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RESUMO
IMAGENS ESPECTRAIS DO PROCESSO DE AGREGACAO
DA INSULINA POR COMPLEXOS METALICOS
LUMINESCENTES

A insulina ¢ um hormonio proteico sintetizado pelas células  do pancreas,
que atua regulando o nivel de glicose no sangue. Essa proteina foi o primeiro
biofarmaco produzido em escala industrial para o tratamento de pacientes
diabéticos. Contudo, a formacao de agregados amiloides de insulina ¢ um
dos processos mais comuns € problematicos encontrados durante a produgao,
armazenamento e distribuicdo desse biofAirmaco, uma vez que esse processo
reduz a absor¢do de insulina e, consequentemente, limita o tratamento de
pacientes diabéticos. O presente trabalho tem como objetivo monitorar in
vitro o processo de agregacdo da insulina bovina utilizando como sonda
luminescente o complexo cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).]**. O espectro de
absorc¢do ¢ caracterizado por uma banda intensa na regido do ultravioleta
(Amax = 260 nm, € - 70200 mol'.L.cm™) tipica das transi¢cdes internas de
ligantes aromaticos insaturados (ILCT) e uma absor¢do larga na regido do
visivel 400 a 800 nm (Amix - 480 nm, &€ = 9 650 mol!.L.cm™) atribuida a
transi¢des de transferéncia de carga do metal para ligante (MLCT,
Ru,dn—phen,n*). As propriedades luminescentes em tampao fosfato (pH =
7,4; 33 mM) sdo caracterizadas por um maximo de emissao em 655 nm,
tempo de vida de emissao (Tem) de 60,88 € 0,594 ns e deslocamento de Stokes
na ordem de 4800 cm. Essas propriedades espectroscopicas indicam o
potencial deste complexo para aplicagdo como sonda luminescente no meio
bioldgico. O processo de agregacao da insulina foi investigado em func¢do do
tempo de incubagdo, na auséncia e na presenca do complexo cis-

[Ru(phen),(3,4-Apy).]*". Nestes estudos observou-se um aumento da

intensidade de emissdao do complexo com o processo de agregacdo da
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insulina. A partir dos ensaios de luminescéncia foi possivel observar que
complexo consegue monitorar a cinética de agregacdo da insulina. O limite
de detecgdo para o complexo foi de 0,85 uM, indicando que complexo € uma
sonda luminescente sensivel para deteccao de fibrilas amiloides. A afinidade
de interacdo do complexo com as fibrilas amiloides foram avaliadas através
da constante de dissocia¢ao (Kd) obtendo-se o valor de 13,50 + 1,84 uM, que
¢ comparavel aos valores de marcadores amiloides da literatura. A
estequiometria de ligacdo entre complexo e as fibrilas foi de 1 complexo: 2
fibras de insulina. As imagens do processo de agregacdo da insulina obtidas
por microscopia de fluorescéncia demonstram que o complexo consegue
mapear a agregacao da insulina por imagem luminescente. Com base nesses
resultados, pode-se concluir que complexo ¢ um potencial candidato a sonda
luminescente no processo de agregagdo da insulina e pode ser usado para

ensaios quantitativos de insulina fibrilar.
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ABSTRACT
SPECTRAL IMAGES OF THE INSULIN AGGREGATION
PROCESS BY LUMINESCENT METALLIC COMPLEXES

Insulin is a protein hormone synthesized by B cells in the pancreas, which
regulates the level of glucose in the blood. This protein was the first
biopharmaceutical produced on an industrial scale for the treatment of
diabetic patients. However, the formation of amyloid insulin aggregates is
one of the most common and problematic processes found during the
production, storage and distribution of drugs based on this hormone, since
this process reduces the effectiveness of drugs and, consequently, limits
treatment of diabetic patients. The present work aims to monitor in vitro the
process of aggregation of bovine insulin using the cis- [Ru (phen)z(3,4-Apy)
»]*" complex as a luminescent probe. The complex has an intense absorption
band in the ultraviolet region (Amax = 260 nm, € =70 200 mol!.L.cm™) typical
of the transitions of unsaturated aromatic ligands (ILCT) and a wide
absorption band in the region visible (Amax = 440 nm, € = 9 650 mol!.L.cm
1 attributed to the charge transfer transition from metal to ligand (MLCT,
Ru, dt — phen, n*). The complex has a maximum emission at 655 nm, after
being excited at 480 nm, an emission lifetime (tem) of 60.88 and 0.594 ns in
phosphate buffer pH 7.0, with a Stokes shift of around 4 800 cm™'. These
spectroscopic properties indicate the potential of this complex for application
as a luminescent probe in a biological environment. The insulin aggregation
process was investigated as a function of the incubation time, in the absence
and presence of the cis-[Ru(phen)y(3,4-Apy).]>" complex. From the
luminescence assays it was possible to observe that the complex can monitor
the insulin aggregation kinetics. The limit for insulin fiber detection was 0.85
uM. This low detection limit value indicates that the complex is efficient in

detecting amyloid species. The interaction affinity of the complex with the
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amyloid fibrils was evaluated through the dissociation constant (Kd), the
calculated Kd value corresponds to 13.50 + 1.84 uM. The stoichiometry of
the ligand between complex and fibers was determined as 1 complex: 2
insulin fibers. Fluorescence microscopy images indicate that it can act as an
amyloid marker. Based on these results, it can be concluded that the complex

can act as an amyloid marker in the insulin aggregation process.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenga metabodlica cronica
caracterizada pelo aumento do nivel de glicose no sangue (hiperglicemia)
resultante da produgdo insuficiente de insulina pelas células B das ilhotas
pancreaticas ou quando as células do corpo apresentam resisténcia a agao da
insulina ou ambas as condi¢des. >

Os individuos diagnosticados com DM apresentam alguns
sintomas comuns, tais como excesso de urina, aumento do apetite e sede,
cansaco, perda ou aumento de peso e turvagdo visual. A medida que a doenga
evolui, a mesma pode causar diversos danos, incluindo insuficiéncia renal,
ataque cardiaco, acidente vascular cerebral, cegueira e eventualmente a
amputa¢ido de membros inferiores € morte prematura. > %>

Essa doenga impacta significativamente a qualidade de vida do
paciente e de seus familiares tornando o paciente dependente de assisténcia
médica e social permanente acrescido de enorme custo financeiro para a
sociedade. Este quadro grave faz da diabetes a causa direta da morte de 1,6
milhdo de individuos a cada ano.! Esses dados fornecem uma estimativa da
dimensao do problema que afeta mais de 170 milhdes de pessoas no mundo,
tendo ainda uma previsao de um aumento adicional de quase 50% para o ano
de 2025.° Além disso, as proje¢des indicam que em 2030 e 2040 existirdo
439 e 642 milhdes de pessoas com DM no mundo, respectivamente.’ 8

Conforme os dados divulgados pela Federacao Internacional de
Diabetes em 2019, no Brasil ha mais de 16,5 milhdoes de individuos
diabéticos com estimativa de aumento 55% para 2045, isso corresponde a 49
milhdes de novos casos.” Os gastos com os pacientes diabéticos com esta

proximo de R$ 100 bilhdes por ano.!? Estima-se que o custo podera chegar a

USS$ 97 bilhdes e em condigdes piores podera atingir até US$ 123 bilhdes. !!



Apesar das complicacdes associadas a diabetes conseguirem ser
evitadas ou retardadas com medicagao e assisténcia médica regular, os gastos
com medicamentos ainda sdo elevados. Consequentemente, a diabetes ¢
mundialmente reconhecida como um dos problemas atuais mais necessitados
de medidas urgentes tanto do ponto de vista de saude publica quanto de
assisténcia social. 11112

A maioria dos casos de pacientes diabéticos esta associado com
duas categorias principais, conhecidas como Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)
e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).!> A DM1 esta relacionada ao sistema
autoimune ¢ ¢ identificada em geral na infancia ou adolecéncia, sendo uma
condi¢do cronica, em que a destruicdo das células B do pancreas, provoca a
deficiéncia de insulina, nestes casos o paciente ¢ dependente da insulina.!'*
Enquanto que a DM2 descreve cerca de 95% dos casos diagnosticados e
geralmente ocorre em adultos quando o corpo se torna resistente a insulina
ou produz pouca insulina para controlar a taxa de aglicar no sangue.'

Portanto, 0 acesso ao tratamento acessivel, incluindo a utilizacao da insulina

¢ fundamental para a terapia de pacientes diabéticos.

1.2 - Insulina

Em 1921, a insulina foi descoberta pelos cientistas Frederick
Banting ¢ Charles Best. Um ano depois, esses pesquisadores conseguiriam
tratar a deficiéncia endocrina de insulina pela primeira vez em uma crianga
com DM1 a partir da insulina exdgena. Essa descoberta foi um marco
historico para a terapia de pacientes diabéticos, tendo em vista que antes da
insulina a unica forma de tratamento era uma dieta rigorosa que provocava
outros problemas, como desnutri¢do e por consequéncia morte. 6!
A insulina ¢ um hormonio proteico produzido pelas células 3 do

pancreas, que atua regulando o nivel de glicose no sangue.'® No processo de

biossintese da insulina, a proteina precursora inativa, pré-pro-insulina, passa



Cadeia C

por uma etapa de clivagem proteolitica que leva a formagado do polipeptideo
proé-insulina, contendo as cadeias A e B unidas a um segmento intermediario,
denominado de cadeia C. A protedlise da pro-insulina libera a forma madura
da insulina e o peptideo C ', a Figura 1.1 ilustra a obten¢do da insulina

endogena.

Pré-pro-insulina

Pro-insulina Insulina
=
NH;* z
Cadeia A I Cadeia A Cadeia A
Sequéncia de sinal NH.*
NH,* 3

Cadeia C

> >

COoO-

Cadeia B
adela Cadeia B

Peptideo C
Sequéncia de sinal

CoO-

FIGURA 1.1 - Esquema de obtenc¢do da insulina enddgena. Fonte adaptada:
WEISS, M.; STEINER, D. F.; PHILIPSON, L. H., 2015.

Na forma biologicamente ativa, a insulina monomérica ¢
composta por 51 residuos de aminoacidos (cerca de 5.808 Daltons), com
duas cadeias polipeptidicas A e B de estrutura predominantemente o-
helicoidal, com 21 e 30 residuos, respectivamente. Essas cadeias
polipeptidicas sdao unidas através de duas ligagdes de dissulfeto intercadeia
(A7-B7 e A20-B19), apresentando uma terceira ligacdo dissulfeto
intracadeia entre os residuos 6 ¢ 11 da cadeia A 2?2, a Figura 1.2 ilustra a

estrutura monomeérica da insulina humana.
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FIGURA 1.2 - Ilustragdo da estrutura da insulina humana. Fonte Adaptada:
JOSHI; et al, 2007.

Em solucdo, a insulina existe como uma mistura de diferentes
estruturas conformacionais em equilibrio, incluindo mondmeros, dimeros,
tetrAmeros, hexdmeros e possivelmente espécies oligoméricas maiores, >
2425 conforme ilustra a Figura 1.3. A abundéncia de cada espécie depende
das condi¢des do meio: em acido acético 20% (pH = 2,0) e em baixas
concentragdes a insulina é predominantemente monomérica 2%?*, dimérica
em HCI (pH =2,0) ?* e na forma de hexdmero em altas concentragdes de
insulina, na presenca de ions Zn (II) e pH neutro.?® Contudo, em meio

fisiologico, a insulina é armazenada no pancreas na forma de hexameros

coordenados a ions Zn (II), formados pela associacdo de trés dimeros.?’

Zn2+
—_— Zn*t —_—
O—=— 00— —
Mondmero Dimero @

Tetramero Hexamero

FIGURA 1.3 - Diferentes conformacdes da insulina em solucdo. Fonte

Adaptada: AKBARIAN, MOHSEN et al., 2018.



ApOs a secrecdo da insulina pelas células f pancreaticas para a
corrente sanguinea, a diluicdo e a repulsdo eletrostatica favorecem a
dissociacdo da insulina em dimeros e, em seguida em mondmeros, onde
ocorre o transporte via corrente sanguinea e subsequente ligacdo com o seu
receptor para regular a homeostase glicémica. 2%

Dessa maneira, o mecanismo de acao da insulina inicia-se
através da ligacdo com o receptor da célula, que consiste em uma
glicoproteina constituida por duas subunidades o e [ de caracteristica
extracelular e transmembrana, respectivamente. A ligagdo da insulina ocorre
especificamente na subunidade o (FIGURA 1.4) que permite a entrada da
glicose na célula. Por isso, a insulina ¢ frequentemente descrita como uma
“chave”, uma vez que destrava a célula permitindo a entrada da glicose,

assim a mesma pode ser usada como fonte energética.’%!

Insulina .

ffffﬁ
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FIGURA 1.4 - Ilustracdo do receptor de insulina. Fonte adaptada:
MOREIRA, R. O.; CAMPOS, S. C.; SOLDERA, A. L., 2013.



1.2.1 - Processo de Agregacao da Insulina

Vérias proteinas sdo conhecidas por formar agregados
insoluveis altamente ordenados com estruturas ricas em folhas §,
denominados de fibrilas amiloides.?>* O actimulo destes agregados conduz
a danos celulares e disfuncdo de tecidos e 6rgdos.>* Algumas doengas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer e a doenca de
Parkinson estdo associadas a agregacao do peptideo beta amiloide (AB) e da
proteina a-sinucleina, respectivamente. Além disso, o acamulo de fibrilas
amiloides também estd relacionado com doengas cronicas, como a DM2
comumente associada com a formacdo de agregados amiloides a partir do
peptideo das ilhotas pancreaticas (IAPP),.35-36:37:38

Assim como esses peptideos e proteinas citados, a insulina ¢
uma proteina amiloide que na forma monomérica e sob certas condigdes,
como baixo pH, elevada temperatura, for¢a idnica, agitacdo mecanica,
exposicdo a superficies hidrofoébicas e solventes organicos, possui alta
propensdao em sofrer o processo de auto-agregacdo, gerando espécies
amiloidogénicas.®

A formagdo de fibrilas de insulina consiste em um processo
fisico, na qual as moléculas de insulina interagem entre si formando
agregados.®® A Figura 1.5 demonstra a cinética de formacdo de fibrilas de
insulina que incluem trés fases: nucleagio, alongamento e equilibrio.*! O
processo de formacgao das fibrilas inicia com a fase de nucleacao caraterizada
por monomeros soliveis desdobrados que evoluem para oligdmeros e
subsequente formag¢do de um nucleo, enquanto a fase de alongamento
consiste na adicao de monomeros ou oligdmeros de insulina aos ntcleos que
se alongam, formando as protofibrilas. Esse processo atinge a fase de
equilibrio quando a maioria dos mondémero soluveis sao convertidos em

fibrilas maduras. 4:*?
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FIGURA 1.5 - Representacao do processo de agregacdao da insulina. Fonte
Adaptada: ZAPADKA, K. L et al., 2017.

As fibrilas maduras sdo espécies termodinamicamente estaveis,
sendo caracterizadas por estruturas filamentosas ndo ramificadas e
conformagao predominantemente em folha 3 cruzada com ligagdes em torno
do eixo da ligacdo, estabilizadas por liga¢des de hidrogénio,*** conforme
ilustrado na Figura 1.6.

De acordo com as informagdes citadas anteriormente, a
formacao desses agregados organizados ¢ descrita tipicamente por um
mecanismo de agregacdo dependente da nucleacdo, onde o nucleo da
fibrilagdao ¢ a etapa limitante do processo, ou seja, uma vez que o nucleo
estd formado a agregacdo ¢ ativada.*® Portanto, o processo de nucleacio ¢é
considerado o evento determinante para a fibrilacdo e o estudo detalhado

desta etapa ¢ indispensavel para os avangos terapéuticos, bem como para



contribuir na elucidagdo da capacidade de proteinas em formar estruturas

amiloides.

FIGURA 1.6 - ITlustracdo da fibrila madura. Fonte adaptada: SCHMIDT,
MATTHIAS et al., 2019

A elucidacao do mecanismo de formacao de fibrilas amiloides
na insulina, ainda ndo est4 totalmente esclarecido.*® Apesar do vasto numero
de estudos sobre fibrilas e intermediarios de agregacdo, a poucos trabalhos
enfatizando as etapas iniciais da agregacdo. A principal razdo ¢ que o
mecanismo de agregacdo consiste em varias etapas e o estado de transi¢ao

limitante ainda é desconhecido.*’

1.2.2 - Problemas Associados a Fibrilagao da Insulina

Apesar do processo de obtencdo da insulina exdgena ser
conhecido ¢ a insulina estar presente no mercado desde 1982, ela ¢ uma das
proteinas onde a amiloidegénese ¢ muito preocupante, pois na forma de
fibrilas amiloides ndo € biodisponivel e qualquer grau de formacao amiloide
durante a sua fabricacdo limita a eficicia para o uso clinico.*®

A formacao de fibrilas de insulina solivel € um problema para

a produgdo, armazenamento a longo prazo e transporte.*’ Por exemplo, o



processo de produ¢do da insulina recombinante envolve varias condigdes
que favorecem o processo de formagao de fibrilas amiloides, incluindo as
etapas de isolamento e purificagdo onde sdo necessarias varias etapas que
envolvem uma variagdo de pH 1 a 3, agitagdo e exposicdo a solventes
orgnicos.>** Além disso, a agitacdo da insulina durante o transporte e nos
sistemas de disponibilizagdo propiciam a agregacdo, bem como as variagoes
na temperatura ¢ for¢a idnica do meio. %!

Nos casos em que o paciente necessita do uso de bomba de
insulina para administracao continua, a formacao de fibras amiloides podem
causar oclusdo do sistema e redugdo das taxas de entrega. A insulina também
esta associada a amiloidose nas areas de injecdo, observada em pacientes
ap6s repetidas injegdes, o que pode levar a deficiéncia na absor¢do da
insulina injetada e alteragdes na resposta imune. Essa deficiéncia também
pode resultar na cetoacidose diabética que ¢ uma complicacdo grave,
podendo ocasionar coma ou até mesmo a morte do paciente.’>3->*

Para evitar essas ocorréncias, ¢ necessario a manutencao da
forma hexamérica, ja que no estado monomérico a insulina € mais propensa
a fibrilagdo. Para isso sdo adicionados excipientes, como ions Zn (II) nas
preparagdes comerciais de insulina para manter sua conformagdo estavel.
55,56, 57

Acredita-se que o ion Zn (I) € essencial na formag¢ao do arranjo
estrutural, estabilidade e secre¢do da insulina. Por isso, desde sua introducao
para o tratamento de pacientes com diabetes, toda formulacao farmacéutica
de insulina envolve a prepara¢do do hexdmero com ions Zn (II).%

A estabilidade do hexdmero define o tempo de armazenamento
da insulina, atividade biologica, imunogenicidade e sensibilidade a potencial
degradagdo proteolitica no espago intersticial apds injecdo. Entretanto,
estabilizar a forma hexamérica também apresenta desvantagens, uma vez que

a insulina ¢ mais ativa na forma monomérica. Portanto, alterar o equilibrio
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para a forma de hexdmero acaba retardando o inicio da atividade, sendo
assim necessario a dissocia¢do da forma hexamérica para a monomérica. >
60, 61, 62,63

Os primeiros analogos de acdo rdpida da insulina foram
introduzidos no final da década de 90 com o objetivo de diminuir a tendéncia
a formar hexameros, aumentando assim a viabilidade. A insulina lispro, que
permanece no estado monomérico e difere da insulina humana pela troca de
posi¢do da prolina (B - 28) pela lisina (B - 29), foram criados para resolver
o problema associado com a forma hexamérica, porém esse analogo
apresenta problemas de agregacdo mais severos.?”%

Os produtos atualmente disponiveis para uso clinico sao
desenvolvidos para aumentar o tempo de acdo por varios mecanismos,
incluindo alterar a solubilidade (insulina NPH), altas formulagdes de zinco
(insulina Lente), promover a precipitacdo pela alteragdo no pH (insulina
glargina) e presenc¢a de albumina (insulina detemir).®®

Apesar destas modificacoes prolongarem o tempo de acdo
destes produtos em comparacdo a insulina humana regular, nenhum deles
apresenta um perfil de absorc¢ao ideal. Por isso as pesquisas para melhorar e
aperfeigoar o uso terapéutico da insulina continuam.®® Neste contexto, um
excipiente que permita vantagem da insulina monomérica de agdo rapida,
eliminando a desvantagem correspondente de agregacdo seria de maior
interesse.

Diante disso, pesquisas por metodologias que contribuam para
elucidar a cinética da agregacao da insulina sdo de suma importancia tanto
para interferir no processo de amiloidegénese, como também para melhorar

os sistemas de entrega de insulina para o tratamento do diabetes.
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1.3 - Monitorando o Processo de Agregacao

Atualmente, diversas técnicas vém sendo utilizadas para
monitorar ¢ detectar a formacao de agregados amiloides. Entre estas técnicas,
a espectroscopia de fluorescéncia ¢ considerada uma das melhores, visto a
simplicidade, rapidez e sensibilidade que esse método oferece.’”-*%% Em
particular, varios compostos apresentaram aprimorada intensidade de
luminescéncia apos a ligagdo com as fibrilas amiloides, essa caracteristica
tornou-os promissores candidatos para monitorar a formacdo de espécies
amiloidogénicas in vitro.”®"!72

Por exemplo, o corante organico tioflavina T (ThT) (FIGURA
1.7) compreende um padrao fluorescente, que apos a ligacdo com fibrilas
amiloides apresenta um aumento na intensidade de fluorescéncia com
maximo de emissdo em 482 nm. 7 Esse aumento no rendimento quantico de
emissao ¢ resultado do impedimento rotacional em torno da ligagao C-C que

conecta os anéis de benzotiazol e anilina,” favorecendo assim os processos

radiativos (emissao de luz).
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FIGURA 1.7- (A) Ilustracdo da estrutura quimica da tioflavina T. (B)

Espectros de excitacao e emissdo da ThT com fibrilas de insulina.
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Entretanto, esse corante apresenta baixa especificidade e
sensibilidade, sendo incapaz de revelar as espécies formadas em estagios
anteriores, como oligdmeros intermedirios.®® Além disso, as propriedades
espectroscopicas da ThT, como a emissdo no azul, pequeno deslocamento de
Stokes (DS), Figura 1.7 (B), e tempo de vida de emissdo curto (cerca de 4
ns) sdo fatores limitantes para a aplicacdo como sonda bioldgica. ™7

Em razdo dessas limitagdes, as pesquisas estdo direcionadas
para a investigagdo de novas sondas fluorescentes que apresentem alteragdes

espectroscopicas mais especificas para agregados de proteinas.’® 7778

1. 4 - Proposta de Trabalho

Com base nos problemas relacionados com o processo de
formacgdo de agregados amiloides de insulina. A proposta desse trabalho ¢
realizar um estudo in vitro do perfil de agrega¢ao da insulina bovina usando
o complexo de cis-[Ru(phen)(3,4-Apy)2]*" como sonda luminescente e as
técnicas de espectroscopia de luminescéncia no estado estacionario e
microscopia de fluorescéncia para mapear as diferentes fases de agregacao

da insulina pelas altera¢des na resposta luminescente do complexo.

1.5 - Justificativa

O Laboratério de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica
(LaFIB) vem trabalhando no desenvolvimento de complexos luminescentes
para aplicagio biologica.” %% 8182 Qg trabalhos do grupo mostraram que o
complexo cis-[Ru(phen)y(3,4-Apy):]** ¢ absorvido por células neuronais
(Neuro2A e PC12) alcangando a regido citoplasmatica sem toxicidade
aparente. 58384 Fgsses estudos nos levaram a investigar o processo de

agregacao do peptideo beta amiloide (AB) que sob condi¢cdes ainda nao
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estabelecidas se acumulam no cérebro de pacientes com a doenca de
Alzheimer em diferentes formas de agregados, causando a perda das sinapses
e danos ao sistema neuroldgico do paciente.®’

Recentemente, foi mostrado que o complexo luminescente, cis-
[Ru(phen)(3,4-Apy).]*" é capaz de reconhecer o processo de agrega¢io do
peptideo APi.40 € seus fragmentos (APi-28, APi1-22€ AP29-40) desde os estagios
iniciais da agregacdo. Esse complexo ¢ uma sonda sensivel para obter
imagens do AP pela técnica de fluorescéncia resolvida no tempo, uma vez
que as imagens obtidas apresentaram tempo de vida de emissao (Tem) longo
sem alterar a emissao intrinseca do peptideo. Além disso, os valores de Tem
obtidos foram caracteristicos da interagao AP /complexo: AP 125 (1,7 € 18,5
ns), AP 1122 (1,8 € 22,8 ns) e AP 140 (2,8 € 7,4 ns), permitindo diferenciar os
agregados. Observamos também, que o complexo protegeu as células
neuronais PC12 da toxicidade do AP ;40alterando o mecanismo de agregagao
para um caminho nao toxico, gerando micelas e estruturas do tipo fita no
lugar de oligbmeros do tipo poros e fibrilas retorcidas, observadas nas
imagens obtidas do processo de agregacao destes peptideos AP na auséncia
do complexo.384

Esses resultados nos motivaram a estudar o processo de
agregacdo da insulina bovina em in vitro usando o complexo cis-
[Ru(phen)x(3,4-Apy):2]** como sonda luminescente para detectar agregados

amiloides.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral monitorar o
processo de agregacdo da insulina bovina utilizando o complexo cis-

[Ru(phen)(3,4-Apy)2] *'.

2.2 - Objetivos Especificos

e Sintetizar o complexo cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).]**, que phen = 1,10-
fenantrolina e 3,4-Apy = 3,4-diaminopiridina;

e C(Caracterizar o complexo obtido pelas técnicas espectroscopicas
(RMN de 'H, absor¢do eletronica na regido UV-vis e luminescéncia);

e Detectar a formacao de fibrilas de insulina in vitro através do ensaio
de fluorescéncia utilizando o padrdo tioflavina T (ThT) e Dicroismo
Circular;

e Acompanhar in vitro o processo de agregacdo da insulina bovina

através da técnica fluorescéncia no estado estacionario na presenga ¢

]2+.

>

auséncia do complexo cis-[Ru(phen)»(3,4-Apy)2

e Quantificar o limite de detec¢do do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy)2]*" com as fibrilas amiloides;

e Avaliar a constante de dissociagdo (Kd) da interacdo do complexo
com as fibrilas amiloides;

e Determinar a estequiometria de ligacao entre o complexo e as fibrilas
de insulina;

e Mapear o processo de agregacdo da insulina pela técnica de
microscopia de fluorescéncia utilizando o complexo como marcador

amiloide.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Reagentes

Todos os reagentes RuCl;.XH,O, 1,10-fenantrolina (phen),
cloreto de litio (LiCl), 3,4- diaminopiridina (3,4-Apy) e hexafluorofosfato de
amonio (NH4PF) utilizados para a sintese dos complexos sdao de procedéncia
Sigma Aldrich. Os solventes dimetilformamida (DMF) e etanol utilizados na
sintese foram de pureza HPLC.

Para o preparo das solugdes tampao foram utilizados acido
cloridrico 37% (HCIl), cloreto de sodio (NaCl) de procedéncia Qhemis,
fosfato de sodio dibasico (Na;HPOs) e dihidrogenofosfato de sodio
monohidratado (NaH,PO4.H>O) de procedéncia Synth dissolvidos em agua
MilliQ.

No processo de agregacdo proteica foi utilizada a insulina

bovina (I5500) de procedéncia Sigma Aldrich.

3.2 - Sintese dos Complexos

A sintese do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy)]2PFs
aconteceu em duas etapas que consistiram na sintese do complexo precursor

cis-[Ru(phen),(Cl);] e do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy)]2PFe.

3.2.1 - Complexo cis-[Ru(phen),Cl;]

O complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl,] foi obtido através do
procedimento experimental descrito na literatura,®® com algumas alteragdes.
A sintese ocorreu a partir de 1,15 mmols de RuCl;.XH,0, 2,52 mmols de
1,10-fenantrolina e 8,03 mmols de LiCl dissolvidos em 15 mL de DMF sob
refluxo em atmosfera de nitrogénio, aquecimento e agitagdo continua durante

8 horas, Figura 3.1. Em seguida, a solu¢ao de coloracao roxa foi filtrada
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quente € o composto obtido foi lavado com agua destilada gelada até agua-
mae sair incolor. O complexo foi seco a temperatura ambiente e o

rendimento calculado foi de 56,95%.

RuCL3H,0 + / . Ll PMF

—N N— 8 h, Refluxo , N,

FIGURA 3.1- Esquema da sintese do complexo precursor cis-

[Ru(phen),Cl,].

3.2.2 - Complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy)]2PFs

A sintese do complexo cis-[Ru(phen)(3,4-Apy):]*" seguiu o
procedimento descrito na literatura.®! O complexo foi obtido a partir de 0,2
mmols do complexo precursor cis-[Ru(phen),CL] e 0,44 mmols de 3,4-
diaminopiridina dissolvidos em 10 mL de etanol/agua (1:1). A reagdo
permaneceu sob refluxo em atmosfera de nitrogénio, aquecimento, auséncia
de luz e agitacdo constante durante 8 horas, Figura 3.2. Em seguida, a
solugdo foi filtrada quente e adicionado o contra-ion hexafluorofosfato de
amonio. A solu¢do permaneceu na geladeira durante uma noite para a
completa precipitagdo do composto. Apos isso, a solugdo foi filtrada e lavada
com agua destilada gelada. O composto foi seco a temperatura ambiente € o

rendimento calculado foi de 54%.




NH;  H,0/EtOH
(1:1)

8 h, Refluxo , N,

FIGURA 3.2 - Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy)]*"

3.3 - Equipamentos e Metodologia

3.3.1 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear dos ligantes
livres e do complexo sintetizado cis-[Ru(phen)(3,4-Apy):]** foram obtidos
em um espectrometro BRUKER DRX 400 MHz pertencente ao laboratério
de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos. As amostras foram preparadas

dissolvendo 3 mg das amostras em 600 uL de solvente DMSO-d.

3.3.2 - Espectroscopia de Absor¢ao Eletronica UV-vis

Os espectros de absor¢do eletronica na regido UV-vis foram
obtidos utilizando um espectrofotometro modelo Agilent 8453A. Para a
caracterizagdo do complexo ¢ ensaios utilizando a insulina bovina foram

utilizadas cubetas de quartzo de caminho 6tico 10 mm e volume 3,5 mL.
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3.3.3 - Espectroscopia de Luminescéncia

Os espectros de emissdo e excitacdo 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 cubetas de quartzo de quatro lados de caminho 6tico 10 mm e

volume 3,5 mL.

3.3.4 - Tempo de Vida de Emissao (Tem)

As medidas de tempo de vida de emissdo do complexo foram
realizadas no Grupo de Nanoestruturas Semicondutoras de Fisica
pertencente ao Departamento de Fisica da Universidade Federal de Sao
Carlos. As medidas foram realizadas utilizando uma concentracdo 10 uM do
complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*" em solugdo tampdo fosfato (pH = 7;
33 mM). Os dados foram adquiridos através do software da PicoQuant a
partir do ajuste biexponencial, a qualidade do ajuste foi avaliada pelo

parAmetro 2.

3.3.5 - Dicroismo Circular (DC)

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados
utilizando o espectrometro Jasco J-815 pertencente ao Grupo de Biofisica
Molecular “Sérgio Mascarenhas” do Departamento de Fisica da
Universidade de Sao Paulo — Campus II Sao Carlos. Para as medidas foram
utilizadas insulina bovina (5 uM) em solucao de HCI (pH = 2,0; 100 mM
NaCl) no tempo inicial de agregagao (0 min) e em seguida no estagio final
de fibrilagao (180 min) sob as condi¢des de agregacdo, as solugdes foram
medidas em uma cubeta despolarizada de caminho 6tico 5 mm e volume 500

ul.



19

3.3.6 - Preparo das solugdes estoques de insulina bovina

As solugdes estoques de insulina foram preparadas dissolvendo
50 mg de insulina bovina em 2,5 mL de HCI (pH = 2,0; 100 mM NaCl). Em
seguida, a solucdo de insulina foi centrifugada, a insulina que nao foi
completamente dissolvida foi solubilizada com mais 2,5 mL de solucao acida
e, em seguida, a solucdo de insulina foi homogeneizada via vortex durante
10 minutos. Posteriormente, aliquotas de 170 pL da solugdo estoque foram
transferidas para eppedorfs e armazenadas no congelador para posterior
utilizacao. A Figura 3.3 ilustra o procedimento de preparacao das solugdes

estoques de insulina.

Uﬁ 5 050t 8 <5

Sobrenadante / HCI/NaCl

Vortéx Congelador
Precipitado (pH =2/100 mM) 2

Centrifugada

FIGURA 3.3 - Esquema do procedimento utilizado para o preparo das

solugcdes estoques de insulina.

3.3.7 - Processo de agregacao da insulina bovina

O procedimento utilizado para agregagao da insulina foi
adaptado da literatura.”>*” Essa etapa consistiu em diluir a solugio estoque
de insulina (170 pL) com aproximadamente 1630 pL de solu¢do de HCI
(pH= 2,0; 100 mM NacCl) e a concentracao final foi ajustada para 125 uM
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utilizando a absortividade molar (e275= 6080 mol!.L.cm™).38 Os agregados
amiloides de insulina foram formados incubando a solucdo de insulina

durante 240 minutos a 65 °C.

3.3.8 - Ensaios de Cinética de Agregacao

Para os estudos de cinética de agregagdo foram retirados em
intervalos de 30 minutos aliquotas de 160 uL da solugdo de insulina incubada
a 65 °C em solugdo 4cida e, em seguida, resfriadas em temperatura ambiente,
ajustando o pH da solugdo com tampao fosfato (pH = 7; 33 mM), a fim de
se obter uma concentracao final de 10 uM de insulina para as medidas. Nos
ensaios de cinética de fibrilacdo utilizando ThT e complexo cis-
[Ru(phen),(3,4-Apy)]*" como sondas luminescentes, foi realizado o preparo
das solucdes estoques para os compostos. Posteriormente, o mesmo
procedimento descrito acima foi seguido e, em seguida, adicionado a sonda
luminescente na solu¢do de insulina bovina utilizando uma concentragao
final para as medidas de 10 uM de insulina e 10 uM de sonda luminescente.
A Figura 3.4 ilustra o procedimento experimental seguido para a formagao

de agregados amiloides e subsequente adi¢ao da sonda luminescente.

. ] )

EI ./ ./
Uz EETIT T

HCl/NaCl Aquecimento aliquota Tampio fosfato Sonda
(pH 2/ 100 mM) 65°C insulina (pH =7/33 mM) Luminescente

FIGURA 3.4 - Ilustragdo da metodologia utilizada no processo de formagao
de agregados amiloides de insulina e subsequente adicdo de uma sonda

luminescente.
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3.3.9 - Limite de Detec¢do (DL)

Os ensaios para determinar o limite de detec¢do do complexo
cis-[Ru(phen)y(3,4-Apy):]** seguiram o procedimento descrito na literatura.
8 A primeira etapa para determinagdo do valor do limite de detecgdo
consistiu na medicdo de dez espectros de emissdo do complexo com a
concentragdo de 10 uM, onde a partir dessas medidas o desvio padrao do
branco foi calculado. Em seguida, foram preparadas amostras do complexo
contendo diferentes concentragdo de fibras de insulina (0-30 puM). Para
obten¢do do valor de inclinagdo da curva analitica foi plotado o grafico do
maximo da intensidade emissdo do complexo em 655 nm contra a
concentragdo de fibrilas de insulina. O limite de detecg¢ao foi calculado como
3 vezes o desvio padrao das amostras do branco divido pela inclinagdao da
curva analitica, conforme demonstra a Equagao 1. Os experimentos foram

realizados em triplicata e os dados expressos como média.

3S
DL = e Equacio (1)

Sendo:
DL= Limite de detecc¢ao;
S= Desvio padrao do branco;

K= inclinacao da curva analitica.
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3.4.10 - Constante de Dissociagdo (Kd)

Para determinacao da constante de dissociacao foi utilizado o
procedimento descrito na literatura,” utilizando uma concentrag¢do fixa de
fibras de insulina (10 uM) e variando a concentracdo do complexo (0-70
uM). A curva de saturacao do ensaio foi obtida através do grafico do maximo
de emissao do complexo em 655 nm contra a concentragao do complexo, a
partir disso o valor de Kd foi determinado utilizando a equagdo 2. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os dados expressos como

média do maximo de emissao.

Y= % Equacio (2)
Sendo:

Y= intensidade de emissao;

Bmax = ligacdo especifica maxima;

X= concentragdo do complexo;

Kd= constante de ligagao.

3.3.11 - Método da Variagdes Continuas (Job’s Plot)

Para determinar a estequiometria de ligacdo entre o complexo
cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).])*" € as fibrilas de insulina foi utilizado o método
de variagdes continuas seguindo o procedimento descrito na literatura.”! O
ensaio consistiu na obtencao dos espectros de emissao com diferentes razoes
molares de complexo e fibras, mantendo fixa a concentragao total de 15 uM
e 20 uM. A estequiometria de ligacdo foi determinada através do grafico da
fragdo molar em fun¢dao do A de luminescéncia do complexo (subtragdo da

luminescéncia do complexo sozinho e da luminescéncia do complexo na
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presenca de fibrilas de insulina), sendo o maximo da fragdo molar

correspondente a estequiometria da ligagao.

3.3.12 - Microscopia de Fluorescéncia

As imagens de microscopia de fluorescéncia foram obtidas no
microscopio invertido Carl Zeiss modelo Axio Observer 7 utilizando o filtro
Set20 (Rodamina) - emissdo: 575-640 nm. As medidas foram realizadas
utilizando uma aliquota de 15 pL das solucdes de insulina bovina retiradas
em intervalos de 30 minutos de incubacao a 65°C contendo o complexo cis-

[Ru(phen)x(3,4-Apy):]* como sonda luminescente.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1-Caracterizacio do Complexo cis-[Ru(phen):(3,4-Apy):2]**

As propriedades espectroscopicas do complexo cis-
[Ru(phen)(3,4-Apy).]*" ja foram estudadas anteriormente pelo Laboratorio
de Fotoquimica Inorginica e Bioinorganica (LaFIB).}!*> Desse modo, a
caracterizagdo pelas técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Absorcdo Eletronica na regido do UV-Visivel e
Luminescéncia foram realizadas com o objetivo de constatar a obtencao e

pureza do complexo sintetizado.

4.1.1 - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H

A Figura 4.1 apresenta os espectros de RMN de 'H dos ligantes
livres e do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy):]*" obtidos em DMSO-ds.
Para o ligante livre 1,10-fenantrolina os sinais dos protons aparecem na
regido de 7,78 a 9,10 ppm, enquanto para a 3,4-diaminopiridina estdo na
regido de 4,47 a 7,63 ppm, esses dados estdo em conformidade com a
literatura.®!®? Pode-se observar no espectro do complexo que os sinais dos
protons referentes a 1,10-fenantrolina e 3,4-diaminopiridina aparecem
deslocados, quando comparados com os sinais dos ligantes livres,
confirmando a formag¢ao do complexo proposto. Além disso, a auséncia de
sinais referentes aos ligantes livres no espectro do complexo indica a
auséncia de impurezas no composto. Na Tabela 4.1 estdo atribuidos todos

os sinais de proton e a multiplicidade para o complexo sintetizado.
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TABELA 4.1- Dados de deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e
sinais de protons para o espectro de RMN de 'H (400 MHz) do complexo
cis-[Ru(phen)y(3,4-Apy)z]** em DMSO-ds.

H oH(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;d (6,2); 2
e.e’ 7,48;'s; 2

1,7 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
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FIGURA 4.1 - Espectros de RMN de 'H (400 MHz) da 1,10 -fenantrolina

(azul), 3,4 — diaminopiridina (verde) ¢ do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

Apy).2]*" obtidos em DMSO-ds.
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4.1.2 - Espectroscopia de Absor¢ao Eletronica UV-vis

A técnica de espectroscopia de absorcdo foi utilizada para
caracterizagdio do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*". A Figura 4.2
mostra o espectro de absorc¢ao eletronico para o complexo em tampao fosfato
(pH = 7; 33 mM) na regido do UV-vis. O complexo apresenta uma banda
intensa na regido do ultravioleta (Amax = 260 nm, € = 70 200 mol!.L.cm™)
tipica das transi¢des de transferéncia de carga de ligantes aromaéticos
insaturados (ILCT, phen,m—phen,n*) e uma banda de absorcao larga que
compreende a regido do visivel (Amsx = 480 nm &€ = 9 650 mol!.L.cm™)
atribuida as transigdes de transferéncia de carga do metal para ligante

(MLCT, Ru,dr—phen,t*).”% %3

20000

80000

18000 -
16000 -
14000

12000 +

60000+

40000+

200004
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Absortividade Molar (L.mol".cm")

2000 1

J I I L} I I
350 400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.2 - Espectro de absorcao eletronico do complexo cis-
[Ru(phen)x(3,4-Apy):]* em tampao fosfato (pH = 7; 33 mM).
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Os ligantes 1,10-fenantrolina por terem natureza ¢ doadora se
coordenam ao centro metalico através dos pares de elétrons ndo ligantes do
nitrogénio. A presenca do anel aromdtico confere a este ligante caracteristica
T receptora, o que permite que o metal transfira densidade eletronica dos
orbitais Ru,dn—phen,n*, fazendo com que o metal e o ligante aromadtico
estejam envolvidos em um processo de retrodoagdo que fortalece a ligacao.

O mesmo comportamento ¢ esperado para a interagdo entre o
centro metalico de Ru(Il) e o ligante 3,4-diaminopiridina. A diferenga esta
na capacidade w receptora e efeito quelato da 1,10-fenantrolina. O maior
carater m-receptor da 1,10-fenantrolina, ocorre devido a maior insaturacao
quando comparado aos grupos aminos da 3,4-Apy, isso confere maior
interacdo sigma, diminuindo o carater ® do anel aromatico da 3,4-Apy,
resultando em uma maior interagdo por retrodoag¢ao da 1,10-fenantrolina
com o metal Ru(Il). Isto pode ser observado, por exemplo, no espectro de
absorcao eletronica e nas propriedades luminescentes do complexo, descritas

abaixo, que ocorrem na regido do visivel devido a forte interacao Ru(II)-

(phen).

4.1.3 - Espectroscopia de Luminescéncia ¢ Tempo de Vida de

Emissao

Os espectros de luminescéncia do complexo foram obtidos em
tampao fosfato (pH = 7; 33 mM) na regido de 500 a 850 nm. A Figura 4.3
exibe o espectro de emissdo do complexo caracterizado por uma banda de
emissdo larga com comprimento de onda maximo em 655 nm. Apods a
absor¢ao de um féton, um elétron do orbital dm do centro metalico Ru(Il) ¢
promovido para o orbital n° localizado no ligante 1,10-fenantrolina. Em
razdo do grande acoplamento spin-orbita favorecido pelo Ru(II), ocorre o

decaimento via cruzamento intersistemas do estado excitado singleto
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(*"MLCT) para o estado excitado tripleto (**MLCT). O decaimento do estado
excitado **MLCT para estado fundamental ocorre através de processos
radiativos (emissdo de luz) e processos ndo radiativos, via transferéncia de
energia por calor (colisdes moleculares). Assim, a emissdo do complexo €
resultante do decaimento radiativo (fosforescéncia) do estado **MLCT para
o estado fundamental. A Figura 4.4 ilustra o processo de absorcdo e

decaimentos dos estados excitados para o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

Apy)2]*".

L (cm'l)
26000 24000 22000 20000 18000 16000 14000
] 1 [ 1 1 1 ] 1’2
— Absorgio
=~ 10000+ Excitagdo [
DS _ ——Emissio | 1,0

=]
=
>
=]
[l

6000 -

4000 -

20004

Absortividade Molar (L.mol'l.cm
Intensidade Normalizada (u.a.)

[—
1

I ! L} v I ) ) L] 030
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de Onda (nm)
FIGURA 4.3 - Espectros eletronicos de: excitacao (azul), absorcao (verde),
e emissdo (vermelho, Aexe—= 480 nm) do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy)2]*" em solugdo tampdo fosfato (pH = 7; 33 mM) na concentragio de 10
uM.



30

phen’ﬂ;* 1 I MLCT
1 [Ru(phen), (3,4-Apy),]**
Ru,dn T
ICS

e hen,*

S eamer P

_§ [Ru(phen), (3,4-Apy),|** | Ru,dn

<

Avix= 655 nm
MAx ICS

phen,m*

Rudr  [f]] [Ru(phen), (3.4-Apy),]**

FIGURA 4.4 - Tlustragdao do processo de absor¢ao e decaimentos dos estados

excitados para o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*".

Para avaliar a presenga de outros processos competitivos, o
complexo foi excitado em diferentes comprimentos de onda (Aexc =400 - 480
nm). Conforme demonstra a Figura 4.5, o espectro de emissdo ¢
independente do comprimento de onda de excitacdo, porém em maiores
comprimentos de onda de excitacdo observa-se o aumento na intensidade de
emissdao, confirmando que a emissao ocorre do estado excitado de menor

energia com maior probabilidade absorgao.
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FIGURA 4.5 - Espectros de luminescéncia do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy):]*" em tampdo fosfato (pH = 7; 33 mM) em diferentes Aexe (400-480

nm).

O tempo de vida da emissao (Tem) representa uma caracteristica
importante para as moléculas luminescentes e ¢ definido como o tempo
médio que uma molécula permanece no estado excitado antes de retornar ao
estado fundamental ®**> As medidas de tempo de vida de emissdo do
complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy),]*" foram realizadas em tampdo fosfato
aerado (pH =7; 33 mM). A partir do ajuste biexponencial foram obtidos dois
tempos de vida de emissao, um de carater predominante longo de 60, 88 ns
e um curto de 0,594 ns, Tabela 4.2. O t.m mais longo ¢ caracteristico da
emissdo proveniente do excitado **MLCT, tendo em vista que para o elétron
retornar ao estado fundamental ¢ necessario a inversao do spin, sendo
necessario Tem mais longo. Esses dados sdo consistentes com processos de

emissao de luz por fosforescéncia.
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Algumas das caracteristicas importantes para que uma molécula
possa atuar como marcador luminescente no meio bioldégico sdo a
solubilidade em solugdo aquosa, estabilidade e as propriedades fotofisicas.
O complexo ¢ soluvel em meio fisioldégico (pH = 7; tampao fosfato),
mantendo suas propriedades espectroscopicas e estabilidade no escuro.
Como apresentado anteriormente, o complexo apresenta grande
deslocamento de Stokes e tempo vida de emissao longo quando comparados
a cromoforos organicos, como a ThT.?®” Além disso, absorve luz na regido
do visivel e emite luz com comprimento maximo em 655 nm, ndo existindo
sobreposicao com a janela de absor¢cao da maioria das biomoléculas, Figura
4.6. Essas propriedades espectroscopicas indicam o potencial deste

complexo para aplicacdo como sonda luminescente no meio biologico.

TABELA 4.2 -Tempos de vida de emissao do complexo cis- [Ru(phen),(3,4-
Apy)2] " em tampdo fosfato (pH = 7; 33 mM).

Solvente T1(ns) T2 (ns) %2
Tampao fosfato 60,88 0,594 1,034
(97,20%) (2,80%)
- Acido Urocénico
B pva rNa
- Tirosina
- Fenilalanina

- Triptofano

I:I:I NADH, Nicotinamida
|:- Coligeno
- Flavina
- Bilirubina

I I I I | I I | I I I 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.6 - Janela de absor¢ao das biomoléculas.
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4.2 - Estudo de Concentracao do Complexo

A determinacao do limite de concentracao ¢ um dos pardmetros
importantes para que um composto possa ser aplicado em estudos
envolvendo emissdo, tendo em vista que isso evita processos de
autosupressdo. Para determinar a faixa de concentragdo adequada do
complexo para os ensaios de luminescéncia foram obtidos espectros de
emissdo em diferentes concentragdes (0-100 uM) em tampao fosfato (pH =
7; 33 mM), Figura 4.7 (A). Este estudo € importante para minimizar efeitos
de supressao de emissao do complexo por reabsor¢ao da luz e/ou supressao
por decaimento ndo radiativo (colisdes moleculares).

A Figura 4.7 (B) exibe grafico de intensidade de emissao a 655
nm (Aexe= 480 nm) em func¢do da concentragdo de complexo. Observa-se que
acima de 70 uM a emissao do complexo aproxima-se da saturacao, devido a
perda da emissdao por colisdo molecular. Desse modo, para minimizar os
efeitos de supressdo de emissdo pela concentragdo do complexo todos os
estudos de Iluminescéncia com o complexo foram realizados com

concentragdes abaixo de 70 uM.
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FIGURA 4.7 - (A) Espectros de emissdo do complexo em diferentes
concentragdes (0 - 100 uM) em tampao fosfato (pH = 7; 33 mM). (B) Grafico

da intensidade de emissao em 655 nm do complexo versus a concentragao.
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4.3 - Insulina Bovina

4.3.1 - Propriedades Espectroscopicas

Algumas proteinas sdo caracterizadas pela presenca de uma
banda de absorcao eletronica na regiao de 240 a 300 nm. Essa propriedade ¢
resultante da presenca dos residuos de aminoacidos aromaticos, triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) na estrutura da proteina.”® Entre
esses residuos de aminoacidos, a Phe (195 mol™'.L. cm ') apresenta menor
valor de absortividade molar quando comparado com os residuos de Trp
(5579 mol!. L.cm ! e Tyr (1 405 mol™!. L. cm 1), - 100

Diante disso, o espectro de uma proteina entre 240 ¢ 300 nm ¢
atribuido as contribui¢des dos residuos Trp e Tyr.!°! Para esse trabalho foi
utilizado a insulina bovina como proteina amiloide, tendo em vista que a
insulina bovina difere da humana apenas em trés residuos de aminoacidos
(8A, 10A e 30A), exercendo fung¢dao semelhante a insulina humana em
relagdo ao controle glicémico.? No sentindo de caracterizar as propriedades
espectroscopicas da insulina bovina foram obtidos os espectros eletronico de
absorcao e emissao em tampao fosfato (pH = 7,0; 33 mM), Figura 4.8.

Devido a auséncia de residuos de Trp na estrutura da insulina
bovina, o espectro de absor¢ao ¢ resultante dos quatro residuos de Tyr, isso
¢ confirmado observando a semelhanca entre o espectro de absor¢do da
insulina com o espectro da tirosina (FIGURA 4.8). Apds a excitagdo por um
féton, a insulina bovina apresenta uma fluorescéncia intrinseca caracterizada

por uma banda de emiss@o com comprimento de onda maximo em 305 nm.
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FIGURA 4.8 - Espectros eletronicos de: absor¢ao UV-vis da tirosina (verde),
absor¢ao UV-vis da insulina bovina (rosa) e emissao da insulina (preto, Aexc—

276 nm) em tampao fosfato (pH = 7; 33 mM).

4.3.2 - Cinética de Agregacgao

A espectroscopia de fluorescéncia intrinseca de residuos
aromaticos permite obter informagdes sobre o mecanismo de agregacao de
proteinas, tendo em vista que esse processo resulta na supressdo da
emissdo.'">19 Com base nessa informacdo, o ensaio de fluorescéncia com a
insulina bovina foi realizado com o propdsito de monitorar a cinética de
agregac¢ao através da mudanga na intensidade de emissdo durante o periodo
de incubacdo. A Figura 4.9 (A) mostra a diminui¢do da intensidade de
emissao a medida que aumenta o tempo de incubagao.

Observa-se na Figura 4. 9 (B), a curva sigmoide obtida a partir

do maximo de emissdo da proteina em 305 nm em fun¢do do tempo de
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incubagdo. Através da andlise dessa curva ¢ possivel verificar trés fases
distintas. A primeira fase compreende o periodo de 0 a 60 minutos de
incubagdo € caracterizada por uma pequena diminuicdo da intensidade de
emissao, essa supressdo deve estar relacionada com o inicio da modificag¢ao
da proteina nativa necessaria para a formacdo das fibrilas amiloides. No
periodo de 60 a 120 minutos ocorre uma rapida supressdo da emissao,
atingindo a fase de equilibrio apds 120 minutos, essa ultima fase ¢
caracterizada por uma maior concentragdo de fibras amiloides. Os dados
obtidos sdo consistentes com a mudancga na estrutura nativa associado com

formacgao de espécies amiloides e correspondem com ensaios semelhantes da
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FIGURA 4.9 - (A) Espectros de emissdao da insulina (10 uM) em tampao
fosfato (pH = 7; 33 mM) em diferentes tempos de incubacdo. (B) Grafico da

intensidade de emissdao em 305 nm da insulina contra o tempo de incubagao.
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4.4 - Ensaios de Deteccao de Agregados Amiloides

4.4.1 - Ensaio de Fluorescéncia com tioflavina T (ThT)

Os ensaios de detec¢ao de estruturas em folha B caracteristica
de espécies tipo amiloide sdo determinantes para compreender o0 mecanismo
de agregacio.'® Para monitorar a formacao de espécies amiloides de insulina
bovina foi realizado o ensaio de emissdo com o corante fluorescente
tioflavina T (ThT), considerado um padrao para a identificacdo in vitro de
fibrilas amiloides. Este corante que ndo ¢ luminescente em solugcdo aquosa
ou na presenga de proteinas nativas, apresenta emissdo fluorescente intensa
em 482 nm na presenca de agregados amiloides quando excitado em 440 nm,
essa aumento na intensidade de emissao deve-se a especificidade de ligacao
com as espécies amiloides 7> 1%

A Figura 4.10 (A) mostra o aumento na intensidade de
fluorescéncia da ThT em fungdo do tempo de incubagdo da insulina bovina
quando submetida as condigdes de agregacdo. A partir desse ensaio foi
obtido o grafico de intensidade de fluorescéncia versus tempo de incubacao
da insulina caracterizado por uma curva sigmoide, representado na Figura
4.10 (B).

A curva sigmoide obtida € consistente com a cinética de
agregacdo de proteinas amiloides.!%” No estagio inicial de agregacdo (0 a 60
minutos) conhecido como fase de nucleacdo, a ThT apresenta baixa
intensidade de emissdo devido a rotagdo da ligagdo C-C entre os anéis
benzotiazol e anilina em solugdo. Essa rotagdo permite que ocorra perda de
energia através de processos ndo radiativos. ' Apds 60 minutos ocorre um
rapido aumento na intensidade de emissdo do composto, essa fase ¢
denominada como alongamento e ocorre pelo impedimento rotacional

quando a ThT se liga as espécies amiloidogénicas. A tltima fase de 120 a
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240 minutos ¢ caracterizada pelo equilibrio, quando a maioria da insulina

nativa € convertida em fibrilas maduras.
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FIGURA 4.10 - (A) Espectros de emissao da ThT (10 uM) em diferentes
tempos de incubagdo da insulina bovina (10 uM). (B) Grafico de intensidade

de emissdo da ThT em 482 nm (Aexc=440 nm) contra o tempo de incubagao

da insulina bovina.

4.4.2 - Dicroismo Circular (DC)

O Dicroismo Circular (DC) ¢ uma técnica espectroscopica que
permite avaliar a modificagdo na estrutura secundaria de proteinas através da
mudanga dos espectros de DC.!% No sentido de confirmar a modifica¢do da
estrutura secunddria da insulina bovina de a-hélice para folha f foram
obtidos espectros de DC durante o estdgio inicial (0 minutos) e final de
agregacao (180 minutos).

Observa-se na Figura 4.11, que durante o inicio da agregacao, o
espectro da insulina bovina € caracterizado pela presenca de dois minimos
negativos em 222 nm ¢ 208 nm, consistente com a presenca de uma
conformacdo a-hélice caracteristica da estrutura nativa da proteina.

Diferentemente, o espectro obtido apds 180 minutos de incubagdo sob as

T
240
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condig¢des de agregacao € definido pela presenca de um minimo negativo em
218 nm indicativo de estruturas ricas de folha [ associada a formagdo de
fibrila amiloide.!®!'"® Estes dados confirmam que a insulina sofre
modificacdo na estrutura secunddria de o-hélice para folha [ sob as

condi¢des de agregacao utilizadas nesse trabalho.
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FIGURA 4.11 - Espectros de dicroismo circular da insulina bovina em 0

minutos (verde) e com 180 minutos em 65° C (vermelho).
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4.5 - Interacao do Complexo com a Insulina Bovina

4.5.1 - Monitorando a Formagdo de Agregados Amiloides com o

Complexo cis — [Ru(phen),(3,4-Apy).]**

Para investigar o efeito da insulina nativa e na forma de
agregados sobre a resposta luminescente do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]** foram obtidos os espectros de emissdo do complexo sozinho ¢ do
complexo apds adicdo da proteina nativa e fibrilas de insulina. Como
mostrado na Figura 4.12, a presenca da insulina nativa resulta em um
pequeno aumento na intensidade de luminescéncia e maior aumento na
presenca de agregados amiloides. Esse resultado confirma que o complexo
ndo apenas interage com a forma amiloide da insulina, mas também com a

proteina nativa, embora a mudanga na resposta do complexo seja menos

significativa.
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FIGURA 4.12 - Espectros de emissdao do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

Apy).2]*" sozinho (10 uM) e na presenca de insulina nativa e fibras de insulina

(10 uM).
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Diante desses resultados, foi avaliado a capacidade do
complexo em monitorar a cinética de fibrilacao da insulina. Para isso, foram
obtidos espectros de emissao do complexo apds a adi¢do de uma aliquota
definida de insulina em intervalos de 30 minutos de incubagdao sob as
condi¢des de agregacao.

Conforme exibe a Figura 4.13 (A), durante os estagios iniciais
de 0 a 60 minutos de agregacdo o complexo nao apresentou um aumento
significativo na intensidade de emissao. No segundo estagio entre 90 a 120
minutos observou-se um aumento rapido na intensidade de emissao,
indicando a formagdo de espécies amiloidogénicas. A ultima fase de 120 a
240 minutos foi caracterizada por uma variagao pequena na intensidade de
emissao atingindo a fase de equilibrio, indicando que a maioria da insulina
nativa foi convertida em fibrilas maduras. Esses resultados tornam-se mais
aparentes a partir da analise da curva sigmoide obtida pelo variacdo da
intensidade de emissdao do complexo (655 nm) em fun¢do do tempo de

incubagao, Figura 4.13 (B).
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FIGURA 4.13 - (A) Espectros de emissao do complexo (10 uM) na presenca
de diferentes tempos de incubagao da insulina bovina (10 uM). (B) Gréafico
da intensidade de emissao do complexo (655 nm) contra o tempo de

incubacdo da insulina bovina.
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A curva de agregagdo sigmoide do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

1** seguiu 0 mesmo padrio visto para ThT, Figura 4.14 (A), indicando

que complexo ndo interfere na agregacao de insulina apds a interagdo. A

diminui¢do na luminescéncia intrinseca da proteina, que indica agregacao,

corresponde ao aumento na luminescéncia do complexo, confirmando ainda

que a presenga do complexo ndo interfere com os agregados formados e €,

portanto, uma sonda eficaz para monitorar a cinética de fibrilacdo da

insulina, Figura 4.14 (B).
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FIGURA 4.14 - (A) Curvas sigmoides da insulina bovina (10 uM) e da

Tioflavina T (10 uM). (B) Curvas sigmoides da insulina bovina (10 uM) e
do complexo cis- [Ru(phen)y(3,4-Apy)2]* (10 uM).



43

4.5.2 - Limite de Deteccao (DL)

O limite de detec¢do compreende um pardmetro importante para
avaliar o desempenho de uma sonda luminescente, j4 que esse método ¢
capaz de determinar a quantidade minima de analito que pode ser
identificada por um determinado composto.'!!:!1?

Para avaliar a quantidade minima de fibrilas amiloides de
insulina que o complexo consegue detectar foram realizados ensaios de
titulagdo de luminescéncia com complexo em diferentes concentragdes de
fibras de insulina (0-30 uM), Figura 4.15 (A). Conforme demonstrado na
Figura 4.15 (B), o aumento da concentragdo de fibras de insulina
proporcionou aumento linear da intensidade de emissdo do complexo, a
partir do valor da inclinag¢do da reta o limite de detec¢do foi calculado como

0,85 uM, tendo um valor de desvio padrao do branco correspondente a S=

0,788 e coeficiente de linearidade igual a R?>= 0,99688.
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FIGURA 4.15 - (A) Espectros de emissao do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-
Apy)2]** com diferentes concentragdes de fibrilas de insulina (0-30 uM). (B)
Grafico da intensidade de emissdo do complexo em 655 nm em funcao da

concentragdo de fibrilas de insulina (0-30 uM).
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Quando comparado o valor do DL alcangado para o complexo
de cis-[Ru(phen),(3,4-Apy):]** na presenca de fibrilas amiloides de insulina
com outros sensores da literatura em ensaios semelhantes, incluindo o
corante organico azul de bromofenol (DL= 0,12 uM) observa-se que o
complexo apresenta um valor maior. ''* Apesar disso, o valor do limite de
deteccdo na ordem de micromolar ainda demonstra a eficiéncia do complexo

cis-[Ru(phen)(3,4-Apy):]*" na detecgio de espécies amiloides de insulina.

4.5.3 - Ensaios de Ligacao

4.5.3.1 - Constante de Dissociagdo (Kd)

Umas das importantes propriedades para uma sonda biologica ¢
apresentar alta afinidade de ligacdo com o alvo. Essa afinidade de ligagdo ¢
geralmente expressa a partir dos valores da constante de dissociacdo (Kd),
que representa um tipo constante de equilibrio comumente utilizada para
definir a interacao entre duas espécies de modo que quanto menor o valor de
Kd, maior a afinidade de ligagdo entre elas.!'* Os valores de Kd podem ser
calculados através de ensaios de titulagdes utilizando técnicas
espectroscopicas, como absor¢do UV-vis e intensidade de luminescéncia.!!?

Nesse sentido, a quantificagdo da interagdo entre o complexo
cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).])*" e as fibrilas de insulina foi determinada a partir
de medidas de luminescéncia. Para isso obtidos espectros de emissdao do
complexo em diferentes concentragdes (0-70 puM) na presenca de uma
concentragdo de 10 uM de fibrilas de insulina, Figura 4.16 (A). A partir desse
ensaio foi possivel obter a curva de saturagao e o valor de Kd determinado

como 13,50 + 1.84 uM.
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FIGURA 4.16 - (A) Espectros de emissdo do complexo em diferentes
concentragdes (0-70 uM) contendo uma concentragao de 10 uM de fibrilasas
de insulina. (B) Grafico do maximo de emissdo do complexo em 655 nm

contra a concentracao (0-70 uM).

Quando o valor de Kd obtido para a interagdo entre o complexo
e as fibrilas de insulina ¢ comparado com outras sondas luminescentes para
detecgdo de espécies amiloides de insulina, como o corante organico ThT
(Kd = 16 uM)!'"'® ¢ o complexo de Pt(II) contendo ligantes do tipo
aminopiridina (Kd = 18, 31)® observa-se que valor de Kd est4 proximo ao
dessas sondas luminescentes em condi¢cdes de ensaio semelhantes,’>%?

demonstrando que complexo interage com as fibrilas de insulina e apresenta

maior interacao.
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4.5.3.2 - Estequiometria de Ligacao (Job’s Plot)

A determinagdo da estequiometria de ligagdo ¢ um pardmetro
importante no estudo da interacdo de uma proteina com determinado ligante.
17 Para determinar a estequiometria de ligagdo entre o complexo cis-
[Ru(phen),(3,4-Apy).]*" e as fibrilas de insulina foi utilizado o método de
variagdes continuas ou Job’s Plot.

Para isso foram obtidos os espectros de emissdo com diferentes
razOes molares de complexo e fibrilas sob uma concentracao total fixa de 15
e 20 uM. A partir desses ensaios foram obtido um gréafico da fracdo molar
em funcao do A de emissdo, que representa a subtracao da luminescéncia do
cis-[Ru(phen)»(3,4-Apy):]** em tampdo fosfato e luminescéncia cis-
[Ru(phen)x(3,4Apy).]*" na presenca das fibrilas de insulina, Figura 4.17 e
Figura 4.18.
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FIGURA 4.17 - Grafico de Job’s plot obtido com espectros de luminescéncia
do complexo cis-[Ru(phen)y(3,4-Apy).]** e fibrilas de insulina sob a

concentragdo total de 15uM.
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FIGURA 4.18 - Grafico de Job’s plot obtido com espectros de luminescéncia

do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** e fibrilas de insulina sob a

concentragdo total de 20 uM.

O numero de fibrilas amiloides de insulina por complexo cis-
[Ru(phen),(3,4-Apy),]*" é obtido pela razdo molar das fibrilas e a razio
molar do complexo. O valor maximo no grafico de Job’s Plot foi obtido
quando a fragdo molar foi igual a 0,33, observado na Figura 4.17 e Figura
4.18. Esse valor indica a estequiometria de ligagdo entre o complexo ¢ as

fibras de insulina, sugerindo uma razao de 1 complexo: 2 fibras de insulina.
118
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4.6 - Imagens do Processo de Agregacao da Insulina

A microscopia de fluorescéncia € um instrumento importante
para obten¢do de imagens em estudos bioldgicos. Essa técnica utiliza um
feixe luminoso com filtros apropriados para excitar a amostra que contém
uma molécula luminescente e assim obter as imagens. ' 12° A propriedade
do complexo em emitir luz na regido do infravermelho préoximo (650 — 900
nm) apresenta vantagens para aplicagdo como sonda de imagem por
luminescéncia, tendo em visto que minimiza os efeitos de autofluorescéncia
das moléculas biologicas.

Com base nessas informagdes, imagens de microscopia de
fluorescéncia foram obtidas no sentido de avaliar a capacidade do complexo
em atuar como marcador luminescente durante a formagdo das espécies
amiloides de insulina bovina. Para isso as imagens de microscopia de
fluorescéncia foram adquiridas em intervalos de 30 minutos de incubacao da
insulina. As imagens foram obtidas usando um filtro de emissao entre 575-
640 nm, consequentemente fazendo uso da emissao MLCT do complexo e,
portanto, reduzindo a interferéncia de fluorescéncia de outros substratos
comumente encontrados em meios bioldgicos.

A Figura 4.19 exibe as imagens de campo claro (Brightfield) e
por luminescéncia adquiridas durante a fase inicial de agregagao da insulina
(0 a 60 minutos). Observa-se uma pequena luminescéncia do complexo
durante esse estagio, isso pode estar associado com uma quantidade pequena
de fibrilas. Este ¢ um resultado importante, uma vez que o complexo nao
interage apenas com as fibrilas, como visto em os ensaios de luminescéncia,
mas também podem detectar com eficiéncia agregados pré-amiloides

menores por meio de imagens de microscopia.
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Bright - Field Luminescéncia

T =0 min
T =30 min
T = 60 min

FIGURA 4.19 - Imagens de campo claro e luminescéncia dos estdgios

iniciais de agregac¢ao da insulina bovina com o complexo cis-[Ru(phen)(3,4-

Apy)a]*".
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As imagens obtidas durante a fase de alongamento (90 minutos
de incubag¢do) sdo apresentadas na Figura 4.20. Essa fase ¢ caracterizada pela

presenca de estruturas maiores e aumento do conteudo de espécies amiloides.

Bright - Field Luminescéncia

T =90 min

T =90 min

FIGURA 4.20 - Imagens de campo claro e de luminescéncia durante 90

minutos de agregacdo da insulina com o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

Apy)a]*".
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As Figuras 4.21 e 4.22 exibem as imagens da fase de equilibrio
(120 a 240 minutos). Nesse estagio existe uma quantidade significativa de
estruturas de folhas B, em razdo disso observa-se nessas imagens espécies
maiores quando comparadas as imagens anteriores. O complexo foi capaz de
mapear o processo de agregacdo da insulina por meio de imagens, de
agregados pequenos a maiores, € tem se mostrado uma ferramenta
promissora como sonda biologica para agregacao de insulina, especialmente

para fibrilacao amiloide.

Bright - Field Luminescéncia

T =120 min

T =150 min

FIGURA 4.21 - Imagens de campo claro e luminescéncia durante 120 e 150
minutos de incubagdo da insulina bovina com o complexo cis-

[Ru(phen),(3,4-Apy).]*".
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Bright - Field Luminescéncia

e

T =180 min
T =210 min
T =240 min

FIGURA 4.22 - Imagens de campo claro e luminescéncia durante 180 a 240
minutos de incubagdo da insulina bovina com o complexo cis-

[Ru(phen),(3,4-Apy).]*".
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5 - CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, o complexo cis-
[Ru(phen),(3,4-Apy).]*" é facilmente sintetizado e exibe propriedades
interessantes para aplicacdo como sonda luminescente, incluindo
solubilidade em meio fisiolégico, mantendo suas propriedades
espectroscopicas. O complexo absorve luz na regido do visivel e emite luz
na regido do infravermelho proximo, apresentando grande deslocamento de
Stokes e tempo vida de emissdo longo quando comparado com a tioflavina
T. Essas propriedades fotofisicas sdo importantes porque minimizam tanto
os processos de autofluorescéncia de biomoléculas, quanto efeitos de auto-
absor¢dao do complexo.

O aumento da intensidade de emissdo na presenca de espécies
amiloides demonstram que o complexo consegue interagir com essas
estruturas e produzir mudancas na intensidade de emissdo. O valor do limite
de deteccdo igual a 0,85 uM indica que o complexo ¢ eficiente na detecg¢ao
de espécies amiloides. A constante de dissociagdo foi determinada como
13,50 £ 1,84 uM, esse valor esta proximo de outras sondas amiloides
relatadas na literatura, demonstrando que complexo apresenta afinidade com
as fibrilas amiloides.

Os graficos de Job’s Plot com valor de fragdo molar maximo em
torno de 0,33 indica uma estequiometria de ligagdo que interage na
propor¢ao de 1 complexo: 2 fibrilas de insulina. Além disso, as imagens de
microscopia de fluorescéncia do processo de agregagdo da insulina
demonstram a capacidade do complexo em monitorar a formacao de fibras
amiloides na regido do infravermelho proximo, facilitando a detec¢do dessas
espécies sem a interferéncia de outras moléculas biologicas presentes no

mesmo ambiente.
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