Afim de obter
uma emissdo no infravermelho proximo, varios trabalhos prop6em novas
moléculas organicas com um maior numero de anéis aromaticos conjugados. No
entanto, a maioria das moléculas propostas apresentam baixa solubilidade em

agua e sdo dificeis de sintetizar.

O Laboratorio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica vem
trabalhando com complexos de Ru(ll) luminescentes para aplicagdo no meio
bioldgico e, particularmente, para o diagnostico e tratamento da Doenca de
Alzheimer.”>"® Estudos previamente conduzidos no laboratério envolviam a
sintese de complexos de ruténio com dois ligantes bidentados 1,10-fenantrolina
(phen) e dois ligantes monodentados aminopiridina (Apy). O trabalho
desenvolvido com o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy):], em especial, apresentou
resultados bastante interessantes para aplicacdo em diagndstico por imagem
luminescente, tais como absorcéo na regido do visivel e emisséo larga alcangando
a regido do infravermelho proximo. O complexo apresentou deslocamento de
Stokes de 4800 cm™, o que impede a reabsorcéo da luz emitida. Além disso, a
fosforescéncia com tempo de vida longo, da ordem de 129 ns, permite obter
Imagens luminescentes em tempo real sem interferéncia da emissdo de
biomoléculas. Este complexo apresentou também propriedades terapéuticas como
atividade antioxidante frente aos radicais hidroxila e inibicdo das enzimas

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BUChE) humanas.”™ Os
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complexos preparados interagiram com o AB1-40 na forma monomérica sem perda
da luminescéncia, 0 que permitiu acompanhar o processo de agregacao pela
resposta luminescente do complexo. Neste estudo foi demonstrado que este
complexo é uma sonda sensivel para os estagios iniciais de agregacdo do AP, o
que permitiu obter imagens luminescentes em tempo real da formacao das fibrilas
para 0 AP0, estruturas em forma de U e protofibrilas para o fragmento ABis.1.
Concomitantemente, nenhuma interacdo foi observada para o fragmento Ap2s.ss.
Estes estudos indicaram que este complexo pode ser uma sonda luminescente
sensivel e especifica para determinados fragmentos do A, podendo abrir novas
frentes de pesquisa, tanto do ponto de vista fundamental, no conhecimento do
processo bioquimico de agregacdo do AP, quanto a aplicacdo pratica deste

complexo como agente terandstico.

Como descrito anteriormente, apesar do numero significativo de
trabalhos que descrevem o processo de agregacdo do APi-4 € sobre a estrutura
das fibrilas maduras, pouco se conhece sobre o processo de agregacdo de
fragmentos do APi.4 € as alteracdes estruturais decorrentes deste processo. Estes
resultados sdo de suma importancia uma vez que muitos trabalhos indicam que
estas alteracbes conformacionais estdo diretamente associadas a toxicidade

neuronal.

Se esta propriedade for confirmada, este complexo poderia ser usado
para detectar e diferenciar superficies caracteristicas do AB. Alem disso, esta
informacéo é importante, particularmente se considerarmos a proposta vigente de
nucleacdo secundaria de monémeros onde os depdsitos de placas ja formados
catalisam a formacdo de novas placas por um processo de amplificacdo

autocatalitico.””:"8
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi demonstrar que o complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy).]** é um marcador biolégico sensivel as diferentes
sequéncias nos residuos de aminoécidos do AR, podendo ser usado para detectar

e diferenciar diferentes superficies caracteristicas do Ap.

2.2. Objetivos Especificos

e Acompanhar o processo de agregacdo em tempo real do peptideo beta
amildide AB1-40 e dos fragmentos ABi-2s (N-terminal), AB2g-20 (C-terminal) e AB11-
22 (regido aromatica central do AB) por luminescéncia no estado estacionario e
resolvida no tempo, obtendo-se os tempos de vida de emissdo das imagens
fluorescentes. Analisar a morfologia do AP através de medidas de dicroismo

circular e microscopia eletronica de transmisséo;

e Acompanhar o processo de agregacdo em tempo real do peptideo beta
amildide ABi-40 e dos fragmentos ABi-2s (N-terminal), AB2g-40 (C-terminal) e AB11-
22 (regido aromatica central do AB) incubado com diferentes concentracfes do

complexo por luminescéncia no estado estacionario e resolvida no tempo,

obtendo-se os tempos de vida de emissdo das imagens fluorescentes. Analisar a
influéncia do complexo na morfologia do A atraves de medidas de dicroismo

circular e microscopia eletronica de transmisséo;
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Os reagentes usados nas sinteses dos complexos - RuCls;.3H0, 1,10-

fenantrolina (phen), cloreto de litio (LiCl), 3,4-diaminopiridina (3,4Apy) e
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hexafluorofosfato de amonio (NH4PFs) - foram todos de procedéncia Sigma-
Aldrich. Na preparacdo das solucdes tampédo foram usados fosfato de potassio
monobasico (KH2PO,) e fosfato de potassio bibasico (K;HPO,) e cloreto de sddio
(NaCl) de procedéncia Synth. Todos os solventes organicos usados nas sinteses
possuem grau de pureza HPLC. Agua MilliQ foi usada para a preparacao de todas

as solugdes aquosas deste trabalho.

Os peptideos beta amildide foram adquiridos da empresa GenScript
liofilizados e com 99% de pureza. Os fragmentos usados neste trabalho foram
AB1-a0, AP1-2s, AP1122 € AB2ga0. O hidroxido de sodio (NaOH) usado foi de
procedéncia Synth e o DMSO para biologia molecular foi de procedéncia Sigma-
Aldrich.

3.2. Sintese dos Complexos

3.2.1. Sintese do precursor cis-[Ru(phen).Cl:]

O complexo precursor foi sintetizado seguindo o procedimento
previamente descrito na literatura.” 0,38 mmols de RuCl;.3H,0O, 0,76 mmols de
1,10-fenantrolina e 2,6 mmols de cloreto de litio foram solubilizados em 15 mL
de dimetilformamida previamente desaerado. A mistura reacional foi mantida em
refluxo por 8 horas em atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia de
luz. Apos o téermino do tempo de reacdo, a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente. Na sequéncia adicionou-se 200 mL de acetona previamente destilada e
resfriada. A mistura foi mantida sob refrigeracao durante uma noite para garantir
total precipitacdo. O sélido obtido foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada
até que a agua mae ficasse incolor. O complexo de coloracéo roxa foi seco e 0

rendimento obtido foi de 61%.
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3.2.2. Sintese do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]. 2PFs

O complexo foi preparado a partir de 0,1 mmol do precursor cis-
[Ru(phen),Cl,] e 0,2 mmol do ligante 3,4-diaminopiridina solubilizados em 12
mL de uma mistura etanol/agua (1:1) previamente desaerada e sob agitacédo
continua. O sistema foi mantido sob refluxo por oito horas sob atmosfera de
nitrogénio puro, agitacdo e auséncia de luz. A mistura foi filtrada ainda quente e
0 sistema foi entéo resfriado a temperatura ambiente. Uma vez resfriado, foram
adicionados 0,2 mmols do contra ion hexafluorofosfato de amonio. A mistura
permaneceu sob refrigeracdo durante uma noite para a precipitacdo completa do
complexo. Este foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada. O complexo

vermelho foi filtrado e o rendimento obtido foi de 65%.

3.3. Equipamentos e Metodologia

3.3.1. Analise Elementar

Para a determinacdo da porcentagem de carbono, nitrogénio e
hidrogénio foi utilizado um analisador de C, H e N modelo EA 1108 da FISONS,
na central analitica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao

Carlos.

3.3.2. Espectroscopia de UV-vis

Os espectros de absorcdo eletronica na regido UV-vis foram obtidos
utilizando um espectrofotometro Agilent 8453A. Foram utilizadas celas de
quartzo de caminho ético 10 mm e volume 3,5 mL para as analises do complexo

e celas de caminho otico 10 mm e volume 1,5 mL para as analises com o Ap.

3.3.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnetica Nuclear foram obtidos em
um espectrometro BRUKER DXR 400 MHz e 600 MHz pertencentes ao
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Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

3.3.4. Espectroscopia de Luminescéncia

Os espectros de emissdo e excitagdo foram obtidos no
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC - lampada de alta pressao de
xendnio de 150 W e fotomultiplicadora do tipo R928. Foram utilizadas celas de

quartzo de quatro lados de caminho 6tico 10 mm e volume 3,5 mL.

3.3.5. Tempo de Vida de Emissao

Os experimentos de tempo de vida foram realizados no Laboratorio
de Fotobiofisica da FFCLRP — USP junto ao grupo do Prof. Dr. Amando Siuiti
Ito. A fonte de excitagdo é um laser pulsado Tsunami 3950 (Spectra Physics) de
titinio-safira (Ti:sapphire) bombeado por laser de estado sélido Millenia Xs
(Spectra Physics), de Nd:YVOQu, que tem saida com poténcia maxima de 10 W no
comprimento de onda 350 nm. O meétodo de contagem de fdétons unicos
correlacionado pelo tempo (TCSPC) foi utilizado para determinar o tempo de vida
de emissdo. O software F900 foi utilizado para o ajuste dos dados experimentais
de decaimento a funcdes multiexponenciais, baseado no método de ajustes de
funcdes nédo lineares dos minimos quadrados. A qualidade do ajuste realizado pelo

software foi avaliada pelo parametro 2.

3.3.6. Estudo do processo de agregacgio do Ap

O primeiro passo no preparo da solugcdo estoque do peptideo beta
amildide ¢ a solubilizacdo do liofilizado e a eliminacdo de possiveis agregados
pré-existentes. Para isso, o liofilizado foi solubilizado em 200 uL de NaOH (150
uL de uma solucdo 2 uM e 50 uL de uma solugdo 100uM). Essa solucdo foi
sonicada por 2 minutos em um banho de ultrassom e, em seguida, filtrada em

filtros de centrifuga (VWR) de porosidade 0,2 um. A solucdo foi entdo diluida em
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tampao PBS (100 mM; pH 7,4. 150 mM de NaCl). E importante ressaltar que,

uma vez em solugéo, a solugcdo estoque de AP foi mantida em banho de gelo.

A solucgdo estoque foi entdo diluida para a concentracdo desejada
para cada um dos experimentos. Quando os mesmos foram conduzidos incubando
0 peptideo com o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]. 2PFs ou outro padrdo
luminescente, 0 mesmo procedimento foi seguido, no entanto o volume da solugéo
do complexo foi levado em consideracdo. A solugcdo de complexo para estes
experimentos foi preparada utilizando a mesma solucdo tampdo utilizada na
diluicdo do peptideo e uma quantidade minima de DMSO para biologia
molecular. O dimetilsulféxido é adicionado para garantir a total solubilizagdo do
complexo em solucéo. Sua porcentagem na solugéo estoque de complexo foi de
10%.

O Esquema 3.1 ilustra a metodologia utilizada no monitoramento do

processo de agregacdo do peptideo beta amiloide.

,’
MaOH
ame
- Y 4 -

) -.-

Solubilizagio 052
Centrifugagdo
Tampao /,
PBS
° I O 0 m
Incubagdo Diluigao -

ESQUEMA 3.1 - Esquema da metodologia utilizada no

monitoramento do processo de agregacdo do peptideo beta amildide.
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3.3.7. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos utilizando o
espectrometro Jasco J-815 pertencente ao Grupo de Biofisica Molecular “Sérgio
Mascarenhas” do Departamento de Fisica da Universidade de Sao Paulo —
Campus Il S& Carlos com a colaboracdo do Prof. Dr. Otaciro Rangel
Nascimento. Para as medidas foi utilizada uma cubeta despolarizada de caminho

6tico 5 mm e volume 500 pL.

3.3.8. Microscopia de Imagem por Tempo de Vida de Fluorescéncia
(TCSPC-FLIM)

As imagens por tempo de vida de fluorescéncia foram obtidas em um
sistema de medidas de fluorescéncia com resolucdo temporal acoplado a
microscopia confocal MT-200 — PicoQuant, microscépio invertido de deteccdo
Olympus junto ao grupo do Prof. Dr. Amando Siuiti Ito. Para excitar a amostra
foi empregado o laser de diodo pulsado de 450 nm (LDH-D-C-450) e para a
emissdo foi utilizado o filtro BLP-488R. As amostras, em solucdo, foram
analisadas em laminulas Deckglaser 20x20 mm. As imagens foram adquiridas e
processadas pelo software operacional do microscépio, SymPhoTime, e as

resolugBes foram mantidas em 256x256 pixels.

3.3.9. Microscopia de Transmisséo Eletronica (TEM)

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo foram
realizadas no Laboratorio Nacional de Nanotecnologia — LNNano/CNPEM junto
ao Laboratério de Microscopia Eletronica (Processos TEM-20515/TEM-
21480/ME-22280). Para a obtencdo das imagens foi utilizado o microscépio
JEOL-1400 PLUS, tensdo de 120 kV e filamento LaBs. As imagens foram
adquiridas por uma camera Gatan CCD com resolucdo 4K x 4K. As amostras
foram preparadas pela técnica de contrastacdo negativa (negative staining) em
grades de cobre 400 mesh tipo Lacey recorbertas por filme ultrafino de carbono.

As grades foram carregadas negativamente por uma corrente de -15 mA pelo
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equipamento PELCO EasiGlow. 3 uL da amostra foram colocados sobre a grade
por 60 segundos e a mesma foi subsequentemente seca com papel de filtro. Logo
apos, 3 uL de &gua MilliQ foram adicionados e secos logo em seguida. Para
recobrir as grades foram adicionados 3 uL de acetato de uranila 2% por 30
segundos. A analise das imagens foi realizada utilizando o programa ImageJ e 0

tratamento estatistico foi realizado utilizando Excel.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]. 2PFs

A caracterizacdo do complexo cis-[Ru(phen)z(3,4Apy)2]. 2PFs, bem
como suas propriedades bioldgicas, ja foram realizadas e estudadas previamente
pelo grupo.”™ Os resultados de caracterizagdo abaixo foram reproduzidos afim de

confirmar a obtencdo do complexo e sua pureza.

4.1.1. Analise Elementar

A Tabela 4.1 apresenta os dados referentes a porcentagem em massa
de C, N e H para o complexo cis-[Ru(phen).(3,4Apy):]. 2PFs obtidos por analise
elementar. Os resultados experimentais estdo em concordancia com os resultados

teoricos, conforme a formula minima proposta CssHsoF12N10P2RuU.
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TABELA 4.1 - Analise elementar das porcentagens referente as quantidades de
C, He N para o complexo cis-[Ru(phen)(3,4Apy).]. 2PFs considerando a formula

minima C34H30F12N10P2RU.

M.M. Anélise Elementar Experimental
(g/mol) (Tedrica) %
C H N
969,67
40,61 (42,11) 3,07 (3,12) 13,15 (14,44)

4.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H para o complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy):]%* e ligante 3,4-diaminopiridina obtidos em DMSO-ds séo
apresentados na Figura 4.1. Os sinais referentes aos ligantes 1,10-fenantrolina
estdo na regido de 7,45 e 9,45 ppm enquanto os sinais referentes aos ligantes 3,4-
diaminopiridina estdo na regido entre 4,68 e 7,48 ppm. A atribuicédo de todos os
sinais é apresentada na Tabela 4.2. Os resultados obtidos séo consistentes com a
geometria octaédrica proposta, contendo dois ligantes 1,10-fenantrolina
bidentados e dois ligantes 3,4-diaminopiridina monodentados. A auséncia de
sinais referentes ao precursor e ligante livre indica a pureza do complexo, a qual
também pode ser observada pela analise elementar. E importante ressaltar que os
estudos de caracterizagcdo por RMN foram feitos em DMSO-ds afim de atribuir os
sinais referentes aos hidrogénios dos grupos amino das aminopiridinas, atribuicao

essa a qual ndo pode ser realizada em D-O.
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TABELA 4.2 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN *H para o complexo
cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]>* em DMSO-ds.

H Su (ppm); mult.(J em Hz); H

d,d’ 4,68;s; 4

c,c’ 5,88:s: 4

b,b’ 6,25; d (6,2); 2
a,a’ 7,31:7,31d (6,2); 2
e.e’ 7,48:s; 2

7,7 7,58; m; 2

8,8’ 7,97; dd (5,3/1,2); 2
5,5 8,20; d (8,8); 2
2,2° 8,27, m; 2

4,4° 8,31;d (8,8); 2
6,6’ 8,48; dd (8,2/1,2); 2
3,3 8,85; dd (8,2/1,2); 2

LI’ 9,45; dd (5,3/1,2); 2



27

. - a ‘ AN
" b NH2d
4'H NH,
H o
3
cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]** 3,4-diaminopiridina
e
a b
[ d
'y .
cc d.d
b,b
1
J . b

9.8 9.4 9.0 8.6 8.2 7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6
f1 (pom)

FIGURA 4.1 - Espectros de RMN 1H 400 MHz em DMSO-d6 para o complexo
cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]** (azul) e 3,4-diaminopiridina (verde).
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4.1.3. Espectroscopia de UV-vis

A Figura 4.2 apresenta os espectros de absorcdo UV-vis do complexo
precursor cis-[Ru(phen).Cl,] e do complexo cis-[Ru(phen)(3,4Apy).]>*. O
precursor apresenta duas bandas de absorcdo, uma em 270 nm referente a
transicdo de tranferéncia de carga entre os ligantes fenantrolina (transi¢do ILCT),
e outra em 555 nm referente a transicdo de transferéncia de carga metal-ligante
que ocorre entre os orbitais dn do metal Ru(ll) e os orbitais ©* dos ligantes
fenantrolina (transicdo MCLT). A Figura 4.2 mostra o deslocamento do maximo
de absorcdo para menor comprimento de onda com a troca dos ions cloreto
(doador-mt) pelos ligantes aminopiridinas (receptor-r). Isto ocorre devido a
estabilidade adicional conferida pelos ligantes 3,4-diaminopiridina ao substituir
os ligantes cloreto. Os ligantes cloretos sdo doadores o e m, enquanto que 0S
ligantes aminopiridina se coordenam ao metal através dos pares de elétrons ndo
ligantes do nitrogénio do anel fazendo ligacdes . No entanto, as aminopiridinas
possuem anel aromatico o que confere a este ligante caracteristicas « receptoras,

estabilizando a ligacéo.

A obtencéo de uma banda de absor¢do com caracteristicas de MLCT
é, para este trabalho, bastante importante, devido ao valor de absortividade molar
consideravel (¢ =8200 L.molt.cm?). Isso significa que essa transicdo em
particular é capaz de absorver uma quantidade de luz significativa, favorecendo
sua aplicacdo oOtica. Além disso, uma transicdo de MLCT pode favorecer a

emissdo de luz por fosforescéncia.
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FIGURA 4.2 - Espectros de absorcdo UV-vis do complexo precursor cis-
[Ru(phen).Cl,] (roxo) e do complexo cis-[Ru(phen)(3,4Apy)2]** (vermelho) em

acetonitrila.

Ja o complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy),]** apresenta uma banda na
regido do ultravioleta em 267 nm e um ombro em 320 nm, referentes as transicoes
entre os orbitais t—m dos ligantes. O complexo de interesse mantém sua banda de
MLCT, agora uma banda larga com maximo em 480 nm, referente a transicao
(dr)Ru?*— (n*)phen. O valor de absortividade molar para o complexo aumenta
para 9400 L.mol.cm™, e o alargamento da banda de absor¢do com a entrada das
aminopiridinas indicam possiveis transi¢des Ru*— 3,4Apy na mesma regido da

MLCT (Ru(ll)— phen).

4.1.4. Luminescéncia e Tempo de Vida

O complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]** apresenta uma banda de
emissdo larga (550 a 850 nm) com maximo em 655 nm e intensidade de emissdo
consideravel até 750 nm, enquanto o precursor cis-[Ru(phen).Cl;] ndo apresenta
emissdo (FIGURA 4.3). Isso se deve ao fato de que a presenca dos ligantes cloreto

favorece os processos de decaimento para o estado fundamental de forma néo
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radiativa. Ja a presenca dos ligantes 3,4-diaminopiridina altera as energias dos
estados excitados reativos, aproximando os estados excitados centrados no metal
gue séo dissociativos aos estados da MLCT, favorecendo as transi¢des radiativas

fosforescentes.

350

[Ru(phen)ZCLZ]

2004 [Ru(phen) (3.4Apy),I*"
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Intensidade de Luminescéncia (u.a.)

0 e —
1 1 T T T T
500 550 600 650 700 750 800 850
2 (nm)

FIGURA 4.3 - Espectros de emissdo do complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl;]
(roxo) e do complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy)2]** (vermelho) em acetonitrila com

excitacdo em 480 nm.

O espectro de excitacdo do complexo se assemelha a banda de MLCT
do complexo, indicando que a emisséo é proveniente dessa transicdo. O complexo
apresenta um deslocamento de Stokes na ordem de 4800 cm™, havendo pouca
sobreposicdo das bandas de emissdo e excitacdo. Isso indica que processos de
autofluorescéncia sdo improvaveis, ndo havendo reabsorcdo da prépria luz

emitida.
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FIGURA 4.4- Espectros de emissdo (preto) e excitagdo (azul) do complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy).]*>" em tampéo fosfato pH 7,4 com emissdo em 655 nm.

O comprimento de onda de emissdo e o deslocamento de Stokes
apreciavel sdo requisitos muito importantes para um marcador biologico
luminescente porque impedem a reabsorcédo da luz emitida. Os comprimentos de
onda de emissdo obtidos para o complexo cis-[Ru(phen).(3,4Apy),]** sdo ideais
tanto para aplicagdes in vitro como in vivo. Como o complexo absorve luz na
regido do visivel e emite no infravermelho préximo, ndo existe sobreposicdo com
a janela terapéutica da maioria das biomoléculas, as quais absorvem luz na regido

do ultravioleta/inicio do visivel.

O complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy).]*>" apresenta dois tempos de
vida de emissao distintos: um tempo longo majoritario de 129,3 ns e um tempo
mais curto de 1,23 ns (TABELA 4.3). O tempo de vida de emissdo mais longo €
proveniente da emissdo da MLCT e indica que o estado excitado alcancado é o
tripleto. Para retornar ao estado fundamental é necessaria a inversao de spin,
conferindo a transicdo um tempo de vida de emissdo mais longo. O segundo
tempo de vida de emissdo e provavelmente proveniente de uma transicdo onde o

estado excitado é singleto, pois 0 mesmo é muito curto.
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TABELA 43 - Tempos de vida de emissdo do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy).]** em tampéo fosfato pH 7,4.

1 (ns) 12 (Ns) X

Tampéo (pH 7.4)  129,3 (99,7%) 1,23 (0,3%) 1,1

4.2. Estudos de Luminescéncia com AB1-40

Afim de estudar a interacdo do complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy)2]**
com o peptideo beta amiléide foi, inicialmente, investigado o peptideo AP1-40, 0

qual representa 0 mondmero proveniente da clivagem do APP. Foram realizados

experimentos de luminescéncia e TCSPC-FLIM para este fragmento.

4.2.1. Estudos de Emissao

Um dos requisitos necessarios para um bom marcador biolégico
luminescente € interagir com o alvo em questao e apresentar mudangas em sua
emissdo, sejam elas em termos de intensidade de emissdo ou tempo de vida de
emissdo. Para avaliar o complexo quanto a esse quesito foram realizados estudos
de luminescéncia. Como controle foi usado a Tioflavina T, a qual é atualmente

um padréo para ensaios in vitro com o peptideo beta amiloide.

A Figura 4.5. (A) mostra os espectros de emissao da ThT em funcéo
do tempo de incubacdo do APi.40 na presenca deste corante. A Figura 4.5. (B)
mostra o grafico da intensidade de emissdo da ThT (480 nm) normalizado em
funcdo do tempo de incubagdo AB1-.40/ThT onde pdde-se observar um aumento na

intensidade de emissdo com o progresso da agregacdo do peptideo. No entanto, €
importante ressaltar que, nos estagios iniciais de agregacdo, a ThT apresenta uma
baixa intensidade de emissédo. Isso esté diretamente correlacionado a estrutura da

Tioflavina, mais especificamente ao seu eixo de rotacdo, o qual é livre e impede
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a emissdo desse corante em solucdo (FIGURA 4.6). A emissdo da ThT nos
estagios avancados da agregacdo do AP ocorre quando este eixo de rotacdo nao
pode mais girar, isto é, quando a ThT se liga as folhas beta do amil6ide. Portanto
a interacdo ThT-Ap so é eficaz quando a estrutura secundaria do AP ja esta

definida, ou seja, 0s estagios finais de agregacao.

>
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L]
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FIGURA 4.5 - Espectros de emissdo em tampao fosfato pH 7,4 (150mM NacCl)
da interagdo ThT-AB na proporcédo 2:1 (ThT:AB) (A) e grafico intensidade de

emissdo normalizado vs. tempo de incubag¢do em minutos (B).
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FIGURA 4.6 - Estrutura da Tioflavina T.

O complexo também apresenta um aumento na intensidade de
emissdo a medida que a agregacdo do amildide progride. No entanto, ao contrario

da ThT, o complexo aparenta ser mais sensivel aos estagios iniciais de agregacao
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uma vez que é possivel ver o aumento da intensidade em pequenos incrementos e

ndo em grandes saltos como ocorre com a ThT (FIGURA 4.7).

O complexo também é eficaz em acompanhar a agregacdo do
amiléide quando usado em baixas concentracdes (5 pmol.Lt) bem como
proporgdes baixas de complexo:ABi1-40 (SuM:50uM), levando a concluséo de que

a interacdo entre o complexo e o amildide é independente da estrutura secundaria

apresentada pelo AP 1-4o.

SUMRuApy: 50uMAB | — 0 min»
— 60 min
—— 120 min
— 180 min
—— 240 min
—— 480 min
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FIGURA 4.7 - Espectros de emissdo em tampéo fosfato pH 7,4 (150mM NaCl)
obtidos da interacdo complexo-Ap na proporcdo 1:10 complexo-Ap (C) e grafico
intensidade de emissdo em 450 nm normalizado vs. tempo de incubagcdo em
minutos (D).

Portanto conclui-se que o complexo apresenta caracteristicas
similares a Tioflavina, uma vez que é capaz de monitorar a agregacdo do AP i-
40 através do aumento da intensidade de luminescéncia. No entanto, ao comparar
os dois sistemas, o complexo apresenta vantagens frente a ThT uma vez que
consegue interagir com o AP1-40 em estéagios iniciais de agregacéo e é capaz de

fazé-lo em baixas concentracdes em relacdo a concentracdo do amildide.
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4.2.2. Estudo de tempo de vida de emissao atraves de Imagens de
TCSPC-FLIM

Uma vez confirmada a interacéo entre o complexo e o beta amildide,
imagens por tempo de vida de emissdo através da técnica de TCSPC-FLIM foram
adquiridas a fim de avaliar a capacidade do complexo de atuar como marcador

bioldgico através da luminescéncia do mesmo.

A tecnica de FLIM (do inglés Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy) faz uso do fato de que o tempo de vida de um fluoroforo depende do
seu ambiente molecular, mas nédo de sua concentracéo.®® O método de contagem
de fotons unicos correlacionados pelo tempo (TCSPC) foi utilizado para
determinar o tempo de vida de emissdo, método esse o qual possui alta resolucao
temporal, eficiéncia de fotons e precisdo do tempo de vida. As amostras em
tampdo fosfato pH 7,4 (150mM NacCl) foram excitadas em 470 nm e a emissao

observada a partir de 488 nm.%

Vale ressaltar que varias biomoléculas tém em comum anéis
aromaticos que absorvem e emitem luz, apresentando tempos de vida de emisséo
similares, como por exemplo, o triptofano, cujo tempo de vida de emisséo é de
3,1 ns.®! Essa sobreposicdo nos tempos de vida de emissdo dificulta as analises de
biomoléculas em geral na regido do UV-vis proximo por medidas de tempo de
vida. Em relacdo ao AP, a excitacdo com luz de 270 nm alcanca os estados
excitados da tirosina que emite na regido de 240 a 450 nm.%? Isto mostra a
necessidade de uma sonda luminescente que absorva e emita luz em uma janela
de comprimentos de onda maior que 450 nm. Por iSso usamos 0s comprimentos
de onda de excitacdo e emissdao do complexo para conseguir, sem interferéncias,

mapear a agregacdo do AP pelas respostas luminescentes do complexo.

As Figuras 4.8 e 4.10 apresentam as imagens obtidas em tempo real

durante o progresso da agregacao do APi-40 incubado na auséncia e na presenca
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do complexo respectivamente. Todas as amostras foram preparadas em tampao
PBS pH 7,4, 150mM de NaCl.

A analise das curvas de decaimento cinético para 0 ABi-4 Sem 0
complexo levou a um ajuste da equacdo para uma funcdo bi-exponencial com
tempo de vida de emissdo médio de 3,5 ns (TABELA 4.4). O peptideo beta
amiloide apresentou uma emissao de fluorescéncia intrinseca a partir de 488 nm.
A presenca dos aminoacidos aromaticos (Phe4, Tyrl0, Phel9 e Phe20) e a
delocalizacdo de elétrons através das ligacbes de hidrogénio das folhas beta

formadas na agregacdo podem ser responsaveis pela emissao.8283

Como mostram os dados da Tabela 4.4 ndo houve alteracOes
significativas nos tempos de vida de emissdo durante o processo de agregacéo.
Entretanto a contagem de fétons das imagens aumentou consideravelmente: 488
no tempo zero para 3354 nos estagios avangados da agregacdo (240 min), o que
corrobora com a proposta da delocalizacdo dos elétrons por ligacdo hidrogénio

ser responsavel pela emissdo do ABi-s (FIGURA 4.8).

230 min 360min | —— 480 min

FIGURA 4.8 - Imagens de FLIM do processo de agregacdo do ABi—s em tampéo
fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) em diferentes tempos de incubagdo na auséncia

de complexo. Excitagdo em 470 nm e leitura de emiss@o acima de 488 nm.
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TABELA 4.4 - Tempos de vida de emissdo das imagens das amostras de

APBi-40 sem complexo em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl) obtidas com

excitacdo em 470 nm e leitura de emissdo acima de 488 nm.

0 min

60 min

120 min

240 min

360 min

480 min

11=3,81 =+ 0,03

=114 +0.04

71=3,90 +£0,01

12=1,15 + 0,03

71=3,85 £0,02

1=1,06 + 0,04

711=3,88 +0,01

12=1,06 £0,01

71=13,93 £ 0,02

1=1,12+0,02

11=3,87 £0,01

72=1,03+0,01

70,92

29,08

64,85

35,15

59,62

40,38

60,25

39,75

67,22

32,78

62,36

37,64

1,098

1,339

1,698

1,643

1,307

1,421

3,51+0,01

3,52+0,01

3,41+0,01

3,44+0,01

3,59+0,01

3,48 £ 0,01
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FIGURA 4.9 - Imagens de FLIM do processo de agregacdo do ABi-40 em tampao
fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) nos tempos (A) 0 min e (B) 240 min de incubacéo
obtidas com excitacdo em 470 nm e leitura de emissdo acima de 488nm. A
contagem de fotons para a imagem em 0 min é de 488 enquanto a de 240 min é
de 3354.

A Figura 4.10 mostra as imagens obtidas durante o progresso da
agregacédo do APi-s0 incubado com complexo e a Tabela 4.5 mostra os tempos de

vida de emissdo obtidos.

Nas imagens obtidas tanto na auséncia como na presenca do
complexo é possivel identificar claramente os depdsitos de amiloide, com
pequenos aglomerados globulares. Ambas as imagens com e sem complexo
apresentam alta definicdo, atestando a sensibilidade da técnica por tempo de vida
de emisséo para obtencdo de imagens por luminescéncia. No entanto, as imagens
do ABi1-40 incubado com o complexo apresentaram uma contagem de fétons muito
maior. Para o tempo de 360 min de agregacdo, por exemplo, obteve-se uma
contagem de fotons de 2376 na auséncia do complexo enquanto que na presenca
do mesmo a contagem observada foi de 22712, (FIGURA 4.11) facilitando assim

a identificacdo dos depositos de amildide por imagem.
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120 min

480 min

FIGURA 4.10 - Imagens de FLIM do processo de agregacdo do APi-40 em tampéo
fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) em diferentes tempos de incubag¢io na presenca

de complexo (3 AB:1 complexo). Excitagdo em 470 nm e emissdo acima de 488

nm.
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FIGURA 4.11 - Imagens de FLIM do processo de agregacdo do AP -4 em tampéo
fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) em 360 min de agregacéo onde (A) foi incubado
sem complexo e (B) foi incubado com complexo (3 AB:1 complexo). A contagem
de fétons para a imagem em (A) é de 2376 enquanto a contagem da imagem com

complexo (B) é de 22712. Excitagdo em 470 nm e emissdo acima de 488 nm.
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As curvas de decaimento cinético do Api40 incubado com o
complexo foram melhor ajustadas para uma funcdo tri-exponencial (TABELA
4.5). A presenca deste terceiro tempo de vida de emissdo resultou na diminuigéo
da contribuicdo dos outros tempos de vida de emissao obtidos nas imagens. Uma

vez que a proporgdo do APi-so:complexo neste experimento foi 50uM:18uM, era

esperado uma mistura de agregados do APi-40 S0zinho e ABi.s-complexo. Vale
ressaltar que mesmo nestas proporcdes as alteragcdes nos tempos de vida de
fluorescéncia séo acentuadas no estagio pré-incubacgéo indicando que o complexo
interage com o peptideo na fase de nucleacdo. Por exemplo, no tempo zero de
incubacdo a nova fluorescéncia apresenta tempo de vida de emissao de 7,64 ns e
22% da emisséo total da imagem. Essa informacéo é relevante, uma vez que a
proposta deste trabalho é justamente obter uma sonda luminescente para oS
estagios iniciais da agregacao. O tempo de vida mais longo para esta nova especie
também facilita a diferenciagdo entre outras proteinas ou biomoléculas

fluorescentes.

O complexo provou, assim, possuir interacdo com o ABi-40 podendo
acompanhar seu processo de agregacédo por completo. O tempo de vida de emisséo
das imagens mostrou-se mais longo devido a interacdo complexo-
AB1-40, podendo distinguir os agregados de outras moléculas fluorescentes com
tempos de vida curtos. A contagem de fotons também foi aumentada

significativamente facilitando a identificacdo dos agregados.
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TABELA 4.5 - Tempos de vida de emisséo das imagens obtidas das amostras de

ABi-40 com complexo (3 AB:1 complexo) em tampao fosfato pH 7,4 (150 mM

NaCl) obtidas com excitagdo em 470 nm e leitura de emissdao acima de 488 nm.

0 min

60 min

120 min

240 min

360 min

480 min

T1= 7,64 £ 0,04

1.=2,82+0,01

13=0,53+ 0,01
71=6,28 £ 0,03
1.=2,51+0,01

3= 0,50+ 0,01

11=195,/0% 0,03
1,=2,02+£ 0,02
3= 0,47+0,01
11=9,09+0,13
12=3,16 £ 0,02
3= 0,71+0,02
14=0,22 £ 0,02
11=95,31 10,02
12=2,9510,02
3= 0,62+ 0,01

71=6,30 £ 0,03
1=3,21+0,01
3= 0,70+ 0,01

21,89

52,89

25,21

28,61
41,02

30,37

29,47
45,60
24,93
16,89
47,14
15,69

20,28

31,65
49,61
18,73
21,07
61,38
17,55

1,100

1,097

1,114

1,112

1,294

2,507

5,17 + 0,02

4,73+ 0,02

4,23+0,01

5,32+ 0,02

4,08 £ 0,01

4,32 £0,01
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4.3. Estudos de Interacdo com Fragmentos

Uma vez que as propriedades luminescentes do complexo se
mostraram bastante sensiveis ao processo de agregacdo do APi-40, foi avaliada a
capacidade do mesmo de atuar como marcador luminescente das cadeias N- e C-
terminal do AP, permitindo a identificacdo estrutural dos fragmentos desse
peptideo. Para isso foram investigados trés fragmentos distintos dos monomero
ABi-40: APi-2s, APi1-22€ AP2940. A sequéncia dos aminoacidos esta ilustrada
na Figura 4.12. Os estudos de interacdo com os fragmentos podem vir a auxiliar
na elucidacdo do processo de agregacao, na identificacdo destes fragmentos em
solucdo, bem como contribuir para determinar o(s) sitio(s) de interacéo entre o

complexo e 0 AB.

Aﬁ1—28 ABTI—ZZ ABZ‘?—AO

FIGURA 4.12 — llustracdo dos fragmentos do ABi—s0: ABi-28, APB11-22 € AB29-40

destacados em verde.

4.3.1. Fragmento AB1-2s

O fragmento APi-2gé o0 fragmento N-terminal polar do amiloide,

ABi-40. Em especial, esse fragmento contém quatro aminoacidos aromaticos
(Phe4, Tyr10, Phel9 e Phe20), bem como trés histidinas (His6, His13 e His14).
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A Figura 4.13 apresenta as imagens de TCSPC-FLIM obtidas em
tempo real durante o progresso da agregacao do Api-2s Na auséncia e na presenca
do complexo. A Tabela 4.6 apresenta os tempos de vida de emissdo destas

Imagens.

Por se tratar de um fragmento mais curto, os agregados s6 foram
identificados visualmente em tempos de incubacdo maiores. Por isso, as imagens
mostradas na Figura 4.13 foram obtidas nos tempos de 120 e 240 minutos de

incubacao.

Na Figura 4.13 é possivel observar que esse fragmento possui
tendéncia a fibrilacdo que pode ser notada pela formacéo de uma fibrila em forma
de twist. Em particular, a Figura 4.13. (C) mostrou-se bastante interessante, uma
vez que a imagem mostra dois tempos de vida distintos para uma mesma fibrila:
um tempo de vida curto (em azul) no interior da fibrila e outro longo (em verde)
na parte externa da fibrila. Isso indica que o complexo interage com os residuos
de aminoacidos na superficie do AB e ndo entrando em sua estrutura como outros
compostos reportados.3* J4 com o complexo, as imagens apresentaram tempos de
vida médio em torno de 16 ns, tempo muito maior do que o fragmento sozinho,

bem como do fragmento Api-4o.

Os decaimentos cinéticos tanto do APi—2s Sem quanto com o
complexo foram ajustados para uma funcgéo tri-exponencial. O tempo de vida de
emissdo médio observado foi de 2,8 ns, ndo havendo mudangcas significativas com

0 progresso da incubacéo.

Ja com complexo, o tempo de vida de emissdo médio observado foi
em torno de 16 ns, valor este muito maior do que os tempos de vida de emissao
do ABi1-28 sem complexo e do valor obtido para 0 APi-40. Estes dados corroboram
as observacbes prévias e indicam que o complexo interage com o canal
hidrofobico do fragmento AB1-2s (Leul7-Vall8-Phel9-Phe20), o qual contém os

sitios aromaticos do Ap. Estes resultados indicam que a interacdo complexo-
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AP pode ocorrer através dos residuos de aminoacidos aromaticos fenilalanina
(Phel9 e Phe20).

Em sua estrutura, o complexo possui dois ligantes 1,10-fenantrolina,
0S quais podem estar interagindo com os aminoacidos aromaticos por interagdes
de empilhamento n—n “n—n stacking”. Uma interacdo com os anéis das

histidinas também é possivel.

120 min

120 min 240 min

FIGURA 4.13 - Imagens de TCSPC-FLIM do processo de agregacdo do
ABi1-28 em tampao fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem complexo (A) e (B) e com
complexo na proporcdo 3 AB:1 complexo (C) e (D) em 120 e 240 min de
incubacdo. As imagens foram obtidas com excitacdo em 470 nm e leitura de

emissao acima de 488 nm.
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TABELA 4.6 - Tempos de vida das imagens de TCSPC-FLIM do processo de
agregacédo do ABi—s em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem complexo
(A) e (B) e com complexo na proporcao 3 AB:1 complexo (C) e (D) em 120 e 240
min de incubacgdo. Os tempos de vida de emissdo foram obtidos com excitagdo

em 470 nm e leitura de emissdo acima de 488 nm.

Figura 7 (nS) % x> T medio (NS)

11=4,19 + 0,11 17,84

A 1=1,40 £0.10 23,59 1,076 2,88 £ 0,03

13=0,34 £0,01 58,57

11=4,41 +£0,03 16, 55

B 12=1,53 +£0,05 24,20 1,145 2,93+0,01

13=0,38 + 0,04 59,24

11=18,50 £1,4 19,83

C =173 +£0,13 25,57 1,008 16,00+ 1,4

13=0,32 £ 0,01 54,60

11=17,40 £1,9 22,97

D 1=189 +0,14 23,22 1,044 15,3+1,8

13=0,38 £ 0,01 53,81
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4.3.2. Fragmento AB11-22

Neste contexto, foi investigado o fragmento AB11-22, cuja sequéncia
de aminoacidos Glull-Vall2-His13-His14-GIn15-Lys16-Leul7-Vall8-Phel9-
Phe20-Ala21-Glu22 contém o mesmo canal hidrofobico Leul7-Vall8-Phel9-
Phe20 do fragmento Api—s. Este fragmento € considerado o segmento
responsavel pelo processo de agregacdo. Nele, os aminoécidos Phel9 e Phe20,
ambos aromaticos, estdo em proximidade. Este fragmento contém também os
residuos de aminoacido His13 e His14, os quais podem contribuir com interacoes
hidrofilicas. O Apii-22, assim como 0 APi-s, também possui tendéncia a

fibrilagio.

A Figura 4.14 mostra as imagens obtidas nos tempos de incubacao
120 e 240 min para o AB11-22 ha auséncia e na presenca do complexo e a Tabela
4.7 apresenta os tempos de vida de emissdo destas imagens. Observa-se que as
imagens dos agregados do ABi1-22 incubado com complexo sédo mais definidas e
apresentam uma maior contagem de fotons comparado ao AB11-22 Sem complexo
(8000 sem complexo e 14000 com complexo). Nestas imagens € possivel observar

a formacdo de fibrilas entrelacadas.

Em concordancia com estas observacdes foi observado um aumento
significativo no tempo de vida de emissdo destas imagens de 3,4 ns para 0 ABi1-
22 Sem complexo para cerca de 22 ns com o complexo. As conformacgdes em folhas
B-entrelacadas “rwisted” favorecem a formacdo de ligacBes de hidrogénio,
empilhamento entre as cadeias laterais e interacdes eletrostaticas. Consideram-se

que estas conformacdes sejam as mais estaveis do que as conformacdes flexiveis.

Em acordo com as imagens obtidas, o complexo apresenta ligantes
que propiciam este tipo de interacdo com o peptideo. A presenca dos aminoacidos
Phel9 e Phe20 um ao lado do outro pode contribuir para uma interacdo

n—n stacking mais efetiva. Os grupos amino no anel da piridina podem contribuir
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com ligacédo de hidrogénio para os residuos de aminoacidos hidrofilicos do Ap.
Além disso, o fragmento AB11-22 inicia e termina com dois acidos glutdmicos, 0s
quais, em pH 7,4, sdo carregados negativamente. Como o complexo é carregado
positivamente, forcas eletrostaticas podem contribuir na interacdo complexo-

amildide.

240 min

120 min 240 min

FIGURA 4.14 - Imagens de TCSPC-FLIM do processo de agregacdo do
AB11-22 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem complexo (A) e (B) e com
complexo na proporcdo 3 AB:1 complexo (C) e (D) em 120 e 240 min de
incubacdo. As imagens foram obtidas com excitacdo em 470 nm e leitura de

emissao acima de 488 nm.
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TABELA 4.7 - Tempos de vida de emissdo das imagens de TCSPC-FLIM do
processo de agregacdo do ABii-22 em tampao fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem
complexo (A) e (B) e com complexo na proporgédo 3 AB:1 complexo (C) e (D) em
120 e 240 min de incubagdo. As imagens foram obtidas com excitagdo em 470

nm e leitura de emissdo acima de 488 nm.

Figura 7 (ns) % x> T médio (NS)

11=4,40 =+ 0,04 32,35

A 1=2,16 +£0,02 28,23 1,107 3,34 +0,01

13=0,52+ 0,01 39,41

T1=4,75 £0,05 24,97

B 1=2,32 £0,05 32,84 1,140 3,45+ 0,02

13=0,55 £ 0,01 42,19

11=22,8 + 1,20 22,68

C 1=1,80 +0,14 23,07 1,069 20,44 + 0,97

13=0,40 +0,02 54,65

11=251 +0,45 33,44

D 1.=2,05 £ 0,14 20,87 1,034 23,38 £ 0,36

13=0,46 +0,02 45,68
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4.3.3. Fragmento AB29-40

O fragmento AB29-40, Cuja Sequéncia de aminoacidos é Gly29-Ala30-
lle31-11e32-Gly33-Leu34-Met35-Val36-Gly37-Gly38-Val39-Val40, ndo contém
o canal hidrofébico Leul7-Vall18-Phel9-Phe20 como os outros dois fragmentos
estudados. O fragmento APB29-40 € 0 fragmento C-terminal apolar do monémero
AP1-40, apresentando somente aminoacidos apolares em sua estrutura. Esse
fragmento tambeém apresenta caracteristicas de fibrilacdo, no entanto, a grande
parte das estruturas observadas séo estruturas globulares. Contudo, como se trata
de um peptideo hidrofobico em meio aquoso, € possivel que as estruturas sejam

influenciadas por repulsdes hidrofobicas.

A Tabela 4.8 apresenta os tempos de vida de emissao das imagens e

a Figura 4.15 apresenta um comparativo entre as amostras.

Os tempos de vida de emissdo das imagens sem e com complexo ndo
apresentaram diferencas significativas. Em geral, as imagens obtidas com
complexo apresentaram tempos de vida ligeiramente maiores do que as imagens
sem complexo, indicando que a interacdo do complexo-fragmento neste caso ndo
é apreciavel. Interacdes hidrofébicas fracas podem ocorrer, ocasionando o ligeiro

aumento nos tempos de vida de emisséo.

Os dados obtidos com o fragmento AB29-40 NOS levam a concluir que
0s aminoacidos aromaticos sdo, de fato, de grande importancia para a interacdo
com o complexo, uma vez que, na auséncia dos mesmos, ndao € observado

mudancas nos tempos de vida de emisséo.
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TABELA 4.8 - Tempos de vida de emissdo das imagens de TCSPC-FLIM do
processo de agregacdo do AB29-40 em tampao fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem
complexo (A) e (B) e com complexo na proporgédo 3 AB:1 complexo (C) e (D) em
120 e 240 min de incubagdo. As imagens foram obtidas com excitagdo em 470

nm e leitura de emissdo acima de 488 nm.

Figura 1 (Nns) % x> T médio (NS)

11=4,20 = 0,06 49,29
A 1,161 3,57 £ 0,04
1=1,02 £0.10 50,71

11=3,65 0,03 39,20

B 1,534 2,88 +0,01
12=1,53 +£0,05 60,80
11=3,/8 £0,01 79,03

C 1,553 3,67+0,01
=117 +0,13 20,97
T1=4,64 +0,17 14,69

D 12=1,64 +0,13 27,48 1,091 2,85+0,01

13=0,49 +0,02 57,83




o1

120 min 240 min

120 min 240 min

FIGURA 4.15 - Imagens de TCSPC-FLIM do processo de agregacdo do
AB29-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) sem complexo (A) e (B) e com
complexo na proporcdo 3 AB:1 complexo (C) e (D) em 120 e 240 min de
incubacdo. As imagens foram obtidas com excitacdo em 470 nm e leitura de

emissdo acima de 488 nm.

4.4, O Complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]>* como Marcador
Biologico Luminescente

A partir dos dados de luminescéncia apresentados conclui-se que o
complexo é capaz de monitorar a agregacao do peptideo tanto por intensidade de
luminescéncia como por tempo de vida de emissdo, tornando 0 mesmo bastante
versatil. O aumento no tempo de vida nas imagens de FLIM do mon6mero
principal Api-4 facilitam a identificagdo dos agregados. Os fragmentos de

A que possuem aminoacidos aromaticos apresentaram um aumento significativo
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no tempo de vida da imagem, indicando uma interacdo consideravel entre o
complexo e o peptideo. Assim, podemos concluir que os ligantes 1,10-
fenantrolina possuem um papel importante na interacdo, possivelmente
interagindo através de interacGes n—n stacking com os grupos R dos aminoacidos
aromaticos. Através das imagens do fragmento ABi-2s podemos concluir que o

complexo interage com o exterior da fibrila e ndo entra na estrutura do peptideo.

O complexo apresenta uma emissao significativa de 640 a 750 nm
com maximo em 655 nm, podendo assim ser utilizado tanto para medidas in vitro
como in vivo. A sintese do complexo € relativamente simples, barata e ndo

necessita de longas etapas de purificacéo.

Ensaios conduzidos previamente com a linhagem neuronal Neuro2A
mostraram uma viabilidade celular de 90% para concentracOes de até 50uM.%
Para os estudos realizados neste trabalho, a maior concentragéo foi de 20 uM de

complexo, fazendo com que 0 mesmo apresente baixa citoxicidade.

A partir dos estudos de luminescéncia e das imagens por tempo de
vida pode-se concluir que o complexo cis-[Ru(phen)(3,4Apy)2]** € um bom
marcador para o peptideo beta amiloide, sendo assim um excelente candidato a

marcador bioldgico para o diagndstico precoce da Doenca de Alzheimer.

45. Estudos de Influéncia Estrutural do Complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy)2]?* no Processo de Agregacao do Peptideo Beta

Amildide

Uma vez confirmada a interacédo entre o complexo e o A3, bem como
sua capacidade de atuar como um marcador bioldgico, a possivel influéncia
estrutural do mesmo no processo de agregacao natural do amildide foi avaliada.
Para tanto, o processo de agregacdo do AP foi estudado na auséncia e na presenca

do complexo.
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4.5.1. Dicroismo Circular

Afim de analisar a influéncia do complexo na estrutura secundaria, o
processo de agregacdo do AP foi acompanhado através da técnica de dicroismo
circular. Primeiramente, o processo de agregacdo do beta amildide foi
acompanhado na auséncia do complexo (FIGURA 4.16). Como ja esperado o
peptideo ABi-s0, em tempo 0 min de incubacdo, possui estrutura secundaria
aleatoria uma vez que sua forma monomeérica é intrinsicamente desordenada. Foi
possivel observar o ponto de transicdo entre a estrutura secundaria aleatoria para
folha beta que ocorre em 30 min de incubagdo. O aumento da elipticidade indica
um maior contetdo de folhas beta, uma vez que as mesmas vao sendo formadas
juntamente com os agregados, desviando assim a luz polarizada. A elipticidade
aumenta gradativamente com o tempo de incubacdo até a obtencdo de uma curva
caracteristica de folha beta com uma banda negativa em 225 nm e uma banda
positiva em 200 nm. As medidas de dicroismo circular foram iniciadas em 200
nm, uma vez que o tampdo PBS necessario para a agregacdo do peptideo

apresentava interferéncia na regiéo entre 190 a 200 nm.

40 ——AB. 0 min

1-40
APy 4o Sem complexo | —_ap 15 min

1-40

—Ap, ,, 30 min
——ABpB,, 45 min

1-40

——AB. 240 min

1-40

——AB. 360 min

1-40

CD (mdeg)

1 1 1 1 1 1 1 1 I I I I I
205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 235 260 265 270

r(nm)

FIGURA 4.16 - Espectro de dicroismo circular acompanhando o processo de

agregacao do ABi-s em tampao fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl).
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Os experimentos de dicroismo circular do processo de agregacdo do
AB1-40 Na presenca do complexo foram analisados nos tempos de incubacao inicial
(0 minutos) e final (360 minutos) (FIGURA 4.17). No tempo 0, a amostra
incubada com complexo apresentou 0 mesmo padrdo de curva da amostra sem
complexo, sugerindo que o complexo ndo interfere na estrutura secundaria do
amiloide no tempo zero. J& em 360 minutos é possivel observar uma diminuicéo
no grau de elipticidade comparada ao peptideo sozinho, indicando que o

complexo, de alguma forma, influencia na estrutura secundaria do amiléide.

CD (mdeg)

——Ap, 4, sem complexo

20 ——Ap, 4, sem complexo

—_—A| com complexo
Biso P ——Ap, 4, com complexo

210 220 230 240 250 260 270 T T T T T T
210 220 230 240 250 260 270

FIGURA 4.17 - Espectros comparativos de dicroismo circular acompanhando o
processo de agregacdo do ABi-s0 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl) para

0s tempos de incubacdo (A) 0 minutos e (B) 360 minutos na auséncia e na

presenca de complexo (5 ABi-40: 1 complexo).

Como o complexo apresenta absorcdo na regido no UV devido as
transi¢cBes ILCT, ndo foi possivel obter espectros de dicroismo circular para 0s
estagios intermediarios de agregacdo. Os fragmentos de AP apresentaram
problemas referentes a concentracdo e experimentos de dicroismo circular com os

mesmos nao puderam ser realizados.
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4.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Afim de analisar a morfologia do processo de agregacao do peptideo
beta amil6ide foi utilizada a técnica de microscopia eletrbnica de transmissao
(TEM). Para esses experimentos, a agregacdo do AP foi acompanhada na
presenca e na auséncia de complexo para o peptideo ABi-4 nas proporcdes 1:5 e
1:1 complexo:amildide e 1:1 complexo:amildide para os fragmentos
AP1-28, AP11-22 € AB209-40. As tabelas com as analises estatisticas do tamanho dos

agregados se encontra no Anexo dessa dissertacao.

45.2.1. ABio

Para o peptideo ABi-s0 foram estudados os tempos de agregacao 15,
60, 120 e 240 minutos. A agregacdo do peptideo beta amiléide mostrou-se
irregular, apresentando diferentes estagios de agregacdo em um Unico tempo de

incubacdo. No entanto, cada um dos tempos mostrou uma espécie predominante.

A Figura 4.18 mostra as imagens de TEM obtidas para 0 ABi-4 na

auséncia do complexo em diferentes tempos de incubacao.

Em 15 minutos de incubacdo, ndo se observou a formacao de grandes
agregados, podendo ser observado estruturas monomeéricas curvilineas pequenas.
E importante ressaltar que essas estruturas foram somente encontradas em 15
minutos de incubacdo, indicando que as mesmas se unem afim de formar
estruturas maiores. Pequenas estruturas globulares também foram encontradas,
indicando o inicio da presenca de espécies oligomeéricas com diametro médio de

19,65 nm (desvio padrdo = 4,34 nm; erro padrdo = 1,02 nm; n = 18).

Ja em 60 minutos de incubacao, identificou-se um maior nimero de
oligbmeros globulares e, assim como em 15 minutos, a auséncia de agregados
maiores. No entanto, o tamanho das espécies oligoméricas diminuiu para 10,06
nm (desvio padrdo = 2,72 nm; erro padrdo = 0,50 nm; n = 30). E interessante notar

que neste intervalo de tempo ndo foram detectadas estruturas monomericas
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curvilineas, indicando que as mesmas mudaram sua conformacéo afim de formar

oligbmeros.

Contudo, em 120 minutos observou-se as primeiras estruturas
fibrilares. As fibrilas apresentaram comprimentos variaveis, com um valor médio
de 121,05 nm (desvio padrdo = 75,93 nm; erro padrdo = 22,89 nm; n=11), sendo
possivel identificar fibrilas individuais. No entanto, a largura das fibrilas foi
constante, com largura média de 10,98 nm (desvio padréo = 1,46 nm; erro padréo
=0,39 nm; n = 14).

Em 240 minutos de incubacdo, o numero de fibrilas aumentou
significativamente, no entanto as mesmas se agruparam lado a lado, formando
pequenas placas fibrilares. Apesar da predominancia de estruturas fibrilares,
estruturas oligoméricas também foram identificadas em forma de poro com
didmetro médio de 16,58 nm, (desvio padrdo = 4,25 nm; erro padréo = 0,13 nm;

n = 62) bem como a presenca de protofibrilas (FIGURA 4.19).
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FIGURA 4.18 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa do fragmento
ABi-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) na auséncia de complexo nos
tempos de incubacédo 15 (A), 60 (B), 120 (C) e 240 (D) minutos.

FIGURA 4.19 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa de oligbmeros e
protofibrila do fragmento APi-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl)

observados em 240 minutos de incubacao.
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Além disso, algumas fibrilas em forma de hélice com varios twists
foram identificadas em tempos de agregacdo menores (FIGURA 4.20), sugerindo
repulsdo eletrostatica entre os aminoacidos terminais. No entanto, esse tipo de

fibrila ndo foi predominante em nenhum dos tempos de incubacgéo para 0 ABi-so.

FIGURA 4.20 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa de uma fibrila do
fragmento AB1-40 em tampdo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) em forma de hélice.

O mesmo processo foi repetido com a amostra de peptideo incubada
na presenca do complexo na proporgdo 5:1 (APi-40:complexo) com intuito de
avaliar a influéncia do complexo em baixas concentracdes na morfologia do
amildide (FIGURA 4.21).

Em 15 minutos de incubacdo as imagens por TEM ndo mostraram
diferencas significativas na morfologia das espécies presentes em relacdo as
observadas para 0 ABi-4 Sem complexo. Entretanto, os oligdmeros formados na
presenca de complexo foram menores, apresentando didmetro médio de 14,75 nm
(desvio padrao = 3,39 nm; erro padrdo = 0,47 nm; n =50), 5 nm menores que 0S

obtidos na auséncia de complexo.

Aos 60 minutos de incubagéo, ndo se observou mais a presenca de

mondmeros. Neste estagio da agregacdo o numero de oligbmeros aumentou
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significativamente. Como observado na auséncia do complexo o didmetro médio
dos oligbmeros identificados diminuiram para 11,37 nm (desvio padrédo = 2,52

nm; erro padrdo = 0,42 nm; n = 36).

Ja em 120 minutos de incubacéo € possivel identificar a presenca de
fibrilas e de alguns oligdmeros. O comprimento das fibrilas, assim como
observado para 0 ABi-40 incubado sem o complexo, mostrou-se bastante variavel.
Também foram observadas fibrilas do tipo belt, indicando a influéncia de atragdes
eletrostaticas na formacédo da fibrila (FIGURA 4.22). Esse novo tipo de fibrila
observado em 120 minutos de incubacdo apresentou comprimentos similares e

largura de 8,31 nm (desvio padréo = 2,52 nm; erro padrdo = 1,09 nm; n = 37).

Em 240 minutos, assim como observado para 0 ABi-40 incubado sem
0 complexo, as fibrilas se agruparam lateralmente formando pequenas placas.
Também foram observados oligdmeros neste tempo de incubacdo, no entanto, a
especie oligomérica predominante foi a micelar, apresentando didmetro médio de
14,02 nm (desvio padrdo = 3,09 nm; erro padrdo = 0,53 nm; n = 34). Para 0 ABi-40
incubado sem o complexo também foi possivel observar oligdmeros nesse tempo
de incubacdo, no entanto, os oligdbmeros observados eram majoritariamente do
tipo poro (FIGURA 4.23).
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FIGURA 4.21 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa do fragmento ABi-40
do fragmento ABi-4 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) na presenca de
complexo na proporc¢éo 5:1 amiloide:complexo nos tempos de incubacdo 15 (A),
60 (B), 120 (C) e 240 (D) minutos.

FIGURA 4.22 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa de uma fibrila do
fragmento AB1-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl) do tipo belt.
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COMCOMPLEXO SEM COMPLEXO
14,02nm 16,58 nm

FIGURA 4.23 - Comparativo entre os oligdmeros observados em 240 minutos de
incubagéo para as amostras do fragmento Api-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150

mM NaCl) com complexo na proporcéo 5:1 e sem complexo.

Para avaliar a influéncia e o efeito do complexo em concentragdes
mais altas no processo de agregacdo do APi-4o, foram preparadas amostras na

proporcdo 1:1 amiloide:complexo (FIGURA 4.24).

Em 15 minutos de incubacgédo, ndo foi possivel observar mudangas
morfoldgicas em relacdo as amostras anteriores. Os oligdmeros neste estagio de
agregacdo apresentaram diametro de 13,69 nm (desvio padrdo = 3,27 nm; erro

padréo = 0,49 nm; n = 45).

Em 60 minutos, como observado anteriormente, foram observados
oligdbmeros, cujo diametro medio 11,84 nm (desvio padréo = 2,39 nm; erro padréo
= 0,38 nm; n = 40).

Em 120 minutos foram observadas fibrilas, em concordancia com as
amostras anteriores, no entanto, sua grande maioria do tipo belt, com didmetro de

9,28 nm (desvio padrdo = 1,18 nm; erro padrdo = 0,49 nm; n = 17).
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Em 240 min de incubacdo, no entanto, foi possivel notar uma

diferenca significativa em tamanho de fibrilas e pequenas placas formadas.

No geral, na proporcdo 1:1, o tamanho das fibrilas € menor e as

mesmas nao se agruparam lateralmente como nos outros dois grupos de amostras.

FIGURA 4.24 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa do fragmento
ABi-40 em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) na presenca de complexo na
proporcdo 1:1 amiloide:complexo nos tempos de incubacgédo 15 (A), 60 (B), 120
(C) e 240 (D) minutos.

4.5.2.2. A influéncia do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)2]** na

morfologia do ABi-40

A partir dos dados obtidos com os trés grupos de amostra

apresentados através da técnica de TEM, pdde-se concluir que a agregacdo do
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ABi-40 se da de forma ndo linear, apresentado mais de uma espécie por tempo de

incubacdo. No entanto, existem espécies majoritarias em cada tempo.

Em 15 e 60 minutos de incubacgdo, para as amostras sem e com
complexo, ndo foi possivel notar diferencas significativas. Ha uma ligeira
diferenca nos diametros dos oligbmeros, contudo, a mesma nao € significativa,
uma vez que os mesmos, dentro de um mesmo tempo de incubacgéo, apresentam

diferencas em tamanho.

Em 120 minutos de incubacgédo foram observadas fibrilas para os trés
grupos de amostra. No entanto, a morfologia das fibrilas observadas € diferente
para as amostras sem e com complexo. As amostras com complexo, tanto na
propor¢do 5:1 como na 1:1, apresentaram fibrilas do tipo belt, indicando
influéncia eletrostatica na formacao das fibrilas. Como o complexo possui carga
2+ € possivel que a interacdo entre o peptideo e o complexo, a qual foi observada

pelas técnicas de fluorescéncia, interfira na morfologia das fibrilas formadas.

Ja em 240 minutos de incubacdo duas mudancas puderam ser
notadas. Primeiramente, a morfologia dos oligdbmeros na presenca e na auséncia
do complexo foram diferentes. Na auséncia de complexo, a maioria dos
oligdmeros observados foram do tipo poro, os quais, de acordo com a literatura,
sdo responsaveis pela toxicidade celular, uma vez que formam canais de ions
alternativos. Ja na presenca de complexo, como evidenciado pela amostra na
proporcdo 5:1, os oligbmeros formados sdo do tipo micelar, os quais embora
estimulem a fibrilacéo, ndo sao toxicos para as células. A formacéo desse segundo
tipo de oligdmero seria favoravel, uma vez que a toxicidade seria assim reduzida.
Na amostra de proporcdo 1:1 foi possivel observar a formacdo de fibrilas de
tamanho menor em quantidade consideravel em relacdo a fibrilas maiores
agrupadas lateralmente, indicando que o complexo pode possuir capacidade de

influenciar a fibrilacéo.
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Assim, pode-se concluir que o complexo, dependendo de sua
concentracdo em relacdo a concentracdo de amildide, pode atuar apenas como
marcador luminescente biol6gico ou atuar como um agente terandstico,
apresentado propriedades de diagndstico por luminescéncia e propriedades
terapéuticas influenciando na fibrilagdo do ABi-40. A Figura 4.25 apresenta um
comparativo entre os trés grupos de amostras e seus respectivos tempos de

incubacao.

Controle 5AB:1RuApy 1AB:1RuApy

240
min

FIGURA 4.25 - Comparativo entre os trés grupos de amostras do peptideo ABi-40
em tampdo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) e seus respectivos tempos de

incubacéo.
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4.5.2.3 - AP1-28

Para o fragmento APi-s assim como para oS outros fragmentos
menores, foram estudados os tempos de incubacdo 15 e 240 minutos na proporgao
1:1 (AB1-28:complexo). Para o fragmento AB1-2s foram observados oligdmeros em
ambos 0s tempos de incubacédo. Para as amostras sem complexo, os oligdbmeros
apresentaram um diametro médio de 13,62 nm (desvio padrdo = 3,15 nm; erro
padrdo = 0,76 nm; n = 18) em 15 minutos de incubacdo, enquanto que para o
mesmo tempo os oligdmeros da amostra com complexo apresentaram diametro
médio de 15,55 nm (desvio padrdo = 7,76 nm; erro padrdo = 1,41 nm; n = 30).
Embora o didmetro médio das amostras com complexo seja ligeiramente maior,
as mesmas apresentaram uma maior diversidade em tamanho, apresentando um

desvio padréo alto.

Ja em 240 minutos de incubacdo os oligdbmeros apresentaram um
aumento significativo em tamanho para a amostra sem complexo. O diametro
médio dos oligbmeros observados foi de 20,49 nm (desvio padréo = 6,43 nm; erro
padrdo = 1,66 nm; n = 15). No entanto, para a amostra com complexo o0s
oligdbmeros apresentaram diametro médio de 17,28 nm (desvio padréo = 8,56 nm;
erro padrdo = 1,87 nm; n = 21). Pode-se inferir assim que, embora o complexo
ndo influencie na morfologia do amildide, o crescimento dos oligdmeros foi
influenciado pelo complexo, uma vez que o didmetro dos mesmos permaneceu

aproximadamente constante (FIGURA 4.26).

Fibrilas também foram observadas em 240 minutos de incubacdo, no
entanto, ndo podem ser consideradas a espécie predominante desse tempo. O
fragmento APi-2s possui como aminodcidos terminais a asparagina, a qual é
carregada positivamente, e a lisina, a qual é carregada negativamente. Assim, a
repulsdo eletrostatica entre os aminoacidos terminais podem ser responsaveis pela
formacao de fibrilas tipo belt (FIGURA 4.27).
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FIGURA 4.26 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa do fragmento ABi-2s
em tampdo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) nos tempos de incubacdo 15 (A) e 240
min (B) na auséncia de complexo e 15 (B) e 240 (D) minutos na presenca de

complexo na proporcéo 1:1 amiloide:complexo.

FIGURA 4.27- Imagens de TEM por contrastacdo negativa fibrila e oligdbmeros
em tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl) do fragmento ABi-2s.
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4.5.2.4 - AB11-22

Para o fragmento AB11-2 foi possivel observar a formacéo de fibrilas
tanto em 15 como em 240 minutos de incubacdo, indicando que este fragmento
forma fibrilas rapidamente e, é responsavel, mesmo que parcialmente, pelo
processo de fibrilacdo do peptideo beta amildide. Em 15 minutos sdo observados
oligbmeros e fibrilas, sendo que as mesmas se apresentam em baixa quantidade
em pouco tempo de incubacdo. Ja em 240 minutos, é possivel notar uma
quantidade muito maior de fibrilas, indicando o continuo processo de formagao
das mesmas (FIGURA 4.28).

As fibrilas formadas pelo fragmento Apii-22 apresentam VAarios
twists, indicando a acdo de repulsédo eletrostatica. Esse fragmento possui como
aminoacidos terminais dois acidos glutdmicos, sendo que 0S mesmos possuem
grupos R carregados negativamente, causando repulsdo e formando os twists
(FIGURA 4.29). E possivel notar que o complexo, assim como no fragmento
AB1-28 ndo influencia na morfologia do amildide, uma vez que as amostras com e

sem complexo ndo apresentam diferencas significativas.

Assim, pode-se concluir que, embora o complexo interaja com este
fragmento, como evidenciado pela mudanga no tempo de vida das imagens por

luminescéncia, 0 mesmo o faz de forma a néo interferir na sua fibrilacéo.
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FIGURA 4.28 - Imagens de TEM por contrastacdo negativa do fragmento AB11-22
em tampdo fosfato pH 7,4 (150 mM NaCl) nos tempos de incubacdo 15 (A) e 240
min (B) na auséncia de complexo e 15 (B) e 240 (D) minutos na presenca de

complexo na proporcéo 1:1 amildide:complexo.

FIGURA 4.29 — Imagens de TEM por contrastacdo negativa de uma fibrila em
tampéo fosfato pH 7,4 (150 mM NacCl) do fragmento AB11-22.
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4.5.2.5 - AP29-40

Para o fragmento AP29—4o foi possivel observar em 15 minutos de
incubacdo pequenas estruturas monomericas e pequenos oligbmeros, similar ao
comportamento do fragmento ABi-s0. Em 240 minutos de incubacéo, foi possivel
observar fibrilas as quais, também como no fragmento APi-0, S& agrupam
lateralmente formando pequenas placas. Assim como nos outros casos, nao foi
possivel observar diferencas entre as amostras sem e com complexo (FIGURA
4.30).

De todos os fragmentos estudados o AP2g-40 fOoi 0 que mais se
assemelhou ao comportamento do mondmero Afi-4, indicando que 0s
aminoacidos 29-40 sdo de extrema importancia para 0 comportamento do beta

amildide.

FIGURA 4.30 - Imagens de TEM do fragmento AB29-s0 em tampéo fosfato pH
7,4 (150 mM NaCl) nos tempos de incubacdo 15 (A) e 240 min (B) na auséncia
de complexo e 15 (B) e 240 (D) minutos na presenca de complexo na proporcao

1:1 amiloide:complexo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos dados obtidos, observa-se que o complexo cis-[Ru(phen)2(Apy)2]%*:

1. Interage com o peptideo beta amildide em diferentes estagios de
agregacdo, podendo contribuir, através de estudos in vitro, para a elucidacdo do

mecanismo de agregacdo do AB;

2. O complexo apresentou respostas significativamente distintas entre os
fragmentos APi-40, AB1-28, AB1122€ AP2o-40. Para o fragmento Api-40 foi
observado um terceiro tempo de vida de emissdo referente a interacdo complexo
amiloide de 7,64 ns. Ja os fragmentos ABi-2s € ABi11-22 apresentaram tempos de
vida médio de emissdo muito maiores (16 ns e 22 ns, respectivamente) quando
incubados com complexo, indicando uma interacdo mais forte com esses
fragmentos. Ja o fragmento AP29-40 apresentou pouca ou nenhuma diferenca nos
tempos de vida médio de emissdo das amostras sem e com complexo, indicando
que a interacdo do complexo com esse fragmento ndo é significativa. As diferentes
sequéncias de aminoacidos, menor constricdo estérica e interacdes eletrostaticas
podem contribuir com a interacdo entre o complexo e o amildide, influenciando

assim no tempo de vida de emissé@o observado para cada um deles;

3. E um marcador biol6gico sensivel as diferentes sequéncias de residuos
de aminoacidos do AP, podendo ser usado para detectar e diferenciar superficies

caracteristicas do Ap;

4. Apresenta influéncia na estrutura secundaria do peptideo e promove a

formacao de oligdmeros micelares (“ndo toxicos™).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrado que o complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy)2]%" interage com o peptideo ABi-40 € seus fragmentos APz,
AB11-22 € AB29-40 Na fase monomerica (pré-nucleacdo) o que permitiu acompanhar

em tempo real o processo de agregacdo deste amildides.

Os estudos planejados inicialmente para explorar as propriedades
luminescentes do complexo aplicadas para monitorar o0 progresso da agregacgéo
do AB em tempo real foram ampliados para a analise da estrutura secundaria do
AP por dicroismo circular e analise morfoldgica por microscopia eletronica de
transmissdo com o progresso da agregacao. Os resultados obtidos mostraram que
0 complexo ndo interfere na agregacdo, mas altera o tamanho e a quantidade das

espécies geradas nas varias fases de agregacéo.

As respostas fluorescentes foram mais acentuadas para os peptideos
contendo residuos de amino&cidos aromaticos que favorecem interacdes por
empilhamento r. Isto ndo inviabilizou as interagdes eletrostaticas observadas para

0 peptideo C-terminal.

Esta sensibilidade as diferentes sequéncias de residuos de
aminoacidos do AP é essencial para a identificacdo dos fragmentos do A por

luminescéncia.

Os resultados obtidos mostraram também que o complexo pode estar
atuando como um inibidor de formacéo de placas fibrilares como também pode

favorecer a formacao de espécies oligoméricas micelares nao toxicas.
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7. PLANOS FUTUROS

O trabalho realizado motiva a explorar tanto a citoxicidade dos
fragmentos investigados como o efeito e influéncia do complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)]?* no processo de agregacdo destes amildides.

Os resultados também motivam a continuidade destes estudos para

Investigar os sitios de interacdo do complexo com o Ap.

No conjunto, o estudo realizado vem para estimular a investigagédo
do processo de agregacdo de outras proteinas amiloidogénicas e ndo

amiloidogénicas.
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9. ANEXO

AB1.40 SEM COMPLEXO

15 MINUTOS
Area Angulo Comprimento
1 6.127 45 21.918
2 7.429 45 26.614
3 7.429 45 26.614
4 6.127 45 21.918
5 5.744 45 20.352
6 6.817 45 24.266
7 5.515 45 19.569
8 6.817 45 24.266
9 6.587 45 23.483
10 4.442 45 15.656
11 5.515 45 19.569
12 5.285 45 18.787
13 3.523 45 12.524
14 5.055 45 18.004
15 4.442 45 15.656
16 3.983 45 14.09
17 4.213 45 14.873
18 4,442 45 15.656

MEDIA 19.65638889
DP 4.344825389
EP 1.024085165



60 MINUTOS

Area  Angulo Comprimento
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1.774 45 9.405
2.355 45 12.54
1.467 45 7.837
1.774 45 9.405
2.628 45 14.107
1.194 45 6.27

1.911 45 10.189
2.935 45 15.675
1.911 45 10.189
2.628 45 14.107
3.208 45 17.242
1.911 45 10.189
1.467 45 7.837
1.194 45 6.27

1.774 45 9.405
1.774 45 9.405
1.331 45 7.054
1.638 45 8.621
1.638 45 8.621
1.638 45 8.621
2.355 45 12.54
1.638 45 8.621
1.911 45 10.189
1.467 45 7.837
1.467 45 7.837
1.467 45 7.837
1.638 45 8.621



28 2.047 45 10.972
29 2.047 45 10.972
30 2.491 45 13.324
MEDIA 10.057967
DP 2.7234156
EP 0.4972254
120 MINUTOS
FIBRILAS
Comprimento
Area Angulo  Comprimento
1 75.242 6.822 272.092
2 45.786 7.481 165.497
3 26.861 -70.017 97
4 14.652 -59.808 52.733
5 31.516 69.981 113.781
6 14.041 -91.878 50.58
7 10.989 -49.268 39.371
8 31.745 54.703 114.739
9 30.524 45 110.168
10 21.291 -37.117 76.907
11 66.008 23.538 238.641

MEDIA 121.046273
75.933951
22.8949477

DP
EP
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Largura

Area Angulo  Comprimento
1 2.671 45 9.376
2 2.976 45 10.548
3 3.51 90 12.431
4 2.366 45 8.204
5 3.434 -28.301 12.236
6 3.358 -24.775 11.866
7 3.358 50.711 11.778
8 3.587 -58.392 12.65
9 2.366 45 8.204
10 3.358 50.711 11.778
11 2.976 -45 10.548
12 3.129 116.565 11.119
13 3.129 131.987 11.149
14 3.358 77.905 11.866

MEDIA 10.9823571

DP
EP

1.46028599
0.39027785
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OLIGOMEROS
Area Angulo Comprimento
1 3.663 45 12.892
2 2.671 45 9.376
3 4.579 45 16.408
4 2.976 45 10.548
5 2.976 45 10.548
6 5.265 45 18.752
7 2.671 45 9.376
8 3.663 45 12.892
9 2.976 45 10.548
10 3.968 45 14.064
11 3.968 45 14.064
MEDIA 12.678909
DP  3.0026165
EP  0.9053229
240 MINUTOS
OLIGOMEROS
Area Angulo  Comprimento
1 7.402 45 26.565
2 3.663 45 13.022
3 3.51 45 12.501
4 4.655 45 16.668
5 3.968 45 14.064
6 6.868 45 24.482
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

5.265
4121
2.213
4121
4.96
5.418
3.816
4.426
4.426
3.816
3.816
4.655
6.715
4121
6.105
3.968
4.502
3.663
3.968
4.655
5.418
4.426
4.808
5.571
3.663
4.96
4.426
6.715
4.273
4.808
4.808

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45

18.752
14.585
7.813
14.585
17.71
19.273
13.543
15.627
15.627
13.543
13.543
16.668
23.961
14.585
21.877
14.064
16.148
13.022
14.064
16.668
19.273
15.627
17.189
19.794
13.022
17.71
15.627
23.961
15.106
17.189
17.189
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
MEDIA
DP
EP

3.129
3.968
2.366
4.502
3.205
5.952
7.86
3.816
3.129
3.129
4.273
4.808
6.563
3.968
4.502
5.571
7.097
4.502
4.655
4.426
4.96
4.96
3.205
6.257
5.265
16.5844355
4.25601049
0.13729066

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45

10.939
14.064
8.334
16.148
11.46
21.356
28.128
13.543
10.939
10.939
15.106
17.189
23.44
14.064
16.148
19.794
25.524
16.148
16.668
15.627
17.71
17.71
11.46
22.398
18.752
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AB140 COM COMPLEXO 5:1

15 MINUTOS

Area  Angulo Comprimento

1 5.265 45 18.752
2 5.494 45 19.533
3 5.723 45 20.315
4 4.197 45 14.845
5 3.129 45 10.939
6 2.442 45 8.595
7 4.197 45 14.845
8 3.739 45 13.283
9 4.426 45 15.627
10 3.51 45 12.501
11 4.808 45 17.189
12 5.723 45 20.315
13 4.808 45 17.189
14 4.579 45 16.408
15 3.739 45 13.283
16 5.723 45 20.315
17 4.197 45 14.845
18 3.281 45 11.72
19 5.265 45 18.752
20 5.265 45 18.752
21 4.426 45 15.627
22 3.51 45 12.501
23 3.739 45 13.283
24 5.494 45 19.533
25 5.036 45 17.971



26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

MEDIA
DP
EP

3.51
3.968
2.671
5.036
4.808
3.281
5.036
3.281
3.968
4.197
4.426
4.579
3.739
2.671

3.51
3.968
4.579
5.723

3.51
3.129
2.671
2.213
3.739
3.739
3.968

14.7516
3.339805
0.47232

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45

12.501
14.064
9.376
17.971
17.189
11.72
17.971
11.72
14.064
14.845
15.627
16.408
13.283
9.376
12.501
14.064
16.408
20.315
12.501
10.939
9.376
7.813
13.283
13.283
14.064
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60 MINUTOS

Area  Angulo Comprimento
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2.9 45 10.157
1.984 45 7.032
2.213 45 7.813

2.9 45 10.157
3.739 45 13.283
3.281 45 11.72
4.197 45 14.845
3.51 45 12.501
3.968 45 14.064
4.579 45 16.408
3.968 45 14.064
3.51 45 12.501
3.739 45 13.283
3.281 45 11.72
2.213 45 7.813
3.968 45 14.064
3.129 45 10.939
3.281 45 11.72
3.129 45 10.939
2.671 45 9.376
3.281 45 11.72
2.213 45 7.813
1.984 45 7.032
4.426 45 15.627
3.129 45 10.939
3.281 45 11.72
2.213 45 7.813



28 1.984 45 7.032

29 3.281 45 11.72
30 3.129 45 10.939
31 3.51 45 12.501
32 3.739 45 13.283
33 3.739 45 13.283
34 3.281 45 11.72
35 2.442 45 8.595
36 3.739 45 13.283

MEDIA 11.37275

DP 2.522871

EP 0.420479

120 MINUTOS

FIBRILA BELT

Area  Angulo Comprimento

1 2.428 53.13 8.433
2 2.58 47.49 8.965
3 1.973 60.255 6.799
4 2.049  55.713 7.255
5 1.973  -13.496 6.954
6 2.277 -33.69 7.956
7 3.187  -25.942 11.314
8 1.745 -33.69 6.081
9 2.428 -11.31 8.6

10 2.049  46.548 7.156
11 2.353 45 8.349



12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

2.353
2.884
1.821
2.277
2.201
2.732
2.656
2.428
2.504
2.504
2.428
2.656
2.277
2.504
2.049
2.808
2.58
1.973
2.201
2.504
2.049
2.277
2.504
2.353
2.353
2.656

MEDIA 8.309378

DP
EP

1.088807
0.178999

43.668
-34.992
23.199
20.323
12.095
45
-64.179

-59.349
-71.565
-79.046
-95.042
-71.565
28.179
20.556
30.141
48.814
-14.036
-14.534
-28.179
46.548
30.964
29.055
-66.801
-66.801
-64.179

8.349
10.294
6.423
8.001
7.775
9.541
9.429
8.433
8.683
8.805
8.6
9.315
8.001
8.683
7.205
9.835
8.965
6.954
7.775
8.683
7.156
7.956
8.683
8.306
8.306
9.429
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OLIGOMERO

240 MIN
Area  Angulo Comprimento
1 5.571 45 19.924
2 5.876 45 21.096
3 3.281 45 11.72
4 3.968 45 14.064
5 4.273 45 15.236
6 2.976 45 10.548
7 2.366 45 8.204
8 4.579 45 16.408
9 5.265 45 18.752
10 5.265 45 18.752
11 3.663 45 12.892
12 3.663 45 12.892
13 2.366 45 8.204
14 4.273 45 15.236
15 3.663 45 12.892
16 2.671 45 9.376
17 4.273 45 15.236
18 4.273 45 15.236
19 3.281 45 11.72
20 3.663 45 12.892
21 4.96 45 17.58
22 3.968 45 14.064
23 3.663 45 12.892
24 2.976 45 10.548
25 4.273 45 15.236
26 3.663 45 12.892
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27 3.281 45 11.72
28 4.273 45 15.236
29 3.281 45 11.72
30 4.96 45 17.58
31 4.273 45 15.236
32 3.968 45 14.064
33 3.968 45 14.064
34 3.663 45 12.892
MEDIA  14.02953
DP 3.08717
EP 0.529445
AB1-.40 COM COMPLEXO 1:1
15 MIN
Area  Angulo Comprimento
1 3.658 45 13.138
2 3.21 45 11.592
3 3.658 45 13.138
4 5.748 45 20.865
5 4.33 45 15.456
6 4.33 45 15.456
7 2.837 45 10.046
8 4.703 45 17.001
9 2.837 45 10.046
10 4.927 45 17.774
11 4.106 45 14.683
12 4.106 45 14.683
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

3.882
5.375
4.479
3.658
3.061
3.434
2.613
4.479
4.479
4.33
4.479
2.389
2.165
3.21
4.106
4.33
5.375
4.703
4.33
3.434
4.106
4.106
3.658
5.151
3.658
3.061
3.658
4.33
2.165
2.837
1.941

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45

13.91
19.32
16.229
13.138
10.819
12.365
9.274
16.229
16.229
15.456
16.229
8.501
7.728
11.592
14.683
15.456
19.32
17.001
15.456
12.365
14.683
14.683
13.138
18.547
13.138
10.819
13.138
15.456
7.728
10.046
6.955
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44 3.061 45 10.819

45 3.21 45 11.592
MEDIA 13.68711

DP 3.277099

EP 0.488521

60 MIN

Area  Angulo Comprimento

1 1.941 45 6.698
2 3.882 45 13.91
3 3.434 45 12.365
4 2.837 45 10.046
5 2.613 45 9.274
6 3.061 45 10.819
7 3.061 45 10.819
8 3.434 45 12.365
9 3.061 45 10.819
10 3.583 45 12.88
11 5.151 45 18.547
12 3.583 45 12.88
14 3.285 45 11.85
15 4.404 45 15.971
16 3.882 45 13.91
17 2.016 45 7.213
18 3.061 45 10.819
19 3.434 45 12.365
20 2.911 45 10.304
21 3.434 45 12.365
22 3.434 45 12.365



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

MEDIA
DP
EP

3.882
2.613
2.762
3.285
2.762
2.165
4.33
3.061
3.583
3.135
3.285
3.061
3.434
4.33
4.33
3.583
3.434
2.911
3.061
11.84318
2.387014
0.37742

45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45

13.91
9.274
9.789
11.85
9.789
7.728
15.456
10.819
12.88
11.334
11.85
10.819
12.365
15.456
15.456
12.88
12.365
10.304
10.819
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FIBRILA BELTS

120 MIN
Area Angulo Comprimento
1 2.613  -54.462 9.401
2 2911  -71.565 10.368
3 2.463  -60.255 8.811
4 2.314 -5.711 8.238
5 2.165 12.529 7.557
6 2.911 -61.39 10.27
7 2.613 26.565 9.164
8 2.389  -73.301 8.558
9 2.463 -33.69 8.866
10 2.911 45 10.433
11 3.434 19.654 12.185
12 2.463  -41.186 8.713
13 2.911 51.34 10.497
14 2.463  -41.186 8.713
15 2.687 19.983 9.594
16 2.165 12.529 7.557
17 2.463  -68.199 8.828
MEDIA 9.279588
DP 1.181186
EP 0.28648
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AB1-26 SEM COMPLEXO

15 MIN
Area Angulo  Comprimento

1 5.993 45 13.837
2 5.266 45 11.992
3 8.353 45 19.371
4 454 45 10.147
5 8.353 45 19.371
6 6.537 45 14.759
7 454 45 10.147
8 4.54 45 10.147
10 4.54 45 10.147
11 5.993 45 13.837
12 4.903 45 11.069
13 7.445 45 16.874
14 5.811 45 13.258
15 7.445 45 16.874
16 6.901 45 15.669
17 5.811 45 13.258
18 4.721 45 10.848

MEDIA 13.6238235

DP 3.14509199

EP 0.76279685
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100

240 MIN
Area Angulo Comprimento
1 6.356 45 14.464
2 7.808 45 18.079
3 5.266 45 12.053
4 13.075 45 30.132
5 11.985 45 27.722
6 6.356 45 14.464
7 9.988 45 22.901
8 6.901 45 15.669
9 13.619 45 31.338
10 8.353 45 19.285
11 7.808 45 18.079
12 13.075 45 30.132
13 8.898 45 20.49
14 7.445 45 16.874
15 6.901 45 15.669

MEDIA  20.4900667
DP 6.42637369
EP 1.65928255
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AB12s COM COMPLEXO 1:1

15 MIN
Area Angulo  Comprimento
1 8.353 45 19.285
2 6.901 45 15.669
3 3.813 45 8.437
4 6.901 45 15.669
5 6.356 45 14.464
6 6.901 45 15.669
7 4,721 45 10.848
8 5.811 45 13.258
9 4.721 45 10.848
10 5.266 45 12.053
11 5.266 45 12.053
12 13.619 45 31.338
13 7.445 45 16.874
14 13.983 45 32.543
15 5.266 45 12.053
16 4.721 45 10.848
17 6.356 45 14.464
18 3.813 45 8.437
19 2.724 45 6.026
20 5.266 45 12.053
21 18.159 45 42.185
22 10.896 45 25.311
23 5.811 45 13.258
24 5.811 45 13.258



102

25 5.811 45 13.258
26 5.811 45 13.258
27 6.356 45 14.464
28 6.356 45 14.464
29 6.901 45 15.669
30 3.813 45 8.437

MEDIA 15.5483667
DP 7.76197704
EP 1.41713664

240 MIN
Area Angulo  Comprimento
1 17.614 45 40.98
2 13.983 45 32.543
3 6.901 45 15.669
4 4.358 45 9.642
5 7.808 45 18.079
6 7.445 45 16.874
7 10.532 45 24.106
8 13.075 45 30.132
9 6.356 45 14.464
10 6.901 45 15.669
11 3.813 45 8.437
12 7.445 45 16.874
13 4.358 45 9.642
14 4.358 45 9.642
15 6.356 45 14.464
16 4,721 45 10.848



17
18
19
20
21

MEDIA
DP
EP

3.813
6.901
4.721
7.808
9.443
17.2758571
8.55954742
1.86784638

45
45
45
45
45

8.437
15.669
10.848
18.079
21.695
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