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RESUMO

INFLUENCIA DO TIPO DE LIPIDEO E PEPTIDEO BETA
AMILOIDE SOBRE A PERTURBACAO DA MEMBRANA E
CONSEQUENCIAS NA TOXICIDADE DE CELULAS
NEURONAIS OBSERVADAS PELAS RESPOSTAS
LUMINESCENTES DO COMPLEXO RUAPY. Uma das hipéteses para

a causa da Doenga de Alzheimer ¢ o acimulo de agregados do peptideo beta-
amiloide (AP) no cérebro que levam a disfungdes sindpticas e cognitivas graves
resultando na deméncia neurodegenerativa. Alguns estudos indicam que a
formagao de placas amiloides e toxidade do peptideo AP estd associada a sua
interacdo com a membrana celular neuronal. Esta interagdo acelera o processo de
agregacdo e gera poros na membrana celular com a formacdo de espécies
oligoméricas do AP. Estudos do nosso laboratorio demonstraram que o complexo
luminescente cis-[Ru(phen)»(3,4Apy).]** (RuApy, phen = 1,10-fenantrolina,
3,4Apy = 3,4-diaminopiridina) protege as celulas PC12 contra a toxicidade de
espécies oligoméricas semelhantes a poros do A;.4, alterando o mecanismo de
agregacao para uma via nao toxica, levando a formacao de estruturas semelhantes
a micelas. Estes resultados motivaram o estudo da influéncia do RuApy no
processo de agregacdo e toxicidade do A4 e verificar a possibilidade de
envolvimento do RuApy no mecanismo de agdo do AP;4> frente a membrana
celular. Os estudos realizados envolveram as técnicas espectroscopicas de
absorcao, emissao no estado estaciondrio e resolvido no tempo na regiao do UV-
visivel, microscopia de imagem fluorescente, dicroismo circular e espectroscopia
de reflexdo-absor¢do na regido do infravermelho com modulagdo da polarizagao
(PM-IRRAS). Neste projeto, foi demonstrado que o complexo RuApy tem efeito
protetivo para a linhagem celular de neuroblastoma humana SH-SYSY frente as
espécies toxicas do AP;.4; corroborando com resultados anteriores que mostraram

que o RuApy altera o processo de agregacao do AP levando a formagao de fibrilas
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nao toxicas. Para os estudos de interagdo entre o RuApy e a membrana celular
utilizou-se modelos de membranas lipidicas neutras, carregadas negativamente,
com colesterol, marcadas com corantes organicos NBD e Texas Red e em
diferentes meios de forma a elucidar como o complexo interage com os modelos
de membrana. A interagdo foi avaliada por ensaios de ligacdo utilizando
fluorescéncia, bicamadas lipidicas suportadas (SLB) e dispositivos
microfluidicos. Pelo mecanismo de transferéncia de energia ressonante de Forster
(FRET) foi determinada a constante de dissociacdao (K4) da interagdo entre o
RuApy e a bicamada lipidica e, de acordo com a mudanga na constante, observar
a influéncia de fatores como carga, fluidez da membrana e ligacdes de hidrogénio
na interacdo. Os resultados obtidos indicaram que o RuApy interage com modelos
de membrana principalmente por interagdes eletrostaticas e ligagdes de
hidrogénio. As informag¢des em nivel molecular das interacdes RuApy com a
membrana lipidica foram obtidas nos estudos com monocamadas Langmuir pelos
graficos obtidos pelas Isotermas m-A e experimentos de PM-IRRAS e estdo
coerentes com os dados de obtidos com as SLBs nos dispositivos de
microfluidicos. Ao todo os resultados obtidos indicam que a interacdo da RuApy
com os modelos de membrana testados envolve interagdes eletrostaticas e por
ligacao hidrogénio, e que esta interagdo depende da composicao do lipidio. Ainda,
que o RuApy altera a agregacdo e tem efeito inibitdrio da citotoxicidade do A;.
4, frente a linhagem celular SH-SY5Y. Tais conclusdes sugerem que o complexo
RuApy pode ter papel importante nas interagdes entre o peptideo AP e a

membrana celular.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF AMYLOID LIPID AND BETA PEPTIDE TYPE ON
MEMBRANE DISTURBANCE AND CONSEQUENCES ON
NEURONAL CELL TOXICITY AS OBSERVED BY
LUMINESCENT RESPONSES OF THE RUAPY COMPLEX. One of

the hypotheses for the cause of Alzheimer's disease is the accumulation of
amyloid-beta peptide (AP) aggregates in the brain that lead to severe synaptic and
cognitive dysfunctions resulting in neurodegenerative dementia. Some studies
indicate that the formation of amyloid plaques and AP peptide toxicity is
associated with its interaction with the neuronal cell membrane. This interaction
accelerates the aggregation process and generates pores in the cell membrane with
the formation of oligomeric A species. Studies in our laboratory have shown that
the luminescent complex cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]*" (RuApy, phen = 1,10-
phenanthroline, 3,4Apy = 3,4-diaminopyridine) protects cells PC12 against the
toxicity of pore-like oligomeric species of APi4, changing the aggregation
mechanism to a non-toxic pathway, leading to the formation of micelle-like
structures. These results motivated the study of the influence of RuApy on the
process of aggregation and toxicity of AP;4> and to verify the possibility of
involvement of RuApy in the mechanism of action of Af;4, against the cell
membrane. The studies carried out involved the spectroscopic techniques of
absorption, steady-state emission and time-resolved in the UV-visible region,
fluorescent 1mage microscopy, circular dichroism and reflection-absorption
spectroscopy in the infrared region with polarization modulation (PM-IRRAS). In
this project, it was demonstrated that the RuApy complex has a protective effect

for the human neuroblastoma cell line SH-SYS5Y against toxic AP;.4> species,

corroborating previous results that showed that RuApy alters the AP aggregation
process leading to the formation of non-toxic fibrils. For the interaction studies

between RuApy and the cell membrane, models of neutral lipid membranes,
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negatively charged, with cholesterol, marked with NBD and Texas Red organic
dyes and in different media were used in order to elucidate how the complex
interacts with the models of membrane. The interaction was evaluated by binding
assays using fluorescence, supported lipid bilayers (SLB) and microfluidic
devices. Using the Forster resonant energy transfer mechanism (FRET), the
dissociation constant (K4) of the interaction between RuApy and the lipid bilayer
was determined and, according to the change in the constant, the influence of
factors such as charge, fluidity of the membrane and hydrogen bonds in the
interaction. The obtained results indicated that RuApy interacts with membrane
models mainly through electrostatic interactions and hydrogen bonds. Molecular-
level information on RuApy interactions with the lipid membrane was obtained
in studies with Langmuir monolayers by by m-A Isotherms and PM-IRRAS
experiments and are consistent with the data obtained with SLBs in microfluidic
devices. Altogether, the results indicate that the interaction of RuApy with the
tested membrane models involves electrostatic and hydrogen bonding
interactions, and that this interaction depends on the lipid composition. Also, that
RuApy alters the aggregation and has an inhibitory effect on the cytotoxicity of
APi.42 against the SH-SYSY cell line. Such conclusions suggest that the RuApy
complex may play an important role in the interactions between the A} peptide

and the cell membrane.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) ¢ caracterizada principalmente pelos
danos progressivos na memoria, linguagem e nas habilidades cognitivas e em seu
estagio mais avancado pode comprometer inclusive fungdes basicas como andar,
falar e engolir.!>?

O primeiro registro da DA foi feito em 1906 pelo psiquiatra Alois
Alzheimer, que relatou o caso de uma mulher de 50 anos, Auguste Deter, que
apresentava distirbios cognitivos, de memoria, confusio e problemas com o sono
e que foi acompanhada por ele desde sua internagao até sua morte, 5 anos depois.
Alzheimer reportou a observacao de placas difusas, emaranhados neurofibrilares
e atrofia cerebral difusa.*

Hoje, a deméncia € a quinta principal causa de morte no mundo ¢ a
DA ¢ considerada a causa mais comum de deméncia representando entre 60 e 80%
dos casos.”>® Em todo mundo mais de 50 milhdes de pessoas sofrem com a DA, e
ha uma estimativa de que o nimero de pessoas com a doenca atinja mais de 150
milhdes até 2050.7-3°

No momento, porém, ndo ha cura para a DA. E, apesar de ndo ser
parte normal do envelhecimento, o maior fator de risco associado a doenca ¢ a
idade, sendo a maior parte dos afetados pessoas com mais de 65 anos. A
prevaléncia da doenga ¢ de cerca de 5% em individuos acima de 65 anos e de até
30% naqueles com mais de 85 anos.> % !!

No entanto, ha indicios que sugerem que outros fatores de risco
durante a vida podem afetar a ocorréncia da DA, entre eles a educagdo, satde
cardiovascular, atividade fisica, obesidade e diabetes. O cuidado com relagao a
esses fatores pode diminuir a prevaléncia da doenga.” 2

Geralmente a doenga se inicia com uma fase assintomatica com

alteragdes neuropatologicas como a deposicao do peptideo beta-amiloide (AB) e



da proteina tau. O estagio pré-clinico da doenga pode levar mais de 20 a 30 anos
e alguns pacientes podem até mesmo continuar nesse estigio durante toda vida.
O comprometimento cognitivo dos pacientes com a DA difere, porém o sinal mais
comum apresentado ¢ a dificuldade de lembrar informacoes recentes e o estagio
sintomatico mais precoce no qual um dominio cognitivo ¢ prejudicado, porém, as
capacidades funcionais sdo preservadas ¢ denominado como comprometimento
cognitivo leve.!?

Com o avango da doenga, o acimulo do peptideo A} e da proteina
tau aumenta significativamente e ocorre também um encolhimento do cérebro por
conta da atrofia neuronal, Figura 1.1, e, com isso ha um comprometimento
cognitivo que passa a prejudicar a independéncia e as atividades diarias das

pessoas com a DA. Em seus estagios finais os pacientes ficam debilitados e

1 1,13, 14

precisam de cuidados constantes € a doenca acaba sendo fata

FIGURA 1.1 - Comparagao de ressonancias magnéticas de um cérebro saudavel
(a esquerda) e com doenca de Alzheimer (a direita). Fonte Adaptada: FISH et al.,
2019

1.1.1. O Tratamento da Doenca de Alzheimer

Atualmente, ndo existe um Unico teste que dé o diagnostico da
Doenga de Alzheimer. Entre esses testes, esta a avaliacdo do histoérico médico do
paciente assim como avaliacdo de alteragdes cognitivas € comportamentais,
muitas vezes feito junto a familia e também pela avaliacdo por exames, como
exames de sangue e imagens cerebrais que hoje sdo a ferramenta mais utilizada

para determinar se o paciente apresenta altos niveis do peptideo AP no cérebro e



¢ estimado na tomografia por emissao de positrons (PET) e também pela analise
do nivel de proteinas através no liquido cefalorraquidiano (LCR).! 15 16:17

A DA ndo tem cura. As terapias, como para a maioria das doencgas
degenerativas podem ser divididas em trés categorias: sintomatica, modificadora
da doenca e regenerativas.'*

Atualmente, as terapias utilizadas e aprovadas para a DA sdo
sintomaticas, que se baseiam na melhora cognitiva e controle dos sintomas. Ainda
existe a necessidade de um tratamento sintomatico que seja mais eficaz para
melhorar o dominio cognitivo e outros sintomas como agitagdo, psicose €
distirbios do sono. A busca por novas terapias ¢ de extrema importancia e, para
uma melhora significativa na DA, o tratamento deve se iniciar nos estagios
extremamente iniciais da doenga, uma vez que, se o inicio da doenca puder ser
retardado, os pacientes serdo capazes de viver mais tempo com qualidade de
vida,'* 18

Os tratamentos modificadores sdo baseados na alteracdo da
neuropatologia.'® A regeneracgdo do cérebro doente, entretanto, € um passo muito
grande considerando os avangos nas pesquisas relacionadas a DA no momento.
Nenhuma das terapias utilizadas hoje retarda ou interrompe o dano causado aos
neuronios que torna a DA fatal. Portanto, também ndo existem terapias
regenerativas. !> 14

Apesar de todos os esforcos da comunidade cientifica e diversos
farmacos em estagio avangado de desenvolvimento clinico, apenas 6 terapias com
farmacos foram aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos até hoje: rivastigmina, galantamina, donepezil, memantina, memantina
combinada com donepezil e tacrina, porém esse ultimo foi descontinuado nos
Estados Unidos por ter efeitos colaterais como a toxicidade para o figado,
entretanto, esses medicamentos melhoram os sintomas clinicos apenas por um

tempo.!: 8- 20



Dentre esses medicamentos, o donepazil, a galantamina e a
rivastigma atuam como inibidores da acetilcolinesterase, uma enzima que
hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina causando sua degradagdo e tém sido
capazes de melhorar a funcdo cognitiva de pacientes com DA leve a moderada e,
embora esses tratamentos possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes, nao
tem efeito significativo no retardo da progressdo da doenca. !%-21-22.23,24

A memantina € o antagonista dos receptores N-metil-d-aspartato.
Tais receptores induzem o aumento do calcio intracelular, alteragdes
mitocondriais € aumento de espécies reativas de oxigénio que contribuem para a
morte neuronal, ou seja, a memantina bloqueia esse receptor de forma nao
competitiva, prevenindo a perda de neurdnios, mostrando beneficios na DA
moderada a grave. 19222324

Além dos tratamentos farmacologicos, ¢ de extrema importancia o
cuidado ndo farmacoldgico, que se baseia em uma parceria entre o clinico ¢ a
diade paciente-cuidador na qual busca-se a reabilitagio cognitiva do paciente. E
importante a estimulacao constante do paciente com atividades fisicas e mentais,
participacdo em atividades sociais com outras pessoas, exercicios de memoria e
afazeres domésticos. Tais estratégias sao de extrema importancia para melhorar
nos comportamentos como agitacdo, apatia, resisténcia ao cuidado,
comportamentos obsessivo-compulsivos entre outros.?!> %

Em 2021 o FDA aprovou uma nova terapia, a primeira baseada na
modificacdo da doenca: o aducanuabe, um anticorpo monoclonal que tem agao
nas protofibrilas do AP, e se mostrou eficaz na diminui¢cdo dos depositos
amiloides e da deméncia em nivel clinico, porém, ainda ha muitas controvérsias
com relagdo a sua eficicia e preco.!” O donanemab e o lecanemab também
mostraram resultados promissores € estdo em fase avancada de testes, porém
ainda nfo tiveram a aprova¢do do FDA para a utiliza¢io no tratamento da DA."

No Brasil, estimativas revelam que em 2025 havera 32 milhdes de

pessoas acometidas com a Doenga de Alzheimer. A maior incidéncia da doenga ¢



em pessoas com mais de 80 anos, mulheres brancas, sendo a regido sudeste a mais
afetada.!!-2¢

Atualmente, 73% dos 1dosos no Brasil sao atendidos exclusivamente
pelo Sistema Unico de Satude (SUS) e o diagndstico da DA geralmente ocorre pela
observacgao de alteragdes cognitivas geralmente detectadas em consultas, por uma
queixa do proprio paciente com relacdo a memoria ou por conta de um exame
geriatrico que inclui um teste cognitivo padronizado. Notando alteracdes, em
seguida ¢ realizada uma tomografia ou ressonancia magnetica para excluir outras
possibilidades diagnoésticas. Porém, esse diagndstico usualmente ¢ feito
tardiamente ou nem ¢ feito por conta da falta de treinamento e conhecimento sobre
a deméncia pelos profissionais, e, desta forma, ha um atraso médio de um ano ¢
meio entre os primeiros sintomas de deméncia e o diagnostico em si.!!-27-28

Os centros de referéncia do SUS no Brasil oferecem tratamento
multidisciplinar integral e gratuito para pacientes com DA.? O SUS também
oferece gratuitamente os medicamentos para a doenca: a donepezila, galantamina,

30.31 Além disso, é oferecido também o tratamento nio

memantina e rivastigmina.
farmacolégico, que sdo planejados de acordo o paciente, ambiente e cuidador de
forma a atenuar sintomas neuropsiquidtricos € comportamentos problematicos.
Tais terapias incluem: restabelecer memorias, redugdo de estresse e ansiedade
com desenvolvimento motor e cognitivo, musicoterapia, abordagens
multissensoriais, aromaterapia e horticultura.!' Entretanto, dados mostraram que

no SUS, apesar de serem feitos tratamentos € acompanhamentos, ndo ha uma

resolucdo eficaz para a DA.*2

1.1.2. O peptideo beta-amiloide

A causa da Doenga de Alzheimer ainda ¢ motivo de estudo intenso
no meio cientifico. Existem algumas hipoteses sugerindo qual pode ser o fator que
leva ao desenvolvimento da doenga.

A hipdtese da cascata de amiloide ¢ uma das mais amplamente

aceitas e postula que o desenvolvimento da DA se da por conta do acimulo de



placas amiloides no cérebro. Tais placas sdao formadas por agregados do peptideo
beta amiloide (A) fora dos neurdnios por conta de um desequilibrio entre a
producio e eliminac¢do desse peptideo.!>+ % 12

O peptideo AP origina-se pela alteracao da protedlise da proteina
precursora do amiloide (APP), que ¢ uma proteina transmembrana. Essa proteina
¢ clivada por enzimas secretases € mutacoes nas 3 e y-secretases podem levar a
superprodu¢do do AP.?% 3% 3 Normalmente, a APP ¢ clivada sequencialmente
pelas enzimas o e y-secretase, levando a um peptideo soluvel que ndo tem
tendencia a agregar (p3), esse caminho ¢ denominado via ndo amilodoigénica.

Quando a clivagem da APP acontece pela B e y-secretase ¢ que se produz o

peptideo AP, sendo essa a via amilodoigénica, Figura 1.2.20-3%36.37
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FIGURA 1.2 - Representagdo do processamento proteolitico da APP pelas
enzimas secretases o- - € y-. Fonte Adaptada: VARDY et al., 2005

Desta forma, o AB gerado no organismo pode ter um comprimento
variavel, mas ¢ mais comumente encontrado no organismo com 40 ou 42
aminodacidos em sua estrutura.’ Esse peptideo passa por um processo de agregacdo
espontaneo a partir da sua forma monoémero, passando entdo por intermediarios,
os oligdbmeros e as protofibrilas, até a formagdo de espécies fibrilares que se

arranjam em folhas beta pregueadas que vém a formar as placas amiloides,



também chamadas de placas senis, no cérebro.! *® Os monémeros do fragmento
1-42 do peptideo beta-amiloide (APi.42), sdo as espécies mais propensas a
agregacao e, portanto, mais as que causam mais danos, tendo efeito toxico para as
células.'®

Acredita-se que as placas amiloides interferem na comunicagdo entre
os neurdnios nas sinapses.! Sendo assim, o AP tornou-se alvo de estudos para
desenvolvimento de agentes diagnoésticos e terapéuticos para a DA, os quais
focam principalmente em atuar na alteragao da formagao dos agregados amiloides
e, assim, evitar sua a¢do toxica.'®

E importante que o tratamento seja iniciado o mais cedo possivel, de
forma a atrasar ou interromper a progressao da doenca, desta forma, os estagios
de pré-deméncia da DA sdo importantes alvos dos estudos para o desenvolvimento

de medidas preventivas frente a evolug¢do da deméncia.®

1.1.3. O processo de agregacio

O peptideo AP tem alta propensdo a agregacdo e, embora uma
caracteristica da DA seja a formacdo das placas amiloide, elas nao
necessariamente sao a principal causa da doenga.

Como o peptideo pode existir em varias formas durante seu processo
de agregacdo, incluindo mondmeros, dimeros, oligdmeros, protofibrilas e as
fibrilas que formam as placas senis, ¢ de extrema importancia conhecer o processo
de agregacdo para o estudo do peptideo de forma a melhorar a compreensao dos
efeitos toxicos do AB e encontrar maneiras de impedir ou minimizar tais efeitos.>’

Além da toxicidade causada pela formagao das placas amiloides por
conta de acimulo de agregados fibrilares, os monomeros e oligbmeros, por
exemplo, também podem contribuir para a toxicidade uma vez que podem ser
incorporados na membrana celular e causar permeabilizagdo. Muitos trabalhos
hoje também indicam que as espécies oligoméricas do AP sdo, na verdade, as mais

toxicas. 3°



Um dos métodos mais comumente utilizado para monitorar o
processo de agregagdo do peptideo in vitro € por meio de um ensaio usando o
corante organico Tioflavina T (ThT). Isso pois a estrutura da ThT consiste em dois
anéis com uma ligacao entre eles, que permite a rotagcdo entre os anéis e, portanto,
o composto ndo emite. Porém, ao entrar em contato com as fibrilas do AP, a
interagdo restringe o movimento dos anéis, € a molécula passa a emitir em 480
nm, tendo um aumento de luminescéncia conforme as fibrilas vao se formando no
processo de agregagdo .40 41- 4243

Mesmo sendo amplamente utilizado, este corante apresenta emissao
em 480 nm, regido onde biomoléculas, como algumas proteinas, colageno e
flavinas, absorvem luz. Além disso, ¢ um corante organico que tem absorcao e
emissdo em comprimentos de onda proximos, o que pode levar a molécula a
absorver a propria luz e a uma resposta falsa de emissao e ¢ um marcador apenas
para as espécies fibrilares. Além disso, ja foi reportado anteriormente que a ThT
pode apresentar respostas luminescentes diferentes para diferentes amostras do
peptideo AP e mostrar resultados erroneos de emissdo por influéncia de espécies
em solucao que possam ter efeito similar na restricdo do movimento da molécula,
levando a luminescéncia da ThT.*>#

O ensaio com a ThT resulta em uma curva sigmoide para a cinética
de agregacdo do peptideo AP. Através dessa curva € possivel identificar os
diferentes estdgios da agregacdo: inicialmente, hd uma fase lag de nucleacdo na
qual ha monomeros soluveis compostos majoritariamente por estruturas de alfa
hélice, em seguida observa-se um rapido crescimento, ou alongamento, que ¢é
quando comega ocorrer a formagao de espécies maiores como as protofibrilas e
por fim ha uma fase de saturacdo na qual as fibrilas j4 estdo formadas,
apresentando uma conformagao de folhas beta nesse estagio, esses dois ultimos
estagios sdo denominados a fase de elongacdo.*

O inicio do processo de agregacdao depende fortemente da fase de

nucleacdo. Essa fase pode ocorrer por conta de uma interacdo entre os



monomeros, que ¢ termodinamicamente desfavoravel, o que resulta em uma fase
lag mais lenta. Ou, pode haver sementes de agregacdo no meio, como metais ou
até mesmo espécies maiores do proprio peptideo, como protofibrilas, que vao
favorecer o inicio do processo de agregacdo fazendo com que a nucleagdo seja
mais rapida e reflete-se na curva em uma fase lag menor, e um processo de

agregacdo mais rapido, Figura 1.3.%°

@ Adigdo de Sementes de Agregacio

Intensidade
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Oligbmero Fibrilas

Protofibrilas
FIGURA 1.3 - Exemplo de cinética de agregacdo regular e com a adi¢cdo de
fibrilas. Fonte Adaptada: KUMAR; WALTER, 2011

A adicdo de espécies externas ao processo de agregacao do
AP podem atuar como semente de agregagdo, que acelera o processo ou atua
como interferente atrasando o processo de agregacdo ou até mesmo o
modificando. Estudos ja mostraram que a adi¢ao de diferentes moléculas junto ao
AP durante a agregacao pode diminuir a toxicidade do peptideo possivelmente
por alterar o processo.*® 474 Qutros estudos mostram que quando a agregacdo do
peptideo AP ocorre na presenga de outras proteinas amiloides, ha alteracao na
formagdao das fibrilas, levando a formacdo de agregados mistos que nao

apresentam toxicidade, esse processo é denominado agregacdo cruzada.*’ %!
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A agregacao do peptideo A3 depende de fatores como a concentracao
de sal no meio, pH e temperatura ¢ o fragmento do peptideo. O AP} pode ser
encontrado em diversos fragmentos, porém duas formas do peptideo sdo mais
abundantes e mais estudados, 0 A4 € 0 ABi4. O fragmento APi40 € 0 mais
abundante no organismo, porém o AP;4, € 0 mais toxico por conta dos dois
residuos de aminodcidos a mais na extremidade da estrutura do peptideo, que t€ém
carater hidrofébico e aumentam a propensao a agregacdo, € assim, os dois
fragmentos apresentam caracteristicas diferentes quanto ao caminho de

agregac¢io, toxicidade e permeabilidade da membrana.>? >3

1.2. Modelos Miméticos de Membrana Celular

As membranas celulares sdo de extrema importancia para as c€lulas,
por separar o interior celular do ambiente externo e por controlar o fluxo do que
entra e sai da célula.

Por conta disso, as membranas apresentam uma estrutura
extremamente complexa ja que esta pode ser composta de uma variedade de
lipideos com diferentes propriedades fisicas, como carga, peso, area transversal,
temperatura de transi¢dao, que afetam diretamente as propriedades da membrana,
e, também diversas proteinas de membrana, com diversas funcionalidades, como
por exemplo atuar como receptores que permitem a resposta da célula a sinais
externos ou transporte de determinadas moléculas através da membrana, o que
aumenta ainda mais a complexidade da membrana.>* -3¢

Apesar de seu funcionamento complexo, as membranas celulares em
geral apresentam um componente estrutural comum sendo majoritariamente
compostas de fosfolipidios que se arranjam em bicamadas por conta da sua
caracteristica anfifilica o que faz com que elas se mantenham juntas por interagoes
hidrofobicas das cadeias alquil.>*

Tendo isso em mente, uma maneira desenvolvida para superar as

dificuldades de trabalhar com sistemas de membranas naturais, foi a utilizacao de
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modelos de membrana que permitem mimetizar as propriedades estruturais e
funcionais, como por exemplo as jangadas lipidicas, que sdo regides ricas em
colesterol e esfingolipidios, sob condi¢des definidas e controladas de acordo com
o que estd sendo estudado e, desta forma, os modelos podem ser analisados e ter
suas propriedades intrinsecas definidas a partir de uma variedade de técnicas
biofisicas.>” 38 3% 60

Como a maior parte da bicamada que compde a membrana celular ¢
composta por lipidios, os sistemas modelo sdo formados com um lipidio ou uma
mistura determinada deles que dara esse sistema modelo caracteristicas
especificas permitindo uma investigacdo biofisica sistematica para 0s processos
relacionados & membrana.®! Exemplos de sistemas de modelo de membrana mais
utilizados e que permitem analises sdo: vesiculas ou lipossomos, que sdo sistemas
que se formam pelo arranjo dos fosfolipideos em bicamadas formando uma esfera
com um compartimento interno aquoso, Figura 1.4 (A), monocamadas de
Langmuir, ¢ um dos modelos mais basicos que consiste em uma camada de
lipideos formada em uma interfase ar/subfase aquosa Figura 1.4 (B) e bicamadas
lipidicas suportadas (SLBs), que sdao os modelos geralmente preferidos devido a
sua capacidade de mimetizar sistemas complexos de membranas bioldgicas e sao

formadas em superficies solidas hidrofilicas como vidro ou mica, por exemplo,

Figura 1.4 (C).5%63:64.65
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3 WL

FIGURA 1.4 - Representacdo dos modelos miméticos de membrana celular (A)
Lipossomo ou vesicula (B) Monocamadas de Langmuir e (C) Bicamadas lipidicas

suportadas (SLBs).

Esses modelos sdo amplamente usados para o estudo da entrega e
interacoes de farmacos com a membrana de forma a prever propriedades farmaco
cinéticas de medicamentos como transporte, biodistribuicao e acumulacao e seus
efeitos nas propriedades estruturais uma vez que a bicamada lipidica mantém a
integridade da célula.®> % Assim como interagdo com peptideos, proteinas,

polimeros, nanocarregadores e outras moléculas.®® ¢’

1.3. Interacao beta amiloide e membrana celular

Tendo em vista a utilizacdo de modelos miméticos de membranas
celulares para investigagdes de interacoes e, considerando uma hipdtese que tem
ganhado for¢a no meio cientifico € de que os efeitos toxicos do A} podem estar
relacionados com a intera¢do do peptideo com a membrana das células neuronais,

varios trabalhos na literatura sdo voltados para essa proposta.>’ 68
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As interacOes entre o AP e a membrana podem acontecer de
diferentes maneiras. O peptideo AP pode se inserir na membrana e formar
estruturas semelhantes a poros, Figura 1.5 (A), e aumentar a permeabilidade, o
que faz com que ocorra o transporte de ions pela membrana levando a um aumento
nos niveis do ion Ca*" intracelular desestabilizando a homeostase celular, levando
a célula a caminhos apoptoticos.®®- 7% 7172 O AB também pode se ligar a superficie

da membrana quando em sua forma monomérica, Figura 1.5 (B).”

A B
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MEMIMRITEY | ooy
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FIGURA 1.5 - Ilustragdo das maneiras com que o AP pode interagir com a

Insergao

membrana celular (A) Se inserindo e formando poros e (B) se ligando a membrana

quando em sua forma monomérica. Fonte Adaptada: NIU et al., 2018.

E importante ressaltar que os tipos de interagio ndo sdo
completamente independentes, as vezes a interagdo vai depender da propor¢ao
lipidio/proteina.”® Por exemplo, AP se liga a superficie da membrana quando em
proporcdes mais altas e se insere na membrana a medida que a propor¢do diminui.
Ainda, ha evidéncias de que o mecanismo de interagdes entre o A e a membrana
esta especialmente relacionado a interacdes eletrostaticas entre os aminoacidos
carregados positivamente presentes no peptideo e as cabecas polares dos lipideos

e a interagdes hidrofobicas que normalmente ocorrem entre os aminoacidos
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aromaticos e partes mais hidrofobicas da sequéncia de aminoacidos do peptideo e
as cadeias carbonicas dos lipidios.”® 7

Outro fator a considerar ¢ que as diferentes conformagdes do
peptideo AP durante o processo de agregagao podem interagir de forma a mudar
as propriedades biofisicas do modelo de membrana.” 7> 76 77 Por exemplo,
estudos de Peters e colaboradores’” mostram que o AP reduz a fluidez da
membrana e que, em sua forma oligomérica, acelera o processamento da APP pelo
caminho amilodoigénico. Outro exemplo destaca que a ligagdo e incorporacgao de
oligdbmeros e protofibrilas do AP;4> as vesiculas lipidicas leva a perda da
integridade da membrana, enquanto os mondmeros e fibrilas tem impacto
menor.”’

Outros estudos apontam ainda que a interagdo do A[} altera a
sinalizagdo de receptores de membrana.’® ¥ 82 O distarbio de ions Ca?"
anteriormente citado, também pode ser causado por conta da sinalizagdo alterada
de receptores e, ainda o acumulo de espécies toxicas do AP, pode ser responsavel
pela regulagio negativa dos receptores neuronais de insulina.®

Mais um fator que tem influéncia nas interagdes entre o AP e os
modelos de membrana € a composicao lipidica. A formacao jangadas lipidicas,
que sao regides ricas em colesterol e esfingolipidios, ¢ um fator fundamental que
pode regular o processo de agregacio e a toxicidade dos peptideos A.3+ %

A membrana neuronal pode, ainda, atuar como um nucleo de
semeagdo para a agregacao do AP quando ha a interacdo dos monomeros com a
membrana, aumentando a taxa de nucleagdo secundaria ¢ alterando mecanismos
da cinética de agregacdo.® %738 Estudos com dicroismo circular indicaram que o
APi.42 apresentou maior formacdo de folhas beta quando incorporado em uma
bicamada lipidica, causando também o rompimento mais severo da membrana.®
Ainda, na presenca de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) compostas de

lipideos neutros 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), o ensaio

com Tioflavina T mostrou uma alteragdo no processo de agregacdo do APy,
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diminuindo o tempo de agregacdo, assim como na morfologia das fibrilas
formadas analisadas por AFM.”°

Estudos computacionais indicam que a agregagdo ocorre em
diferentes graus quando o AP estd em contato com membranas de diferentes
composi¢des, € que, uma vez formados, os agregados tendem a permanecer no
ambiente lipidico.’!*> Outro estudo indica que cerca de 20% dos mondmeros de
APi-40 sdo rapidamente adsorvidos na superficie da membrana, e que diferentes
segmentos na sequéncia hidrofébica do AP iniciam a ligagcdo a membrana e essas
interacoes conduzem o processo de nucleacdo. Isso causa uma perturbacdo no
arranjo lipidico e ha uma diferenca estrutural nas fibrilas formadas quando o A3
esta associado & membrana.”?

Interagdes eletrostaticas também tem influéncia na agregacao do
peptideo. Para membranas lipidicas contendo maior quantidade de lipidios
carregados negativamente hd uma mudanga na estrutura do peptideo, o que pode
ser um catalisador para uma mudanca estrutural ¢ agregagdo do A quando em
contato com a membrana.’* %°

O peptideo AP também ¢ capaz de interagir de forma especifica com
determinados componentes da membrana como o colesterol ou gangliosideos. Em
membranas de POPC contendo 10% mol do gangliosideo GM1 ou do colesterol,
a associa¢do do A4 foi favorecida e causou perturbagdes na membrana.”®

Muitos trabalhos indicam que o colesterol aumenta a interagdo entre

o peptideo APB e a membrana.”®°’

Por exemplo, € reportado na literatura que em
modelos de membranas contendo colesterol a agregacao do peptideo acontece
mais rapidamente.”®

Habchi e colaboradores® mostraram que vesiculas contendo o lipidio
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) e colesterol promoveram um

aumento na taxa de nucleacao primaria do A4, em até 20 vezes, indicando que

o colesterol contribui para no inicio da agregacdo do Ap.
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Alteragdes na composicao lipidica da membrana destacam um papel
significativo do gangliosideo GM1, que forma clusters na membrana. O A} se
liga especificamente a esses clusters promovendo as interagdes entre o A3 ¢ a
membrana, e forma fibrilas com toxicidade significativa.!%% %! Hu e colaboradores
mostraram que em bicamadas contendo GM1 verificou-se que o AP.4 interage
com o anel galactose do gangliosideo, o que leva a sua ligacdo na superficie da

membrana e, desta forma, a agregacdo do peptideo.'*

1.4. Complexos de Ruténio

Os complexos de ruténio, em especial os complexos polipiridinicos
de Ru(Il), sdao amplamente estudados por conta de suas propriedades
fotoquimicas, fotofisicas e eletroquimicas que podem ser ajustadas de acordo com
os ligantes coordenados ao ruténio e a aplicacdo desejada e, por conta disso, sao
interessantes para potenciais aplicagdes biologicas como sondas € compostos
terapéuticos. !0 104
O interesse nesse tipo de complexo ¢ grande pois eles apresentam
uma combinacao unica de estabilidade quimica, propriedades redox, reatividade
no estado excitado, emissao intensa e longos tempos de vida, além de usualmente
absorverem luz na regido do visivel.!® Essa estabilidade se da pois nesses
complexos o ruténio usualmente se encontra no estado de oxida¢do Ru*" e é um
sistema d®. Com a aproximag¢do dos ligantes, os orbitais d que antes possuiam
mesma energia, passam a se dividir nos orbitais d t,g, de menor energia, € e,, de
maior energia, de forma que os 6 elétrons de valéncia ocupem os 3 orbitais de
menor energia o que leva a uma distribuigdo eletronica estavel e permite que o
centro metalico seja capaz de receber elétrons dos ligantes por ter orbitais vazios
disponiveis e, com isso, os complexos de Ru(Il) apresentam uma geometria
octaédrica com seis sitios de coordenagdo. %> 106

Os ligantes polipiridinicos, como a 1,10-fenantrolina, podem atuar

com um ligante ¢ doador através do par de elétrons nao ligantes sobre o atomo de
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nitogénio € como 7 receptores por conta dos orbitais disponiveis dos anéis
aromaticos. As caracteristicas luminescentes desses complexos se dao por conta
da promog¢do de um elétron de um orbital dr do metal para um orbital do n* vazio
do ligante, o que dé origem a uma transicao eletronica de transferéncia de carga
do metal para o ligante (MLCT). Podem ocorrer também transferéncias de carga
entre orbitais dnt e do* centrados no metal (MC) bem como as transigoes
eletronicas de transferéncia de carga interna do ligante (ILCT). Nesses estados
excitados o elétron pode ter multiplicidade singleto ou tripleto, no caso do ruténio,
por ser um atomo pesado com acoplamento spin-Orbita, quando no estado
excitado singleto, o elétron passa para um estado tripleto, por meio de uma
transicdo nao radiativa e ¢ por conta disso que esses compostos normalmente

apresentam longos tempos de vida de emissdo, Figura 1.6.1%°

S A Conversao Interna
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FIGURA 1.6 - Diagrama de Jabloski mostrando as transi¢des radiativas e nao
radiativas de um processo de absorcdo e emissdo de luz no qual Sy ¢ o estado

fundamental singleto, S; o estado excitado singleto e T, o estado excitado tripleto.

No contexto biologico, os complexos de ruténio se destacam como

. . A . . . 1 t b . t . .d d 103’ 107
potenciais agentes terapéuticos principalmente por sua baixa toxicidade.

Desta forma, esses complexos sdo também potenciais candidatos como terapia e

sonda para o peptideo APB. Por exemplo, os complexos PMRU20, NAMI-A ¢
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KP1019 sdo candidatos como anticancerigenos, porém testes adicionais
mostraram que eles também tém efeito frente ao AP Figura 1.7.19%-1% O PMRU20,
por exemplo, retardou o processo de agregacdo do AP} e protegeu os neurdnios
corticais de ratos da toxicidade do APi.42, porém foi necessaria uma incubacao

prévia com o peptideo para surtir esse efeito. %% 10111
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FIGURA 1.7 — Diferentes estruturas de complexos de ruténio que apresentaram

modificacdes na agregagdo do peptideo AP. Fonte Adaptada: WALL et al., 2021

Os complexos polipiridinicos de ruténio (II) podem ser uma boa
alternativa pois podem ser ativados com a luz, ou seja, pode ocorrer a dissociagao
de ligantes, e desta forma disponibilizando sitios de ligagdo o que torna o
complexo capaz de se ligar a alvos biologicos. Além disso, para complexos com
ligantes quelantes como a 2,2-bipiridina ou a 1,10-fenantrolina, que sao
hidrofobicos, podem favorecer interagdes com determinados aminoacidos do
peptideo. Além disso, ja foi relatado que esse tipo de composto apresenta inibigao
significativa na agregaco do Ap.108 112113

Tais complexos de Ru(Il) podem também atuar como sondas
luminescentes, como por exemplo o [Ru(bpy)2(dppz)]*’, que tem um efeito de
photoswitch quando em contato com o peptideo, ou seja, a interagdo faz com que
0 composto passe a apresentar emissao, um efeito similar ao que ocorre com a
ThT.!98 114115 Oytros trabalhos também ja apontaram que complexos contendo

ligantes piridinicos capazes de fazer ligacdes de hidrogénio, como aminas
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primarias por exemplo, tiveram maior impacto frente a agregacdo e a toxicidade
do AB."! Desta forma, os complexos polipiridinicos de ruténio surgem como uma

alternativa interessante para estudos bioldgicos e com o peptideo Ap.

1.5. Proposta de Trabalho

Considerando a relevancia que a Doenga de Alzheimer tem
atualmente, a toxicidade do peptideo AP e sua relagdo com a membrana neuronal,
este trabalho buscou investigar como o complexo cis-[Ru(phen)(3,4Apy),]*"
(RuApy), phen = 1,10-fenantrolina e 3,4Apy = 3,4-diaminopiridina afeta a
agregacao do peptideo APi4, utilizando técnicas espectroscOpicas de
luminescéncia, microscopia de luminescéncia, citotoxicidade celular e dicroismo
circular. Pretendeu-se também investigar o mecanismo de interagdo do complexo
RuApy com modelos de membrana celular de variadas composicoes lipidicas por

meio de microscopia por imagem fluorescente e espectroscopia de fluorescéncia

e como isso poderia afetar a interagao do peptideo AP;.4» com a membrana.

1.6. Justificativa

A partir da hipotese de que o peptideo AP esta diretamente ligado a
causa da DA, ¢ de interesse desenvolver compostos que atuem como agentes
terapéuticos ou como sondas luminescentes para monitorar a agregagdo do
peptideo. Outro fator altamente relevante nos estudos do peptideo AP ¢ com
relagdo a interagdo do peptideo com as membranas celulares, que desencadeia a
toxicidade do AP.

As pesquisas do laboratério de Fotoquimica Inorganica e
Bioinorganica (LaFIB) estao direcionadas para o desenvolvimento de complexos
polipiridinicos de Ru(Il) luminescentes para aplicagcdo biologica principalmente

para atuar no diagnostico de doencas neurodegenerativas bem como doengas
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ocasionadas por desordens sist€émicas como a Doen¢a de Alzheimer e o
Diabetes, !¢ 117. 118

Os estudos realizados no laboratéorio com o complexo RuApy,
mostram que o complexo ¢ absorvido e acumula na regido citoplasmatica da
célula neuronal Neuro2A sem toxicidade aparente e por conta de suas
propriedades luminescentes, mostrou-se uma sonda sensivel para obtengdo
imagens por microscopia de luminescéncia (FLIM), permitindo identificar as
espécies geradas no curso da agregacao pela marcacao luminescente de diferentes

18, 119 complexo também reconhece o

conformacdes do peptideo AP;.4.
processo de agregacao de outros fragmentos do peptideo, AB1-2s, AP11-22€ AP29-o,
e apresentou propriedades terapéuticas, protegendo as células neuronais da
linhagem PC-12 das espécies oligoméricas do A4 por meio da alteracdo do
mecanismo de agrega¢do para um caminho nio toxico.'?’ Além disso, esse mesmo
complexo foi também capaz de atuar como uma sonda luminescente para o
processo de agregacido da Insulina Bovina, que é uma proteina amiloide.'?!

O fato de os estudos prévios mostrarem que o complexo RuApy ¢
uma potencial sonda luminescente além de inibir a toxicidade do APi-so
motivaram a investigacao do efeito do complexo frente ao processo de agregacao
do fragmento A4 que além de ser um dos mais abundantes no organismo, € o
considerado mais toxico.

Considerando que a toxicidade do Af1-42 pode causar danos e esta
associada a intera¢do deste com a membrana celular, a influéncia e o efeito da
interacdo do complexo RuApy com os modelos miméticos de membrana celular

¢ relevante e serd investigado nesse projeto.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar a influéncia do complexo RuApy no processo de agregagao
do peptideo AP e avaliar a interacdo entre o complexo e os modelos de
membrana de diferentes composi¢oes lipidicas e como isso poderia influenciar
nas interacdes entre o peptideo e membrana celular, além de verificar o efeito do
RuApy na toxicidade do AP;.4, frente as células neuronais. Estes estudos podem
contribuir para o entendimento do mecanismo de patogénese da Doenca de
Alzheimer e, portanto, levar a descoberta de novos agentes terandsticos contra as
espécies toxicas do AP;._4.

2.2. Objetivos Especificos

1. Sintetizar e caracterizar o complexo RuApy;

2. Investigar o processo de agregacdo do AP em tempo real na
auséncia e presenca do RuApy;

3. Efeito do complexo RuApy na toxicidade do peptideo A;.4; para
c¢lulas de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

4. Estudar o mecanismo de interacao entre o complexo e os modelos
de membrana com diferentes composig¢des lipidicas;

5. Efeito do complexo sobre a interagdo do Af3;.4> com os modelos de

membrana.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Os reagentes usados nas sinteses dos complexos foram cloreto de
ruténio (RuCl;.3H,0), 1,10-fenantrolina (phen), cloreto de litio (LiCl), 3,4-
diaminopiridina (3,4Apy) e hexafluorofosfato de amonio (NH4PFs), todos de
procedéncia Sigma Aldrich. Na preparacdo das solucdes tampao (PBS e
tampao fosfato de sd6dio 10mM), foram utilizados os reagentes fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,), fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO,) e
fosfato de sodio bibasico (Na,HPO,), cloreto de sédio(NaCl) e cloreto de
potassio (KCl) de procedéncia Exodo Cientifica.

Os solventes organicos utilizados para a sintese (etanol) e para a
preparagao dos lipidios (cloroférmio) foram de grau de pureza HPLC. Para a
sintese do complexo e a preparacio das solugdes tampao foi utilizada Agua
Milli-Q.

O peptideo beta-amiloide 1-42 (APi42) utilizado foi de
procedéncia GenScript na forma liofilizada e com >95% de pureza. O
Hexafluoro-2-propanol (HFIP) utilizado na preparacdo do peptideo foi de
procedéncia Sigma Aldrich e o hidroxido de sddio (NaOH) foi de procedéncia
Exodo Cientifica.

Os lipidios utilizados nas analises de interagdo foram: 1-
Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina (POPS), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (POPE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol)
(DOPG), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC),
1-oleoil-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino Jdodecanoil ]-sn-
glicero-3-fosfocolina (NBD-PC), Esfingomielina (SM), Gangliosideo
Monosialotetrahexosilgangliosideo (GM1), todos de procedéncia Avanti Polar

Lipids, Inc. O Colesterol (Chol) foi de procedéncia Sigma Aldrich e o N-

22
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(TexasRedsulfonil)-1,2-dihexadecanoil-snglicero-3-fosfoetanolamina (Texas
Red-DHPE ou TR-DHPE) foi de procedéncia Termo Fischer Scientific.

O élcool poli vinilico (PVA), a glicose e a sacarose utilizados na
preparacao das vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) foram de procedéncia
Sigma Aldrich.

O polimero polidimetilsiloxano (PDMS) utilizado na preparagao
dos dispositivos microfluidicos foi de procedéncia Dow Corning (SYLGARD
184 Silicone Elastomer Kit).

3.2. Sintese

3.2.1. Complexo precursor cis-[Ru(phen)z(Cl);]

O complexo precursor cis-[Ru(phen),(Cl),] foi obtido seguindo um
procedimento previamente descrito na literatura, com modifica¢des.'??

Em um baldao de fundo redondo de 50 mL com 15 mL de
dimetilformamida (DMF) previamente destilado e desaerado, solubilizou-se 200
mg (0,76 mmol) de cloreto de ruténio (RuCls;.3H,0), 345 mg (1,90 mmol) de 1,10-
fenantrolina e 259 mg (6,08 mmol) de cloreto de litio (LiCl), nessa ordem. A
mistura reacional, foi mantida sob refluxo por 8 horas sob atmosfera de
nitrogénio, agitacdo e aquecimento constantes A rota sintética esta apresentada na
Figura 3.1.

Apds 8 horas de reagdo, a mistura reacional foi filtrada a quente. O
precipitado foi lavado com éagua gelada até que o filtrado, inicialmente de
coloracdo amarela, ficasse incolor. Tal procedimento ¢ feito para remover
qualquer resquicio do produto secundario que ¢ formado durante a sintese como
o complexo [Ru(phen);]** que tem coloragdo caracteristica amarela e é soluvel em
agua.

ApoOs esta etapa, o solido de coloragdo escura obtido foi seco sob

vacuo. O rendimento foi de 42%.
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. DMF
RuCl;.3H,0 + /N Y+ Lic Refluxo
=N N= 8hrs/atm N,

FIGURA 3.1 - Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(phen),Cl;].

3.2.2. Complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy):2]*

A sintese do complexo RuApy foi feita de acordo com procedimento
previamente descrito na literatura.!'8

Em um balao de fundo redondo de 50 mL foram colocados 6 mL de
etanol e 6 mL de agua. A mistura foi mantida sob agitacdo continua e o sistema
foi desaerado por cerca de 15 minutos. Na sequéncia adicionou-se 150 mg (0,28
mmol) do complexo cis-[Ru(phen),Cl;] e 61,5 mg (0,57 mmol) do ligante 3,4-
diaminopiridina (3,4Apy). A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 8 horas
sob atmosfera inerte de nitrogénio, agitacdo e aquecimento constantes. A rota
sintética esta apresentada na Figura 3.2.

Apos este periodo, resfriou-se a solucao e adicionou-se 92 mg (0,57
mmol) de hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFs) para a precipitagdo do
complexo. A mistura foi mantida sob refrigeracio por uma noite para a
precipitagdo completa do composto. O solido obtido foi filtrado a vacuo e lavado
com agua gelada. Apos secar, o rendimento obtido para o complexo cis-

[Ru(phen),(3,4Apy),]** foi de 60%.
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H,O/EtOH
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FIGURA 3.2 - Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]*".

3.3. Equipamentos e Metodologia

3.3.1. Ressonincia Magnética Nuclear de 'H

O espectro de RMN para caracterizagdo do complexo foi realizado
no espectrofotdmetro BRUKER DRX 400 MHz no laboratério de RMN do
Departamento de Quimica da UFSCar. Para tal, uma amostra foi preparada
solubilizando 3 mg do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** em 600 pL do
solvente DMSO-de.

3.3.2. Espectroscopia de Absorcao Eletronica na Regido do UV-Vis

Os espectros de absorcao no UV-Vis para estudos espectroscopicos
foram realizados com o espectrofotometro Agilient 8453. Para todas as medidas
para obtencdo e espectros de absor¢do foram utilizadas cubetas de quartzo de

caminho 6tico 1 cm e volume 3,5 mL.

3.3.3. Espectroscopia de Luminescéncia

3.3.3.1. Medidas de Luminescéncia no Estado Estacionario

Os espectros de emissao foram obtidos no espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5301PC com lampada de alta pressdo de xendnio de 150 W e
fotomultiplicadora do tipo R928. Para as anélises de caracterizacdo do complexo

cis-[Ru(phen)(3,4-Apy):]*" e do complexo junto a vesiculas unilamelares
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grandes (LUVs) em diferentes concentragdes utilizou-se uma cubeta hellma de
quartzo de 4 janelas, caminho optico de 1 cm e volume de 3,5 mL. Para os ensaios
realizados com o peptideo A4z, na presenga e auséncia do complexo RuApy,
todos na concentracdo de 20 uM, sempre mantendo a proporcao 1:1, utilizou-se
uma cubeta hellma de quartzo de 4 janelas, caminho 6ptico de 1 cm e volume de

700 pL.

3.3.3.2. Medidas de Luminescéncia Resolvida no Tempo

As medidas de tempo de vida de emissao (t.y,) foram baseadas no
método de contagem de fotons unicos correlacionados com o tempo (TCSPC)
com eletronica fornecida por Becker & Hickl, Alemanha. A fonte de excitacao foi
um laser pulsado de 450 nm (série PicoQuant-LDH) na frequéncia de 20 MHz. O
sinal de fluorescéncia foi disperso por um espectrometro de 19,3 cm (Andor-
Kymera) e detectado no modo resolvido no tempo por um detector Hibrido PMT
(fotomultiplicador) (PicoQuant) acionado com o laser por TCSPC (PicoQuant-
PicoHarp 300). O comprimento de onda de emissdo foi selecionado por um
monocromador, sendo 655 nm para o complexo RuApy e os fotons emitidos
foram detectados por um fotomultiplicador de placas de microcanais Hamamatsu
R3809U refrigerado. Para a andlise do tempo de vida do complexo, as medidas
foram realizadas em uma cubeta hellma de quartzo de 4 janelas, caminho Optico
de 1 cm e volume de 3,5 mL e os resultados foram analisados por um software
(Fluofit) fornecido pela PicoQuant e o ajuste das curvas de decaimento
multiexponencial foi feito usando como pardmetros os graficos de residuos

ponderados e pelo parAmetro estatistico como qui-quadrado (y?).

3.3.4. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos pelo espectrometro
JASCO 7 do Grupo de Biofisica Molecular do Departamento de Fisica da

Universidade de Sdo Paulo no Campus II Sdo Carlos. Para a analise do processo
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de agregacao do peptideo Ai-42, no tempo inicial, apos 3 horas, 6 horas e 24 horas
de incubag¢do nas condigdes de agregacdo definidas, utilizou-se solucdes de 20
uM do peptideo AB;.42 na auséncia e presen¢a do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy),]* também na concentra¢do de 20 uM, mantendo sempre uma propor¢ao
1:1. As medidas foram realizadas em uma cubeta despolarizada de caminho 6tico

0,5 cm e volume de 500 pL.

3.3.5. Microscopia de Fluorescéncia

3.3.5.1. Para analise das Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs)

As imagens de microscopia de fluorescéncia e no campo claro para
analise das GUVs foram realizadas no microscopio de fluorescéncia invertido
Carl Zeiss modelo Axio Observer 7 utilizando o filtro AlexaFluor 488 para os

experimentos em que o complexo RuApy estava presente no meio.

3.3.5.2. Para analise das bicamadas suportadas (SLBs)

As imagens de microscopia de fluorescéncia das SLBs para anélise
das interacoes RuApy/membrana foram obtidas com um Microscopio de
Fluorescéncia Nikon Eclipse Ti-U (Toquio, Japao) com objetivas de 10X. A
diferencga na fluorescéncia dos corantes incorporados na bicamada suportada foi
observada usando diferentes conjuntos de filtros, uma vez que eles absorvem e
emitem luz em diferentes comprimentos de onda: Para o corante Texas Red
DHPE (Aexc=595 nm; Aen,i=615 nm), e para 0 NBD-PC (Aexe=470 nm; Aepmi= 530
nm). Os tempos de exposi¢cao a luz foram configurados em 500 ms para minimizar
o photobleaching (do inglé€s, fotobranqueamento) dos corantes organicos, mas ao
mesmo tempo fornecer uma boa resposta de intensidade de fluorescéncia. Além
disso, para evitar as reagdes fotoquimicas do complexo RuApy colocado nos
canais para as analises, as medi¢Oes foram feitas no escuro e apenas uma foto foi

tirada para cada condicao estudada.
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3.3.6. Microscopia por Imagem de Tempo de Vida de Fluorescéncia

(FLIM)

As imagens por tempo de vida de fluorescéncia foram obtidas em um
sistema de medidas de fluorescéncia com resolugdo temporal acoplado a
microscopia confocal MT-200 - PicoQuant, microscopio invertido de deteccdo
Olympus junto ao laboratorio de Fotobiofisica na Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP) da USP. A amostra foi excitada por
um laser de diodo pulsado (PicoQuant, 40MHz) de 440 nm (LDH-D-C440) ¢ a
emissao foi lida em 600 nm. As amostras, em solu¢do, foram analisadas em
laminulas Deckgldser 20x20 mm. As imagens foram adquiridas e processadas

pelo software operacional do microscopio, SymPhoTime.

3.3.7. Processo de Preparacio do Peptideo APi1-42

Trabalhos prévios do grupo de pesquisa da Professora Rose com o
peptideo A4 seguiam um protocolo pré-estabelecido para a agregacdo do
peptideo.'?* 23 Porém tal procedimento ndo foi ideal para a preparagdo do
peptideo APi.4; para os experimentos planejados. Desta forma, tendo como
referéncia alguns protocolos ja estabelecidos na literatura, foi desenvolvido um
novo procedimento para a preparacdo do peptideo AB;.4, de forma a obter sua
forma monomérica, assim como sua forma fibrilar apds passar pelo processo de
agregacdo.!?* 125126 O protocolo estabelecido seguiu as etapas que serdo descritas
a seguir e esta ilustrado na Figura 3.3.

Com isso, para a obten¢ao da forma monomérica do peptideo AB;.42,
1 mg do peptideo liofilizado obtido comercialmente foi dissolvido em 221 uL de
hexafluoro-2-propanol (HFIP), um solvente que funciona como um desagregador,
de forma a obter uma solucao de peptideo com concentracao final igual a 1 mM.
Esta foi colocada em um sonicador por 10 min para total dissolu¢cdo da amostra e

na sequéncia distribuiu-se aliquotas em tubos de vidro de 1,5 mL. As amostras
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foram mantidas sob atmosfera de N, para evaporar todo HFIP e formar um filme
do peptideo nos frascos. Os filmes secos foram imediatamente guardados em
freezer a -20°C até posterior utilizagdo para experimentos, nao ultrapassando um
més de armazenamento.

Para realizacdo dos experimentos, dissolveu-se o filme formado
anteriormente adicionando-se 25 puL. de uma solugdo de NaOH 2 mM, 10 pL de
uma solugdo de NaOH 100 mM e a amostra foi sonicada por cerca de 10 minutos
para garantir que todo o peptideo estivesse desagregado e, portanto, a solugdo
contivesse apenas de monomeros. Adicionou-se entdo tampao fosfato salino
(PBS) 10 mM de pH 7,4, de forma a obter uma solugdo de concentracao 20 uM e
essa concentracao foi confirmada pela medida do espectro de absor¢ao do AB;.42
em 280 nm no espectofotometro NanoDrop a partir da absortividade molar (€2g0nm
= 1490 mol!.cm™.L) e a massa molar do peptideo (MM = 4514,1 mol.L").'?’

Para os experimentos com monomero a medida € feita imediatamente
ap6és a adi¢do do tampao. Para obtengdo das fibrilas do AB;4; a solu¢do de
monomeros passou pelo processo de agregagdo ao ser mantida sob aquecimento
constante de 37 °C, sem agita¢do. O pH final da solucao ficou proxima de 8 por
conta da adi¢do das solugdes de NaOH utilizadas para dissolug¢do do filme, que

tem também um efeito desagregador.

- - -

‘ 220pL HFIP A\ 25pL NaOH 2mM \ Tampéo PBS

{ 10pL NaOH 100mM pH=7.4

\
Evaporacao do . _k ——
solvente Solubilizagéo Diluigdo Agregagao S
— —- —— — ot
L\\ \/
1mg ARz Filme de AR Solugdo de AB;.4. Incubagao a 37°C
mondmero 20uM Sem agitagao
1 24 horas
Confirmacéo da
concentragdo por absorgdo
em 280nm no NanoDrop
(MM = 4.51 KDa;
€250nm = 1490 L mol’ em™)

Solugao de fibrilas
de ABysz 20pM

FIGURA 3.3 - Esquema ilustrativo do protocolo estabelecido para a preparagdo e

agregacao do peptideo AP;_42.
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3.3.8. Ensaios de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada a partir do ensaio de MTT, que
consiste em uma técnica colorimétrica que utiliza o metabolismo das células
saudaveis para avaliar a viabilidade celular. Para isso, utilizou-se o sal 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) que apresenta coloragdo amarela.
Este composto, ao entrar em contato com a enzima redutimétrica NADH
produzida pela mitocondria de células saudaveis, ¢ reduzido metabolicamente
para formar um segundo sal formazan (E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-
difenilformazan) de coloracao violeta, Figura 3.4. Este sal violeta ¢ insoluvel em
solugdes aquosas, mas pode ser facilmente solubilizado em solventes organicos

resultando em uma solucao cuja absorbancia ¢ proporcional ao nimero de células

viaveis.'?®
CHs . CH,
S NADH NAD S
S NI ML)
N °N CH X
N 3 \ / N N CH,
\ . \ 7 i
MTT Formazan

FIGURA 3.4 - Reagdo de reducdo do sal amarelo MTT pelo NADH para a

formacao do sal violeta Formazan.

Neste procedimento, a linhagem de neuroblastoma humano SH-
SYSY foi cultivada em meio de cultura DMEM/DMEM-F12 (Dulbecco's
Modified Eagle Medium - Gibco.) suplementado com 1% Piruvato, aminoacidos
100a e 10% ATB (antibiotico). Durante o crescimento as células foram mantidas
em garrafas de cultivo de 75 mL a 37 °C na estufa com atmosfera de 5% de CO..
Quando as células atingiram o crescimento necessario (80% de confluéncia), o

meio de cultura foi removido da garrafa e as células foram tratadas com 2 mL de
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uma solucdo 10% de tripsina/EDTA deixando reagir por 2 minutos. A tripsina ¢ a
enzima responsavel pela quebra das ligagdes covalentes que permite que as
células se soltem das garrafas. A tripsina foi neutralizada utilizando 2 mL do meio
de cultura e a suspensdo resultante foi transferida para um tubo conico e
centrifugada a 1200 rpm (rotacdes por minuto) por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de células foi suspendido novamente em um novo meio
DMEM/DMEM-F12. Por fim, a suspensao foi semeada em uma placa de 96 pogos
com contra¢do final de 2,0x10* células/pogo e deixou-se as células aderirem por
24 horas.

Desta forma, para a andlise da linhagem SH-SYS5Y junto ao
complexo RuApy e o peptideo APB;.42, dependendo da condi¢do que estava sendo
estudada adicionou-se apenas um desses componentes ou mais de um, sendo
sempre uma quantidade de 10 pL de cada um deles.

Para o ensaio com MTT, as placas tratadas com o complexo e o
peptideo foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera 5% de CO; por 24 e 48
horas. Ao final da incubagdo as placas foram tratadas com uma solucao 0,75
mg/mL de MTT e deixadas por no minimo 3 horas em estufa. O meio de cultura
foi retirado dos pogos e adicionou-se 100 L. de DMSO em cada poco, que estoura
as c¢lulas e solubiliza os cristais de formazan formados. A leitura de absorbancia
da solugdo resultante foi realizada em um leitor de placas multipocos com filtro
em 540 nm. A porcentagem de viabilidade celular calculada de acordo com a

Equagdo 3.1.
% celulas viaveis = (DO experimento/DO controle).100%  Eq. 3.1

Na qual DO ¢ a densidade 6tica, medida de transmitancia da luz em

suspensoes biologicas, equivalente a absorbancia.
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3.3.9. Preparacao de Vesiculas Unilamelares Grandes (LUVs)

3.3.9.1. LUVs para estudos de luminescéncia

As vesiculas unilamelares grandes (LUVs) para os ensaios de
fluorescéncia foram preparadas de acordo com o procedimento descrito na
literatura.'?’

A partir da concentragdo final desejada para a solucdo estoque de
vesiculas, os lipidios foram pesados, dissolvidos em cloroféormio ou em uma
mistura cloroféormio:metanol 2:1 e misturados na composi¢cdo molar desejada para
a composicao da vesicula.

Em seguida, o solvente foi evaporado em fluxo de N, para formar um
filme de lipideos no fundo do frasco. Para garantir que todo solvente fosse
evaporado, esse filme mantido sob vacuo por 2 horas.

O filme seco foi suspenso em 1 mL de solug¢ao tampao PBS pH 7,4 ¢
deixado em repouso por cerca de 30 minutos para garantir o equilibrio da solugao.
Entdo, agitou-se o tubo em vortex por cerca de 2 minutos para obter as vesiculas
multilamelares (MLV).

Em seguida, para obter as vesiculas do tipo unilamelares uniformes
foi preciso realizar a extrusao, passando a solucao de vesiculas multilamelares por
uma membrana de policarbonato de 100 nm da Whatman inserida no extrusor
Mini-Extruser da Avanti. Essa passagem foi feita por 21 vezes para uniformizar o
tamanho das LUVs. Os experimentos de luminescéncia foram realizados com a
solugdo de vesiculas resultantes desse processo, a partir de uma solugdo estoque,

que foi diluida de acordo com as concentracdes desejadas para o experimento.

3.3.9.2. LUVs para formacao de bicamadas suportadas

O procedimento experimental usado para a preparacdo das LUVs

para a formagdo das bicamadas suportadas, foi similar ao método de preparagao

130, 131

descrito na literatura que ¢ o procedimento estabelecido e utilizado no
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laboratério do Prof. Dr. Paul Cremer na Penn State. Neste método, para uma
concentracdo final de 1 mg/mL, volumes determinados dos lipidios na
composicao molar desejada foram misturados em cloroférmio e depois secos sob
uma corrente de N, para remover todo solvente organico. Para remover o solvente
residual, os lipidios foram colocados sob vacuo por no minimo 2 horas.

O filme lipidico foi reidratado com um determinado volume de
tampao PBS pH 7,4 de forma a obter a concentragcdo final de 1 mg/mL. Em
seguida, as suspensOes foram submetidas a 10 ciclos de congelamento-
descongelamento utilizando nitrogénio liquido € um banho de 4gua morna para
que o filme lipidico desgrudasse do fundo do frasco e assim formasse as MLV.
Depois disso, a mesma solugdo passou por um processo de extrusao no extrusor
LIPEX Extruder, 10 mL, Northern Lipids Inc., Vancouver, Canada por 10 vezes
através de uma membrana de policarbonato com poros de 100 nm (Whatman,
Florham Park, NJ) para a obten¢do de vesiculas unilamelares uniformes e as
solugdes de LUVs resultantes foram armazenadas em 4°C para posterior

utilizacao na formacao das bicamadas suportadas nas laminas de vidro.

3.3.10. Preparacao de Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUYVSs)

A preparacao das Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs) para
analises de microscopia eletronica de fluorescéncia foi realizada por formacao em
gel de um polimero denominado Alcool Polivinilico (PVA).'32

Primeiramente, preparou-se uma solugdo estoque de PVA diluindo 5
mg de PVA em 100 mL de dgua MilliQ e mantendo sob aquecimento de 90 °C e
agitacdo manual até a total solubilizacdo do polimero. Na sequéncia, 300 uL da
solucao de PVA foram espalhadas de forma homogénea no fundo de um béquer
de 5 mL e este foi mantido na estufa a 60 °C para formar um filme de PVA no
fundo do béquer. O lipidio ou a mistura de lipidios escolhidos para constituicao

das GUVs foram dissolvidos em uma quantidade de cloroférmio ou da mistura

cloroféormio:metanol 2:1 de forma que essa solugdo ficasse com concentracao
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final de 1 mM. Ao filme de PVA seco no fundo do béquer espalhou-se 16 pL da
solucao de lipidios uniformemente. Para remover o solvente organico residual, o
béquer foi colocado em um dessecador sob vacuo por 1 hora. Apds esse tempo, as
vesiculas foram hidratadas ao adicionar 1 mL de uma solu¢ao de sacarose de 200
mM. Apds repouso por uma hora para a formacgao das GUVs, o sobrenadante foi
transferido com cuidado para um tubo Eppendorf de forma a ndo levar o filme de
PVA junto na transferéncia.

Para a observacao das GUVs no microscopio, utilizou-se uma placa
Thermo Scientific™ Nunc™ Glass Bottom Dishes de 35 mm com fundo de vidro

de 12 mm. Nestas placas foram adicionados 200 puL. de uma solu¢do de glicose
200 mM e 50 pL da solugdo preparada das GUVs. Para as anélises com o RuApy,
adicionou-se um volume da solug¢do estoque do complexo de maneira que este
estivesse em uma concentragdao de 10 uM na solugdo final na placa. Para todas as

analises o volume final de solucdo na placa foi de 250 pL.

As solucdes de sacarose no meio interno da GUV e de glicose na
parte externa permite que sejam feitas as medidas de contraste de fase em campo
claro. Isso pois essas duas solucdes permitem que ocorra uma diferenca minima
do indice de refragdo do meio interno e externo permitindo a observagao clara dos

limites das vesiculas, as membranas, e portanto sua observacao em microscopio.

3.3.11. Preparacio dos Dispositivos Microfluidicos

Os dispositivos microfluidicos foram preparados seguindo um
procedimento previamente estabelecido.!33 134

Os dispositivos foram obtidos utilizando o polimero PDMS e um
molde para os canais, Figura 3.5 (A). Para tal, o PDMS foi bem misturado em
uma propor¢ao de massa de 10 partes da base do polimero para 1 parte de um
agente reticulante e colocado sob vacuo por 2 horas para eliminar as bolhas que

se formaram na mistura dos dois componentes. O PDMS foi derramado sobre a

lamina utilizada como molde para a formag¢ao dos canais no polimero e colocado
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em um forno a 52 °C e deixado durante toda noite de forma a endurecer o PDMS.
A saida e as entradas de cada canal foram perfuradas no molde feito com o PDMS
usando uma agulha oca.

O PDMS e a lamina de vidro passaram entdo por um processo de
plasma cleaning (do inglés, limpeza por plasma), esse processo € realizado para
que seja possivel grudar o polimero moldado a lamina de vidro. Para tal, foram
colocados juntos em um Plasma Cleaner PDC-32G da Harrick e tratados a 25 W
com 53,2 Pa O, por 45 segundos e logo apds esse processo, a lamina de vidro e o
bloco de PDMS foram imediatamente pressionados juntos fazendo com que
PDMS colasse nas laminas de vidro limpas obtendo o dispositivo microfluidico,

Figura 3.5 (B).

Molde de PDMS

//

Lamina suporte de vidro

FIGURA 3.5 - (A) Molde do formato dos canais que serdo formados no PDMS e
(B) Sistema dos dispositivos microfluidicos indicando onde ficam os canais em

que as bicamadas serdo formadas entre o PDMS e o vidro. Fonte Adaptada: YANG
et al., 2000

3.3.12. Preparacao das Bicamadas Suportadas Solidas (SLBs) nos

Dispositivos Microfluidicos

As SLBs foram formadas nos canais dos dispositivos microfluidicos

por meio de uma fusdo espontanea das vesiculas LUVs, Figura 3.6. Para isso, 10

uL de uma mistura na proporcao 1:1 da solucao de vesiculas e de uma solucao de



36

NaCl 500mM foram injetados na saida dos canais o que faz com que a solucao se
espalhe pelos oito canais. Essa mistura das LUVs com a solu¢ao de NaCl ¢ feita
para facilitar a adesdo das vesiculas a superficie do vidro em temperatura
ambiente de aproximadamente 22 °C. O sistema foi incubado por cerca de 10
minutos e depois enxaguou-se por mais 10 minutos com tampao PBS pH 7,4 para
remover todas as vesiculas em excesso que nao passaram pela fusdo. Apos tal
procedimento, as bicamadas dentro dos canais dos dispositivos microfluidicos

estdo prontas para os experimentos.

A B C

FIGURA 3.6 - Figura representando o processo de fusdo das LUVs para a
formacgao das bicamadas suportadas (A) logo que as vesiculas sdo inseridas no
sistema (B) Quando as vesiculas comegam a entrar em contato com o vidro e

passar pelo processo de fusdo e (C) As bicamadas suportadas formadas no vidro.

3.3.13. Determinacido da Constante de Dissociacio (Kq)

Para esses experimentos, os corantes NBD-PC ou Texas Red-DHPE
foram incorporados em bicamadas suportadas com diferentes composigoes
lipidicas. As porcentagens molares utilizadas para os corantes foram 0,5% de
NBD-PC ¢ 0,3% de TR-DHPE. Por exemplo, em porcentagens molares, 99,5%
de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) com 0,5% de NBD-PC
foi uma das composig¢des lipidicas das SLBs utilizadas para os experimentos.

Em seguida, solugdes em diferentes concentragdes de RuApy foram
introduzidas nos diferentes canais do dispositivo microfluidico. As concentragdes

utilizadas foram geralmente de 1 nM a 1 mM, para estas concentracoes € possivel
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atingir a saturagao da mudanga na resposta luminescente do NBD-PC e TR-
DHPE. Desta forma, foi possivel obter uma curva de ligacdo para a interagao entre
o RuApy e o modelo de membrana e este dado foi ajustado as Isotermas de
Langmuir, Equagao 3.2, de forma a obter a constante de dissociacdo (Kg4) dessa

interagdo.'*

F  —a[RuApy]

AF = Fo-1  (Kg+[Rudpyl)

Eq. 3.2

F = Intensidade de fluorescéncia do corante na presenca do RuApy

Fo = Intensidade de fluorescéncia do corante na auséncia do RuApy

Todas as medidas para obtengdo da constante de dissociagdo foram
realizadas em tampao PBS pH 7,4 137mM NaCl, que ¢ o pH mais proximo das
condig¢des fisiologicas, além de ser o tampao e pH utilizados para a agregacao do
peptideo APi42. Alguns experimentos também foram realizados em tampao
fosfato 10 mM sem sal para verificar o efeito eletrostatico no sistema. Além disso,
1uM de EDTA foi adicionado ao tampao para todas as medi¢des, uma vez que o
POPS foi utilizado para a analise das interagdes, e conforme relatado
anteriormente pelo grupo de Cremer, esse lipidio tem uma alta afinidade para se
ligar aos ions de cobre em concentragdes infimas por conta de sua estrutura.'*°
Portanto, EDTA foi adicionado com o objetivo de coordenar com o cobre que
pode estar presente em solucdo, evitando resultados errdneos. Para manter o
padrao dos experimentos, todos foram realizados adicionando 1uM de EDTA a

solucao tampao.
3.3.14. Monocamadas de Langmuir e Isotermas de Pressao
Superficial pela Area (m-A)

As monocamadas de Langmuir foram formadas em uma cuba de

Langmuir mini-KSV (KSV Instruments, Helsinki, Finldndia) com é&rea de
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aproximadamente 242 c¢cm? e capacidade proxima de 250 mL equipada com um
sensor de Wilhelmy (papel de filtro (10x20 mm?)) para medir a pressio de
superficie. Essas medidas foram realizadas em parceria com o laboratorio do
Grupo de Polimeros Bernhard Gross no [FSC da USP - Sao Carlos.

Os lipidios utilizados foram dissolvidos cloroformio de forma a obter uma
solugdo com concentracdo final de 1mg/mL. Na sequéncia, a cuba de Langmuir
foi preenchida com solucédo tampdo PBS pH 7,4 na auséncia e presenca de 2uM
do complexo RuApy de forma a ter uma interface ar/agua na qual vai se formar
uma monocamada lipidica. Com isso, cerca de 20 uL das solucdes de lipideos
foram espalhadas na superficie aquosa da cuba com uma microsseringa Hamilton
e o sistema ficou em repouso por 10 minutos para completa evaporagdo do
cloroférmio antes de comecar a compressdo. Na sequéncia, foi realizada a
compressdo do sistema com duas barreiras mdveis na velocidade de 10 mm/s e
um sensor de Wilhelmy, que monitora a pressao de superficie () a medida que
as barreiras vdo se fechando, a area (A) vai diminuindo e os lipideos
sdo comprimidos. A medida da pressao superficial é feita pelo sensor tendo como
referéncia a pressdo superficial da agua, 72 mN/m, que é zerada no inicio da
medida. Ou seja, pela diferenca na tensdo superficial entre a agua e o filme
lipidico que esta sendo formado, e desta forma, a diferenca de pressdo esta
relacionada a resisténcia dos lipidios a compressao

Conforme ocorre o fechamento das barreiras e a compressdo da
monocamada, os lipidios se organizam de forma a sempre manter a cabeca polar,
que € hidrofilica voltada para a interface da dgua e a parte apolar para a interface
do ar, o que permite a formacao de uma monocamada. Desta forma obtém-se uma
curva que relaciona a diferenca da pressdo superficial conforme ha a mudanca
area ocupada pelos lipideos, tal curva é a chamada Isoterma pressao superficial-
area (m-A), e esta ilustrada na Figura 3.7. Ou seja, com 0 aumento da pressao
superficial e a diminuicdo da area, os lipidios passam por transi¢cdes de fase que

sdo representados na curva.
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A monocamada passa por uma transicao da fase gasosa (G), na qual
as moléculas lipidicas estdo mais espalhadas na subfase e ndo tem grande
interacdo entre si devido a grande distancia molecular. Em seguida, passa para
uma fase mais condensada, chamada de fase liquida, que pode ser dividida em
liquido expandida (LE), quando as moléculas ja estdo mais proximas, e liquido
condensada (LC), na qual as moléculas de lipidios ja estdo mais organizadas em
uma monocamada, dependendo da natureza do lipidio, geralmente lipidios
saturados apresentam as duas fases, enquanto insaturados usualmente néo
apresentam diferenca entre as duas fases na curva. Em alguns casos, pode-se
ocorrer ainda uma fase gel, na qual os lipidios atingem o maior nivel de
organizacéo e proximidade na monocamada antes do colapso.'®’ Para as medidas
feitas com o complexo RuApy na subfase aquosa, antes de espalhar os lipidios na
subfase, as barreiras foram fechadas para garantir que a presenca do complexo
néo alterava a pressédo superficial do sistema. Todas as medidas foram obtidas em

triplicata para confirmar a reprodutibilidade dos resultados.

T Colapso

Fase gel

Liquido Condensada (LC)

Pressdo Superficial (mN/m)

LE+LC o _
Liguido Expandida (LE)

! Gasosa (G) !

Area por molécula (A?)

FIGURA 3.7 - Exemplo de uma Isoterma n-A indicando todas as fases que podem
ser observadas e ilustrando o comportamento das moléculas lipidicas em cada
uma dessas fases conforme ha a compressao dos lipideos e a monocamada esta

sendo formada.
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3.3.15. Espectroscopia de Reflexdo-absorcio na Regido do
Infravermelho com Modulacao da Polarizacao (PM-IRRAS)

As medidas de PM-IRRAS foram realizadas em parceria com o
laboratorio do Grupo de Polimeros Bernhard Gross no IFSC da USP —Sao Carlos.

Os espectros do PM-IRRAS foram feitos no instrumento KSV PMI
550 (KSV Instrument, Ltd.) que conta com uma lampada de carbeto de silicio
como fonte de luz IV, um modulador de polarizagao fotoelastico de ZnSe, e um
detector de HgCdTe (MCT) modelo PCI-3TE-10.6, alocado sob uma cuba de
Langmuir mini-KSV, na qual foram formadas as monocamadas pela compressao
dos lipideos até a pressdao de 30 mN/m e das quais foram tirados os espectros.
Todas as medidas foram feitas com angulo da luz incidente de 80°, a temperatura
de 22 + 1 °C. As monocamadas foram formadas em uma subfase aquosa composta

de tampao PBS 7,4 na auséncia e presenca de 2 uM do complexo RuApy.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese e Caracterizacio do Complexo RuApy

4.1.1. Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H RMN)

No espectro de RMN de hidrogénio para o ligante 1,10-fenantrolina,
a 3,4-diaminopiridina e para o complexo RuApy sintetizado obtidos em
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d®) estdo apresentados na Figura 4.1. Os
hidrogénios estao indicados nas estruturas do complexo e dos ligantes e nos seus
respectivos sinais nos espectros. A partir disso, observa-se que os sinais obtidos
entre, 7,4 ¢ 9,5 ppm (indicados por nimeros em vermelho na Figura 4.1) sdo
referentes aos hidrogénios do ligante 1,10-fenantrolina. Observa-se também os
protons referentes aos grupos amino (indicados por letras em azul na Figura 4.1)
na regido entre 4,6 ¢ 7,5 ppm aproximadamente. Os sinais que aparecem como
singletos largos (d,d’ e ¢, c’) em 4,7 € 5,9 ppm respectivamente sdo caracteristicos
da ligacdo polarizada N-H, que apresenta tempo de troca curto com o solvente
deuterado. Os protons aromdticos se encontram na regido esperada, entre 6 e 8
ppm. E importante ressaltar que ocorrem deslocamentos dos sinais dos prétons no
complexo em relagdo ao espectro do ligante livre devido a coordenagdo ao centro
de Ru(Il) evidenciando a formac¢do das ligagdes que originam o complexo. Na
Tabela 4.1 estdo atribuidos todos os sinais de proton para o complexo sintetizado

e suas multiplicidades.
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TABELA 4.1 - Deslocamentos quimicos 6H (ppm), multiplicidade e sinais de
protons para o espectro de 'H RMN (400 MHz) do RuApy em DMSO-dS.

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

d d 4,70;s; 4

c,c’ 5,89:;s; 4

b, b’ 6,25; d (6,2); 2
a,a’ 7,31;d (6,2); 2

e, e 1,47:5s; 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’ 8,28, m; 2
4,4 8,32;d (8,8); 2
6,6 8,49; dd (8,2/1,2); 2
3,3 8,85; dd (8,2/1,2); 2

1,1’ 9,45; dd (5,3/1,2); 2
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FIGURA 4.1 - Espectros de '"H RMN (400 MHz) com a indicag¢do dos sinais para

cada hidrogénio da 1,10-fenantrolina (vermelho), 3,4-diaminopiridina (azul) e do

complexo RuApy (verde) obtidos em DMSO-d°.

4.1.2. Espectroscopia de Absorcao na Regidao do UV-Vis

O espectro de absor¢ao UV-Vis do complexo RuApy em tampao PBS
pH 7.4 estd apresentado na Figura 4.2. A absor¢do intensa observada na regido do
ultravioleta em aproximadamente 260 nm ¢ atribuida a transi¢do eletrOnica de
transferéncia de carga interna dos ligantes (ILCT) que indica transi¢des entre os
orbitais m-n~ dos ligantes aromaticos (phen, m — phen, 7*). A banda larga com
maximo entre 450 e 480 nm ¢ atribuida principalmente a uma transi¢ao de
transferéncia de carga do metal para o ligante, MLCT (Ru, dn— phen, t*) sendo

o valor de absortividade molar em 480 nm igual 4 10300 L.mol!.cm™.!® O valor
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alto esta de acordo com o esperado para uma transi¢do eletronica de MLCT, e

indica que este complexo tem a capacidade de absorver luz significativa.

100000
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50000- 200]
4000031 1
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10000-

ol = Ne—
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100004

80004

6000

e(L.moI'l.cm'l)

g(L.mol *.cm *)

FIGURA 4.2 - Espectro de absor¢do eletronica na regido do UV-Vis para o
complexo RuApy em tampao PBS pH 7,4, destacando a banda proveniente da

MLCT no espectro inserido.

Ainda, ¢ possivel fazer uma analise com relagdo as alteracdes na
banda MLCT com a mudanga dos ligantes que estdo coordenados ao centro
metalico de Ru(Il). Pode-se comparar as propriedades do RuApy, por exemplo,
com complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl;] em que ocorre a substituicdo dos
ligantes CI” pelos ligantes 3,4-diaminopiridina. A comparacao entre as bandas de
MLCT dos dois complexos pode ser observada na Figura 4.3. Para o complexo
precursor, a banda referente a MLCT (Ru, dr—phen, n*) tem o maximo
deslocado para 545 nm com €545 ym = 8950 L.mol'.cm™!.!138

O alargamento da banda do complexo RuApy com relagdo a banda
do complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl,] deve-se a possiveis transi¢cdes entre o
metal e o ligante 3,4Apy na mesma regido em que ocorrem as transi¢coes entre o

metal e o ligante 1,10-fenantrolina.
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FIGURA 4.3. Espectros de absor¢cao UV-Vis destacando a banda da MLCT do
complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl,] (preto) e do complexo RuApy (vermelho)

em diclorometano.

Ao comparar os espectros de absorcao do complexo precursor € do
RuApy, pode-se observar que ocorre um deslocamento no maximo de absor¢ao
do complexo RuApy para um menor comprimento de onda, 480 nm, com relacao
ao complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl,], 545 nm. Isso ocorre porque os ligantes
3,4-diaminopiridina coordenam ao Ru(Il) por ligagdo &, na qual o par de elétrons
nao ligante do N presente no anel aromadtico atual como o-doador, e por ligacao

T, na qual o anel aromatico atua como receptor de elétrons .

4.1.3. Espectroscopia de Luminescéncia

Na sintese do complexo precursor um dos produtos secundarios que
pode ser formado durante a rea¢do ¢ o complexo [Ru(phen);]**. Este complexo
apresenta uma emissao intensa com maximo em aproximadamente 600 nm sob
excitagdo com luz UV-vis, em particular, a emissao de maior intensidade ocorre
quando este complexo € excitado com luz de 436 nm. J4 o complexo precursor
cis-[Ru(phen),Cl,] ndo emite luz quando excitado na regido do UV-vis. Portanto,
o espectro de emissdo pode ser usado para identificar de maneira simples a
]2+

presengca do complexo [Ru(phen);]”" na sintese do complexo precursor
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[Ru(phen),Cl,]. A Figura 4.4 apresenta os espectros de emissdo obtidos para o
complexo precursor cis-[Ru(phen),Cl,] (em preto) em diclorometano com luz de
excitacdo de 436 nm e para o RuApy (em vermelho) em tampao PBS pH 7.4
porém com luz de excitacdo em 480 nm, maximo de absor¢ao desse complexo.
Observa-se que somente o complexo RuApy apresenta emissdo com
maximo em 655 nm. A indicagdo de que complexo [Ru(phen);]*" ndo foi
produzido durante a sintese do complexo precursor ¢ o fato de ndo ter sido

observada nenhuma banda quando o cis-[Ru(phen),Cl,] foi excitado em 436 nm.

cr‘s-[Ru(phen]zcl 2] 5y
cis-[Ru(phen),(3.4Apy),]

400 -

300~

200+

100

Intensidade de emissdo (u.a.)

T T T T T
500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)
FIGURA 4.4 - Espectros de emissao para o complexo cis-[Ru(phen),Cl,] (preto,
hexe =436 nm) em diclorometano e para o complexo RuApy (vermelho, Acxc=480

nm) em tampao PBS pH 7.,4.

A Figura 4.5 (A) mostra os espectros de emissao (Aexc=480 nm) e de
excitacao (Aem= 650 nm) para o complexo RuApy. Observa-se que o espectro de
excitagdo apresenta uma banda com o maximo comprimento de onda em
aproximadamente 490 nm, que ¢ semelhante ao que € observado no espectro de
absor¢cdo do complexo, em 480 nm. Além disso, o espectro de emissdo do
complexo RuApy ¢ sensivel a presenga do oxigénio molecular. Nestas condigdes
observa-se uma diminuic¢ao da intensidade de emissao. Estas observagdes indicam
que a emissao observada ¢ origindria do estado excitado tripleto da transferéncia

de carga do metal para o ligante, **MLCT, como indicado na Figura 4.5 (B).
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A diferenga obtida entre o maximo de excitagdo e de emissdo ¢
definido como deslocamento de Stokes, com valor de 4975 cm™! para o complexo
em estudo. Tal valor ¢ considerado alto, e nesse contexto significa que o complexo
ndo reabsorve sua propria luz, sendo interessante para utilizagdo em meio
bioldégico por ndo levar a respostas erroneas nos resultados dependentes da

resposta luminescente.
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FIGURA 4.5 - (A) Espectro de emissdo (preto) e de excitagdo (vermelho) do

complexo RuApy em tampao PBS pH 7,4 (B) Diagrama do tipo Jablonski
indicando as transi¢des radiativas e ndo radiativas provenientes da transi¢ao

eletronica de MLCT

4.1.4. Tempo de Vida de Emissao

O complexo RuApy em tampao PBS pH 7,4 apresenta um tempo de
vida de emissdo relativamente longo de 146,4 ns. Esse tempo de vida ¢
proveniente da emissdo da **"MLCT, como esperado, ja que para retornar ao estado
fundamental ¢ necessaria a inversdo de spin, de um estado tripleto para um
singleto, o que confere a transi¢do eletronica um tempo de vida de emissao mais
longo. O decaimento obtido para determinagdo do tempo de vida esta apresentado

na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6 - Grafico apresentando o decaimento do tempo de vida e o residuo

para o complexo RuApy.

4.1.5. Concentracao de Estudo para o Complexo RuApy

O estudo da concentracao de trabalho foi feito por meio da variacao
da concentragdao do complexo RuApy em tampao PBS pH 7,4 até a estabilizacao
da intensidade de emissdo. Desta forma € possivel determinar os limites de
concentragdo nos quais ndo ocorre uma auto supressao da emissdao do complexo
por conta de colisdes entre as moléculas que causam perda de energia por meios
nao-radiativos. A curva resultante obtida para concentragdes de 5 a 100 uM esta
apresentada na Figura 4.7. Observa-se que acima de 50 uM hé uma saturagado e
estabilizacao na intensidade de emissao. Portanto, a melhor faixa de concentracao

de trabalho para este complexo em tampao PBS abaixo de 50 uM.



49

; 1,04 . (] ° o %

S L ]

S 08 o

3

£ B

Z 06

8

& °

E 04

3

® [ ]

8 02-

@ ©

§

E 0‘0 T ¥ T b4 T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragéo de RuApy (uM)
FIGURA 4.7 - Curva de concentracio para o complexo cis-

[Ru(phen),(3,4Apy):]*" em solugdo tampdo PBS pH 7.4.

4.2. O Peptideo ABi1-42

4.2.1. Propriedades Espectroscopicas e o Processo de Agregacao

O ABi.42 € formado por uma cadeia de 42 aminoacidos, Figura 4.8.
Considerando a variedade de aminoacidos, pode-se considerar que o peptideo tem
um carater anfipatico e que as regides mais hidrofobicas sdo indicadas como as
regides que propiciam o processo de agregagdo. Nessas regides geralmente estdo
presentes aminodcidos aromaticos, os quais muitos estudos indicam como sendo
um dos fatores que influencia a automontagem e agrega¢ao de proteinas amiloides
por facilitar a formagédo de folhas B antiparalelas caracteristicas de fibrilas.!3% 140

Dentro da sequéncia de aminoéacidos do A;.42, hd uma tnica tirosina,
um aminoacido aromadtico fluorescente que apresenta absor¢do em 280 nm e
emissdo em aproximadamente 300 nm, o que permite monitorar mudangas das
propriedades luminescentes do peptideo por meio dessa emissdo, sem a
necessidade de corantes extrinsecos. Além disso, muitos estudos apontam a
tirosina como um dos aminoacidos que apresentam grande influéncia no processo
de agregacdo e toxicidade do peptideo AP por conta de interacdes aromaticas e
hidrofobicas, por ser relatado como ativo na ligagdo de ions metalicos e por seu

papel central na nitragdo e fosforilagdo do peptideo AB.!4!- 142



50

(ool el Al b B e )

FIGURA 4.8 - Sequéncia dos 42 aminoacidos do peptideo ABi.4, com o

aminoacido fluorescente tirosina (Tyr) em destaque (azul).

Com isso, o processo de agregagao foi monitorado a partir da emissao
intrinseca do peptideo em 300 nm em tampao PBS pH 7,4 a 37 °C sem agitacao
monitorado por 8 horas com o peptideo AP;4> na concentracdo de 20 uM. Pelos
espectros obtidos nos diferentes tempos de agregacao apresentados na Figura 4.9
(A) nota-se que a banda de emissdo em 300 nm perde intensidade de emissao
rapidamente conforme ocorre o processo de agregacao, e ainda, que hd uma banda
de emissdo em aproximadamente 340 nm que aumenta em intensidade com o
tempo de incubacao do peptideo.

Ainda, considerando essa altera¢dao na intensidade de emissao como
um indicativo das mudancas conformacionais que estdo ocorrendo durante o
processo de agregacao, obteve-se a curva da cinética de agregagdo de acordo com
a mudanca de intensidade de emissdo em 300 nm, Figura 4.9 (B). Pode-se
observar que a curva obtida ¢ decrescente e ndo apresentou o comportamento
sigmoide caracteristico da fibrilagdo de proteinas amiloides por nao tem uma fase
lag aparente. Pela curva, nota-se que a estabilizagdo da emissdo ocorre
aproximadamente 2 horas apds o inicio da incubagao, o que indica que apos essas

2 horas ja ha espécies fibrilares do AB;.42 em solucao.
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FIGURA 4.9 - (A) Espectros de emissao do AB;.42 (Aexc=270 nm) nos diferentes
tempos de incubagdo do peptideo AP;.4> durante as primeiras 8 horas de incubagao
e (B) Curva da cinética de agregagao do peptideo A4, em tampao PBS pH 7.4,

37 °C e sem agitacao pela resposta de emissao intrinseca do peptideo.

A partir desse primeiro experimento, para garantir a veracidade da
cinética de agregacdo monitorada pela emissao intrinseca do peptideo APj.42 0
processo de agregacdo, nas mesmas condi¢oes de tampao e temperatura, também
foi monitorado através da emissdo da Tioflavina T (ThT), ja que o corante
funciona como um padrdo para monitoramento da fibrilagdo de proteinas
amiloides. As medidas foram feitas numa propor¢do 1:4 AP;4:ThT e os
resultados estdo apresentados na Figura 4.10.

Os resultados obtidos com a ThT sdo similares aos observados pela
emissao intrinseca da tirosina em 300 nm, confirmando a formagdo de espécies
fibrilares durante a agregacdo. O tempo em que houve a estabilizacdo da
intensidade de emissdao também foi a mesma, confirmando os resultados
previamente. Apos 2 horas de incubagao, as conformagdes fibrilares do peptideo
APi-42 ja estavam formadas, o que era esperado, considerando a concentragdo e
condigdes utilizadas no processo e resultados prévios ja relatados na literatura

para 0 AP, 143 144,145
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FIGURA 4.10 - (A) Espectros de emissdo da ThT (Aexc=440nm) em relagdo ao
tempo de incubacao do peptideo AB;.42 € (B) Curva da cinética de agregagao do
peptideo AB;.4, em tampao PBS pH 7,4, 37 °C e sem agitacdo pela resposta de

emissao da ThT.

Ainda considerando os espectros obtidos pela emissdo intrinseca do
peptideo AB;.42, por conta da formacao de uma segunda banda de emissao em 340
nm com o tempo de agrega¢ao, ¢ considerando que dentro de 8 horas ela parecia
ainda ndo estar completamente formada, foi feita a incubacao do peptideo A4
durante 24 horas e o espectro obtido na Figura 4.11 em vermelho mostra a

formacao completa de uma banda de emissao intensa em 340 nm.
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FIGURA 4.11 - Espectros de luminescéncia da emissao intrinseca do AB.42 (Aexe
=270 nm) no tempo inicial (preto), apos 8 horas (rosa) e apds 24 horas (vermelho)

de incubacao
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As hipoteses levantadas para a formagdo dessa banda apontam essa
emissao provavelmente esta associada a tirosina presente na estrutura do peptideo
que pode levar a formacao de uma ditirosina, ja que esta estd associada a intera¢ao
intermolecular ¢ a formagdo das fibrilas toxicas do AB;4> ¢ € uma espécie
importante uma vez que ja que foi observada em placas amiloides de pacientes
com DA .14

A ditirosina ¢ formada por ligagcdo entre dois residuos de tirosina
proximos que passaram por um processo de oxidagao de modo a formar radicais
e dentro do contexto de estudo da agregacao do AP;.42, essa ditirosina poderia ser
formada por conta da geracao de espécies reativas de oxigénio e uma das maneiras
em que essas espécies sdo formadas ¢ pela irradia¢do de luz ultravioleta.'¥’

A irradiagao de luz ultravioleta pode atuar como um agente oxidante,
e relata-se que pode ser um dos fatores que leva a formacdo da ditirosina.!4”- 148
149 Desta forma, considerando que durante as medidas para a obtengdo dos
espectros de emissdo, estava havendo a irradiacao de luz no ultravioleta (Aexc =
270) na solugdo que estava sendo analisada, existe a possibilidade da formacao da
ditirosina ter ocorrido por um processo de foto-oxidacdo, que poderia ter
acelerado a formacao dessa espécie.

Para verificar esta possibilidade, o processo de agregacdo foi
realizado nas mesmas condi¢des, mas mantendo a solucao sob irradiacao continua
com luz de 254 nm, com ldmpada de 4 W e intensidade de 1,17x10° E.s”!, € o
mesmo processo de formacdo dessa banda em 340 nm foi observado. Para as
medidas feitas no escuro, sem irradiacao continua de luz, também se observa a
formagdo da banda em 340 nm. Entretanto, nota-se que para a amostra que foi
irradiada continuamente a formag¢do da banda em questio ocorre mais
rapidamente do que para a amostra que permaneceu no escuro. Ja em 1 hora do
processo de agregacdo € possivel ver a banda em 340 nm bastante intensa para a
amostra que esta sendo irradiada, enquanto para a amostra sem irradiagdo a banda

J& comega aparecer, mas pouco intensa Figura 4.12 (A). Apdés 7 horas de
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incubagdo o comportamento das intensidades se repete, Figura 4.12 (B), ou seja,
para a amostra irradiada continuamente em 254 nm a formagao da espécie que
gera a banda em 340 nm acontece mais rapidamente. Assim, estes experimentos
indicam que a luz favorece o processo de formacdo da banda em 340 nm
possivelmente por conta de um processo de foto-oxidacao, mas ndo ¢ dependente

da irradiagao da amostra com luz.
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FIGURA 4.12 - Espectros de emissao para a emissao intrinseca (Aexc =270 nm) do
peptideo AP;.4, durante o processo de agregacdao sem irradiagdo (preto) e com
irradiacao de luz continua em 254 nm (vermelho) para os tempos de (A) 1 hora e

(B) 7 horas de agregacdao em tampao PBS pH 7,4 a 37°C sem agitagao.

Tais resultados indicam que a formagdo da ditirosina por conta da
formacao de espécies radicalares durante o processo de agregacdo ndo ¢
dependente de estimulos luminosos. Por conta disso, tais estudos requerem um

maior aprofundamento para chegar uma conclusdo concreta.

4.2.2. Dicroismo Circular

Pelas medidas de dicroismo € possivel determinar a conformacao de
uma proteina ou peptideo através do perfil do espectro. Por exemplo, no processo
de agregacdo do peptideo AP42 ha a formagao de fibrilas com estrutura ricas em

folhas B e essa conformagdo especifica apresenta uma banda negativa em 220
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nm.'>® As medidas de dicroismo circular para diferentes tempos de agregacdo do
A4 estdo apresentadas na Figura 4.13.

A partir dos espectros obtidos nota-se que em 3 horas de incubagdo ¢
possivel observar a formacao da banda caracteristica de folhas beta em 220 nm,
indicando que para esse tempo ja ha fibrilas formadas em solu¢do. Ainda, tal
resultado estd de acordo com o resultado obtido para o ensaio da cinética de
agregacao feita com a emissao intrinseca do peptideo e com a ThT apresentadas
na secao 4.3.1. que mostraram que, de fato, em 3 horas j& havia sido atingido o
estagio de saturacdo da curva de agregagdo, indicando a presenca de fibrilas em
solucao. Depois de 24 horas de incubagao, ¢ possivel notar uma maior intensidade
da banda assim como um leve deslocamento do comprimento de onda para 222
nm e essa diferenca pode ser atribuida ao fato de que nesse tempo, ja havia grande

quantidade de fibrilas e possivelmente, estavam ocorrendo interagdes entre elas.

= 0 horas
— 3 horas
—— 6 horas
mmm 24 horas

CD (mdeg)

200 210 220 230 240 250 260 270

Comprimento de onda (nm)
FIGURA 4.13 - Espectros de dicroismo circular para o A4 durante o processo
de agregacdo no tempo inicial (preto) e apds 3 (azul), 6 (rosa) e 24 horas

(vermelho).
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4.2.3. Estudos do ABi-42 na Presenca do cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy)2]**

Dado os estudos prévios realizados com o AP;4, na presenca do
complexo cis-[Ru(phen)(3,4-Apy):]*" que indicaram que o complexo pode
alterar o caminho de agregacao para formagado de espécies menos toxicas, foram
realizados os experimentos para monitorar o processo de agregacdo dentro das
mesmas condi¢gdes estudadas anteriormente, porém agora com o RuApy presente
no meio. Os espectros de emissdo obtidos para o processo de agregacdo
monitorado pela emissdo intrinseca do peptideo, Figura 4.14 (A), mostram que,
nao so a presenca do complexo RuApy leva a uma diminui¢ao consideravel da
intensidade de emissdao da banda em 300 nm quando comparado aos espectros do
APi.42 sozinho em solugao, assim como a diminuigdo da intensidade ¢ dependente
do tempo de incubagdo do peptideo, indicando que também ¢ possivel obter uma
curva de cinética de agregacdo para o AP;4; na presenga do RuApy numa
proporcao 1:1 e que estd apresentada na Figura 4.14 (B). Pela curva de cinética
de agregacdo, nota-se que a intensidade de emissao s comeca a mostrar sinais de
estabilizacdo depois de 8 horas de incubacdo, o que mostra que a presenca do
complexo atrasa a formacao das fibrilas do AB;.4».

Observa-se também a inibicdo da formacdo da banda observada
anteriormente em 340 nm. Considerando a hipotese da banda de emissao em 340
nm estar associada a formacao da ditirosina por conta de fatores oxidativos, a
inibi¢do dessa banda pode se dar pelo fato do complexo RuApy ter acdo
antioxidante, e desta forma poderia estar evitando a formacao da espécie em 340
nm, caso esta formacdo esteja sendo favorecida por processos de oxidagdo.!!® 143
Como possivelmente a formagdo dessa banda esta associada a toxicidade do
peptideo e ao tipo de fibrila que se forma, o fato do complexo inibir a formacgao
dessa banda pode ser um indicativo de que o RuApy estd de alguma forma
alterando o processo de agregacdo e possivelmente o tipo de fibrila que esta sendo

formada, como o que ja foi anteriormente relatado em trabalhos do grupo para

outros fragmentos do peptideo AB.!!
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FIGURA 4.14 - (A) Espectros de emissao (Aexc =270 nm) do AP;.42 na presenca
do complexo RuApy com o processo de agregacao monitorado por 8 horas (preto
ao rosa) e apos 24 horas (vermelho) e (B) Curva e cinética de agregacao do AP;.-
4 na presenca do complexo RuApy pela resposta de emissdo intrinseca do

peptideo.

No dicroismo circular apresentado na Figura 4.15 s6 ha o
aparecimento de uma banda em 220 nm depois de passadas 24 horas de incubacao
do ABi.42 com o complexo RuApy, indicando que, de fato as espécies fibrilares
demoram mais para se formar quando ha complexo no meio, mas se formam e
apresentam a conformacao de folhas 3. Além disso a intensidade da banda € muito
menor do que para o A4 sozinho. Isso também corrobora com a hipotese de
que de alguma forma o complexo atrasa ou, como ainda € possivel ver o sinal de
folha B indicando que ha a formacao das fibrilas mesmo com o RuApy no meio,
muda o processo agregacdo do peptideo A4z, possivelmente por conta da

formacao de um tipo diferente de fibrila.
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FIGURA 4.15 - Espectros de dicroismo circular para o A4, na presenca do

complexo RuApy durante o processo de agregacao no tempo inicial (preto) e apos

3 (azul), 6 (rosa) e 24 horas (vermelho).

A resposta luminescente do proprio complexo RuApy pode mudar de
acordo com o estagio de agregacdo em que se encontra o AP;.4,. Os espectros de
emissao para o RuApy junto do peptideo A4, estdo apresentados na Figura 4.16.

Nota-se que ha uma queda na intensidade no decorrer do tempo de
agregacao do APz, desde a adicdo de mondmeros no meio € continua a decair
no decorrer do tempo conforme fibrilas sdo formadas, o que pode indicar o RuApy
como um marcador luminescente para o peptideo AP;.42, uma vez que a resposta

luminescente do complexo € sensivel a presenga do peptideo.



59

Lexc=480nm = RUADY

= RUApPY+AB - Oh
= RUAPY+AB - 6h
= RUAPY+AB - 240

1,01

0,8 1

0,6 1

0,4-

0,2 1

500 600 700 800 900

Intensidade de emissdo normalizada (u.a.)

Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.16 - Espectros de emissdo para a resposta luminescente do complexo
RuApy (Aexc=480 nm) na auséncia (rosa) e presenca do peptideo AP;.42 na forma
monomeérica, tempo inicial (preto), apds 6 horas de incubagao do peptideo (azul)
e apoOs 24 horas de incubagdo (vermelho) em Tampao PBS pH 7,4, 37°C, sem

agitacao.

Ainda, foram feitas duas imagens, ambas de espécies fibrilares do
APi-42 na presenca do RuApy, por microscopia de fluorescéncia utilizando o filtro
de excitacdo Alexa 488 que estdo apresentadas na Figura 4.17. As imagens
mostram que € possivel ver uma resposta luminescente intensa do complexo
marcando as espécies fibrilares formadas apos 24 horas de incubacao do peptideo
APi.42 0 que indica que o complexo interage com as fibrilas do peptideo e pode
funcionar como um marcador para obtengdo de imagens dessas fibrilas do AP.4».
Nao foram feitas imagens para o tempo inicial de incubagdo pois as espécies
monomeéricas do peptideo AB;.42 sdo muito pequenas e nao ¢ possivel observa-las

no microscopio.
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FIGURA 4.17 - Imagens de microscopia de fluorescéncia para duas estruturas
fibrilares do peptideo A.4> contidas numa mesma amostra em diferentes regides

observadas pela resposta luminescente do complexo RuApy.

4.2.3.1. Microscopia de Imagem por Tempo de Vida de
Fluorescéncia (FLIM)

De forma a avaliar as espécies monoméricas iniciais e fibrilares e
fazer uma comparagdo entre os agregados formados quando o A4, passa pela
incubag¢do sozinho em solu¢ao ou quando o RuApy estd presente no processo em
uma propor¢ao 1:1 com o peptideo, foram feitas medidas de microscopia de
fluorescéncia por tempo de vida que estdo apresentadas na Figura 4.18.

Para o APz, nota-se que para o tempo inicial, Figura 4.18 (A), sdo
observados dois tempos de vida, sendo 1, =3,44 ns + 0,076 e 1, = 4,88 ns + 0,072.
Quando o peptideo passa pelo processo de incubagao por 24 horas, Figura 4.18
(C), de modo a obter a espécies fibrilares, primeiramente observa-se que ndo ha
mais dois tempos de vida de emissdo para a espécie fibrilar, e sim apenas um, T,
= 1,890 ns + 0,068. Outro fator importante ¢ a diminui¢ao no tempo de vida de
emissdo para as fibrilas presentes no meio. Isso ocorre possivelmente em
decorréncia das interagdes intermoleculares resultantes da formacao das fibrilas.

Quando o processo de agregagdo ocorre na presenga do complexo
RuApy, Figura 4.18 (B), ja no tempo inicial em que ha apenas espécies
monomeéricas os tempos de vida de emissao foram: t; = 3,20 ns = 0,30 e 1, =37,00

ns = 0,92. Nota-se, portanto, que o segundo tempo de vida tem um aumento
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significativo com relagdo a amostra contendo apenas o AB;.42, de 4,88 para 37 ns.
Esse aumento pode ser um indicativo de que estdo ocorrendo interagdes entre o
complexo e o peptideo AP;.42 ja nos estagios iniciais de agregagao

Seguindo o padrao da amostra contendo unicamente o APi.42, apos
24 horas de incubag¢ao com o RuApy, Figura 4.18 (D) ha uma queda nos valores
de tempos de vida. O primeiro tempo de vida observado, t; = 1,390 ns & 0,085,
mantém-se um muito proximo ao obtido para o AP;.4 sozinho e diminui em
relagdo ao primeiro tempo de vida observado para a forma monomérica na
presenca do RuApy, novamente tal reducdo possivelmente se dd por conta de
interacoes intermoleculares devido a formagdo das fibrilas. O segundo tempo de
vida de emissdao, 1, = 11,00 ns £ 0,84, também sofre uma redug¢do quando
comparado com o tempo obtido para o tempo inicial de incubagdo, de 37,00 ns
cai para 11,00 ns. Essa queda provavelmente também ocorre por conta de
interacoes decorrentes do processo de fibrilagdo. Neste caso ainda ocorre a
interferéncia do complexo RuApy, que ndo evita a formacdo de fibrilas do
peptideo, mas € possivel considerar a hipotese de que uma interagdo entre o
complexo RuApy e o peptideo AB;4, pode mudar a espécie fibrilar formada por
conta da alteracdo do processo de agregagdo, ainda mais considerando que esse
segundo tempo de vida ndo aparece quando o A4, passa pelo processo de

agregacdo sem interferentes no meio.
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FIGURA 4.18 - Imagens de FLIM para o AB;.42 mondmero (tempo inicial) (A)
sozinho em solu¢do e (B) na presenga do complexo RuApy e depois de 24 horas
de incubagdo (C) sozinho em solugdo e (D) na presenca do complexo RuApy em
tampao PBS pH 7,4. As imagens foram obtidas com excitagao em 440 nm e leitura

de emissao em 600 nm.

4.2.3.2.Estudos da Viabilidade Celular

Os ensaios de viabilidade celular com a linhagem SH-SYSY de
neuroblastoma humano foram feitos de forma a avaliar se a adicdo do complexo
RuApy no meio em que ¢ feita a agregagdo do AP;.42 e o fato de inibir a banda que
se forma em 340 nm e levar a possivel formagao de um outro tipo de fibrilas do
peptideo tem alguma influéncia frente a toxicidade do A.4» para as células.

Desta forma, a viabilidade celular foi avaliada apos 24 horas de
incubagdo do peptideo APi42 ou do AB142 com o complexo RuApy junto das
células, Figura 4.19. Em 24 horas a viabilidade celular se manteve, sem mostrar
uma diminui¢do estatisticamente significativa para nenhuma das condi¢des
analisadas. O complexo RuApy nao foi toxico para as células, sendo um bom sinal

considerando seu potencial uso em meios biolodgicos. Por outro lado, ndo foi
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observada toxicidade para o peptideo A4z, mesmo considerando que em 24
horas de agregacao ja ha as fibrilas consideradas toxicas formadas no meio. Isso
pode estar ocorrendo possivelmente por conta do proprio metabolismo celular, em
que primeiro h4 uma sinalizagdo e s6 apos um tempo a célula entra em apoptose,
por 1sso seria necessario um tempo maior de incubacdo para que seja possivel

observar mudancas na viabilidade celular.
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FIGURA 4.19 - Grafico de barras para a viabilidade celular apds 24 horas de

incubagdo das células com o complexo RuApy, APi42, € 0 ABi42 com o RuApy.

Assim, foram realizados os mesmos experimentos, porém com um
tempo de incubacdo de 48 horas, e os resultados estdo apresentados na Figura
4.20. H4 uma reducdo da viabilidade para cerca de 60% quando hé apenas A;.42
junto da linhagem celular SH-SYS5Y. Observa-se ainda uma queda
estatisticamente significativa, para cerca de 80%, na viabilidade celular na
presenga apenas do complexo RuApy, isso pode estar ocorrendo devido a
degradagdao do complexo no meio por conta do longo tempo de incubagdo, que
pode levar a hidrélise do complexo, por exemplo. Porém, ainda assim, o complexo

tem efeito protetivo frente a toxicidade do AP ...
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FIGURA 4.20 - Grafico de barras para a viabilidade celular apds 48 horas de

incubagao das células com o complexo RuApy, ABi.42, € 0 AB142 com o RuApy.

4.3. Interacao RuApy/Modelos de Membrana

4.3.1. Espectroscopia de Fluorescéncia

Como a hipotese de que a membrana celular tem grande influéncia
na agregacgao e toxicidade do A} quando hé a interagao e considerando o papel do
complexo RuApy frente a agregagao do peptideo, ¢ importante estudar como o
complexo interage com os modelos de membrana celulares antes de estudar um
sistema mais complexo contendo os 3 componentes.

O experimento inicial para a analise da interacdo do complexo com
modelos de membrana foi feito por meio da observacao de eventuais diferengas
da intensidade de emissdao do complexo quando vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) de diferentes composicoes lipidicas sdao adicionadas ao meio.

Desta maneira, primeiramente foram feitos experimentos com LUV's
compostas 100% de lipidios neutros, também denominados zwitteridnicos, pois
na cabeca polar possuem uma carga positiva € uma carga negativa que se
cancelam, apresentando assim um balango de carga igual a zero. Tal composicao
¢ importante como um padrdo para meios de comparagdo com vesiculas com
outras composicoes lipidicas que virdo a ser analisadas e o lipidio utilizado para

essas analises foi o POPC.
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No experimento, manteve-se a concentracdo fixa do complexo
RuApy em 10uM e a concentracao dos lipideos variando de 0 a 200 uM, Figura
4.21. Ao analisar os espectros de luminescéncia, as intensidades de emissao
permanecem praticamente inalteradas. A comparagdo das intensidades foi feita
também por graficos de barra para facilitar a visualizagdo, e ¢ possivel ver que
ndo ha variacdo significativa nas intensidades de emissdo mesmo em
concentracgoes altas de vesiculas no meio.

Isso pode ser um indicativo de que ndo estd ocorrendo interagao entre
o complexo e a membrana da vesicula. Porém, por outro lado, ¢ importante
considerar que caso a interagdo ndo seja suficientemente forte, como a uma
ligacdo covalente, pode ser que ndao seja possivel observar diferengas na
fluorescéncia, ainda que esteja havendo interagdo. Ainda, dadas as caracteristicas
do complexo, uma molécula luminescente, e dos lipidios, moléculas que nao
apresentam nem absor¢do nem emissao, ndo estd ocorrendo um mecanismo de
transferéncia de energia, como FRET ou Dexter, que permitiria ver uma mudanca
por conta de uma alteracdo na emissdo. Outro fator que permitiria ver uma
alteracdo nos espectros de emissao seria se a luminescéncia do complexo fosse
sensivel a0 meio, ou seja, se a caracteristica do espectro mudasse de um meio
mais polar para um meio mais apolar, uma vez que a presenga de lipidios muda o
ambiente quimico, mas experimentos com solventes de diferentes polaridades
mostraram que o complexo ndo apresenta alteracdo no comportamento da emissao
com a mudanca da polaridade do meio, sendo assim mesmo que estivesse
ocorrendo uma interagdo entre o RuApy e as vesiculas e com isso uma mudanga
da polaridade do meio em que o complexo esta inserido, ndo seria possivel
observar uma mudanga nos espectros. Entdo, a possibilidade da interacdo nao
pode ser descartada mesmo nao havendo alteragdo na intensidade de emissao do

RuApy.
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FIGURA 4.21 - (A) Espectros de emissdao para 10 uM de RuApy (preto) e para

10 uM RuApy na presenca de diferentes concentragdes (10 a 200 uM) das LUVs
de POPC (demais) (B) Comparacdo das intensidades de emissdao de 10 uM

complexo RuApy com a variagdo da concentragdo de vesiculas de POPC no meio.

Uma das hipoteses mais disseminadas na literatura relacionada a
interagdo do peptideo AP e as membranas esta associada as cargas presentes na
membrana, indicando que a interacdo e toxicidade do peptideo aumenta
significativamente quando a carga negativa das membranas aumenta.”>: 152

Assim, foram realizados os mesmos experimentos anteriores, porém
adicionando uma porcentagem molar de 5% de POPS na composi¢ao das LUV,
ou seja 95% de POPC e 5% de POPS (POPC:POPS), os resultados estdo na Figura
4.22. O lipidio POPS tem carga negativa e ¢ amplamente encontrado em células
eucaridticas e geralmente ¢ encontrado nas bicamadas de uma célula em
porcentagens de aproximadamente 5 % mol, além disso, esta presente em maior
quantidade na parte interna da bicamada e sua mobilidade para a parte externa da
bicamada pode ser uma sinaliza¢io de apoptose da célula.!> 3% Além disso
lipidios contendo a cabega polar PS também desempenham papel importante
frente a agregacdo do peptideo AP, acelerando o processo.!>> 156

Os resultados obtidos mostram que hd um pequeno aumento na

intensidade de emissdo em concentragdes mais altas de vesiculas, o que pode ser
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um indicativo de que caso esteja havendo algum tipo de interacdo, esta ¢ mais
significativa quando hé cargas negativas presentes nas vesiculas do que para
vesiculas inteiramente neutras, e, talvez ndo tenha ocorrido uma grande diferenga

por conta da baixa porcentagem de lipidios negativos que foi adicionada.
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FIGURA 4.22 - (A) Espectros de emissdo para 10 uM de RuApy (preto) e para
10 uM RuApy na presenca de diferentes concentracoes (10 a 200 uM) das LUV
95% POPC e 5% POPS (demais) (B) Comparagdo das intensidades de emissao de

10 uM complexo RuApy com a variacdo da concentragdo de vesiculas de 95%

POPC e 5% POPS no meio.

De forma a forcar uma situagao extrema, o experimento foi realizado
apenas com cargas negativas, ou seja, vesiculas compostas 100% de fosfolipidios
com carga negativa, nesse caso o0 DOPG, para avaliar se o comportamento da
emissdo sofria uma mudanca significativa por conta de interagdes eletrostaticas,
j& que o complexo tem carga positiva.

Desta forma, repetiu-se os experimentos para avaliar a intensidade
de emissao Figura 4.23. A partir dos resultados nota-se que ha uma mudanca
significativa na intensidade de emissdo quando a propor¢do de vesiculas com
relagdo ao complexo aumenta para uma proporcao de 1:15 complexo:LUVs. Essa

queda de emissdo pode ser um indicativo de que ha algum tipo de interacao,
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possivelmente eletrostatica, ocorrendo entre as vesiculas e o complexo, mas ¢
necessaria uma condi¢do extrema, ja que no meio bioldgico ndo existem
membranas que sejam compostas inteiramente de lipidios carregados

negativamente.
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FIGURA 4.23 - (A) Espectros de emissdao para 10 uM de RuApy (preto) e para

0,00

10 uM RuApy na presenca de diferentes concentracdes (10 a 200 uM) das LUV
de DOPG (demais) (B) Comparagdo das intensidades de emissdo de 10 uM

complexo RuApy com a variacao da concentracao de vesiculas de DOPG no meio.

Considerando que o Colesterol tem implicacdes na interacdo entre o
peptideo AP e o modelo membrana, foram realizados experimentos utilizando
uma combinacéo de 80% mol de POPC com 20% mol de Colesterol (POPC:Chol),
Figura 4.24. " 1 H4 um pequeno aumento da intensidade de emisséo,
principalmente em concentracdes de vesiculas elevadas, principalmente acima de
100 uM. Isso pode ser um indicativo que pode estar ocorrendo uma interacéo,
porém ela provavelmente € bem fraca, considerando a mudanca de intensidade de

emissao observada.



69

w

RuApy

= 10pM POPC:Chol
= 50pM POPC:Chol
e 100 pM POPC:Chol
w=150puM POPC:Chol
—200pM POPC:Chol

1,00 -

=
o
1

o
00
1 L

0,80 4

o
(2]
1

0,60 4

k=)
»
1

0,40 1

o
N
1

0,20 1

Intensidade de emissdo normalizada (u.a.)

o
o
1 L

. o 10 50 100 150 200
550 600 650 700 750 800 850 900 Concentragédo POPC:Chol (uM)

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.24 - (A) Espectros de emisséo para 10 uM de RuApy (preto) e para

0,00

Intensidade de emissao normalizada (u.a.) >

10 uM RuApy na presenca de diferentes concentrag6es (10 a 200 uM) das LUVs
de POPC:Chol (demais) (B) Comparacéo das intensidades de emisséo de 10 uM
complexo RuApy com a variacédo da concentracdo de vesiculas de POPC:Chol no

meio.

Outra composicdo lipidica analisada foi com os lipidios que de
acordo com a literatura mimetizam uma célula neuronal saudavel.**® Desta forma,
as vesiculas foram formadas utilizando uma combinacéo determinada de lipidios
e componentes de membrana em determinadas porcentagens molares: DPPC
35,5% mol, POPC 34,1% mol, SM 9,8% mol, Colesterol 18,1% mol e 0 GM1
2,7% mol. Os resultados apresentados na Figura 4.25 mostram que ndo ha
alteracdo na intensidade de emissdo do RuApy na presenca das vesiculas no meio,
desta forma, isso indica que ou ndo ha interacdo entre o complexo RuApy e as
vesiculas, ou a interacdo ndo causa uma mudanca da intensidade de emissédo

semelhante ao que foi observado para as LUVs de POPC.
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FIGURA 4.25 - (A) Espectros de emisséo para 10 uM de RuApy (preto) e para

10 uM RuApy na presenca de diferentes concentragoes (10 a 200 uM) das LUVs
de DPPC:POPC:SM:Chol:GM1 (demais) (B) Comparacédo das intensidades de
emissao de 10 uM complexo RuApy com a variacdo da concentracao de vesiculas
de DPPC:POPC:SM:Chol:GM1 no meio.

4.3.2. Estudo do Mecanismo de Interacdo por Determinacao da

Constante de Dissociacao (Ka)

Dado que ndo foram observadas mudancas na resposta luminescente
do complexo frente as solugdes de vesiculas avaliando a interagdo pela alteracao
na intensidade de emissdo do complexo, buscou-se uma metodologia que fosse
capaz de determinar a interagdo por alteragdes nos modelos de membrana. Dessa
forma, foram realizados experimentos usando bicamadas suportadas marcadas
com lipidios luminescentes em dispositivos microfluidicos analisadas por
microscopia de fluorescéncia.

O experimento para determinacdo do Ky se baseia na diferenca de
fluorescéncia do corante presente na bicamada suportada quando ha a interagao
do analito de interesse com a bicamada. Portanto, considerando que o complexo
RuApy ¢ luminescente e o método utiliza um lipideo fluorescente buscou-se um

corante de membrana que possibilitava analisar a interagdo por um mecanismo de
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transferéncia de energia, como por exemplo Forster ou Dexter, entre as espécies
fluorescentes o que resultaria em uma alteragdao na fluorescéncia dos cromoforos
envolvidos.

Desta forma, o lipidio fluorescente utilizado na bicamada foi o NBD-
PC, isso porque o corante apresenta excitagdo com maximo em 460 nm e
excitagdo com maximo em 545 nm enquanto o RuApy tem excitagdo com maximo
em 480 nm e emissao em 655nm. Isso significa que os espectros de emissao do
NBD-PC e de absorcao/excitacdo do RuApy tem uma alta sobreposicao espectral,
ou seja, alta sobreposicao entre o espectro de emissdo do doador (NBD-PC) ¢ o
espectro de excitagdo do receptor (RuApy), Figura 4.26, o que ¢ um dos requisitos

para a ocorréncia do mecanismo de transferéncia de energia de Forster (FRET).
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FIGURA 4.26 - Espectros de excitagao do RuApy e emissao do NBD em tampao

PBS pH 7,4 mostrando a sobreposicao necessaria para o mecanismo de FRET.

O FRET ¢ a transferéncia de energia entre um cromoforo doador e
um cromoforo aceptor. Quando se incide luz no sistema no comprimento de onda
de méxima absorcao do doador e ele ¢ excitado, quando o elétron atinge o estado
excitado, a energia é transferida para o receptor, que entdo emite esse foton.!>® No
caso do sistema estudado, O NBD ¢ um doador de energia, assim quando
observam-se os canais do dispositivo microfluidico no microscopio € possivel ver

a diferenca na intensidade de emissdo do sistema inicial em que s6 tampao PBS
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esta passando no sistema, Figura 4.27 (A), para o sistema quando ha adi¢do nos
canais das solu¢des de RuApy em diferentes concentracdes, Figura 4.27 (B). A
partir dessa diferenca da intensidade de emissdo € possivel determinar o valor da
constante de dissociagdo para cada uma das composicoes lipidicas utilizadas nas

bicamadas que foram analisadas.
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FIGURA 4.27 - Imagens de microscopio para os canais contendo bicamadas
suportadas com NBD-PC (A) quando apenas tampao estava fluindo pelos canais
e (B) quando foram adicionadas diferentes concentragdes do complexo RuApy

aos canais.

Para estudar o mecanismo de intera¢ao entre o complexo RuApy e o
modelo de membrana, algumas suposi¢des foram feitas considerando como essa
interacao poderia estar ocorrendo com base na estrutura molecular do complexo.
Dessa forma, considerou-se que as interagdes poderiam ocorrer por meio de
interagdes eletrostaticas uma vez que o complexo tem carga positiva. Por meio de
interacoes hidrofobicas entre as fenantrolinas coordenadas ao centro metalico e a
cadeia carbdnica dos lipidios presentes na bicamada. Ou, ainda, por ligagdes de
hidrogénio devido ao dos ligantes 3,4-diaminopiridina e a cabeca polar dos

lipidios.
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4.3.2.1. Experimentos Padrao com SLBs Neutras

Primeiramente, realizou-se a determinagdo do K4 para o RuApy
frente a bicamadas compostas apenas de POPC ¢ o NBD-PC com o corante
marcando a cadeia carbOnica, de forma a manter a superficie o mais neutra
possivel. Os valores obtidos para o lipidio neutro sdo importantes para a
comparacao ¢ analises que virdo a ser feitas com outras composigoes lipidicas
para a determinacdo do mecanismo de interacao entre o RuApy e o modelo de
membrana.

Com a curva obtida da interagdo entre a SLB neutra e o RuApy,
Figura 4.28, obteve-se um valor de constante de dissociag¢do de 3,11 uM + 1,11.
Com isso pode-se concluir que ha uma interagcdo entre o complexo e a bicamada,
e que tal interagdo ocorre a partir da adicdo do complexo na concentragao de 3,11
uM. Isso vai na contramdo dos resultados obtidos nos espectros de fluorescéncia,
0 que corrobora para a hipotese de que nao havia uma mudanga da intensidade de
fluorescéncia por conta das caracteristicas do complexo e do lipidio, que nao
permitiam um mecanismo de transferéncia de energia por exemplo, € ndo porque

nao estava ocorrendo uma interagao entre os componentes em solugao.
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FIGURA 4.28 - Curva para a determinacdo da constante de dissociagao entre o

complexo RuApy e a bicamada composta por 99,5% POPC ¢ 0,5% NBD-PC.
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Porém, levantou-se a possibilidade de que a interacdo nao estivesse
ocorrendo com a bicamada em si e sim unicamente com o corante utilizado na
analise, e desta forma, o valor de K, obtido seria unicamente referente a interacao
do RuApy com o NBD. Dois fatores colaboraram para o surgimento dessa
hipétese: primeiro, o fato de ndo ter sido observada uma mudanca na intensidade
de emissdo nos experimentos anteriores utilizando da espectroscopia de
fluorescéncia. Segundo, por conta da natureza do corante utilizado nas analises.

O NBD-PC tem uma estrutura em que a molécula de corante esta
marcando a cadeia acil do lipideo, de maneira que, em teoria este ficaria na parte
apolar interna da bicamada sem alterar a neutralidade da parte externa da
bicamada na qual haveria uma primeira interacdo direta do complexo com o
modelo de membrana. Porém, € preciso considerar que a molécula do NBD ¢ polar
e tem tendéncia de buscar um ambiente também polar, que, no caso, seria a
interface agua/lipidio na superficie. Com isso, pode estar ocorrendo um efeito
“snorkeling”, ou também chamado de efeito de “/oop up ” do lipidio fluorescente
NBD-PC, que consiste no fato de que, como o NBD esta no final da cadeia alquil
e ¢ uma molécula polar, estd propensa a se voltar para a parte polar em um loop
por conta da flexibilidade da cadeia lipidica hidrofobica, principalmente em
membranas fluidas, como ¢ o caso das bicamadas compostas de POPC ¢ desta
forma, facilitaria a interagdo do RuApy unicamente com o corante.'®% 16! O efeito

esté ilustrado de forma simples na Figura 4.29.

Meio Aquoso Meio Aquoso

R
fuo »

FIGURA 4.29 - Representagdo simplificada do efeito de “loop” que ocorre para
o corante NBD-PC.
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Para descartar tal hipotese, o mesmo experimento foi realizado
usando um corante diferente, neste caso o Texas Red-DHPE. Essas medi¢des
foram possiveis apenas para a concentragdo do complexo RuApy até¢ 300 uM,
pois ha uma resposta de emissdo do complexo de ruténio em concentragdes mais
altas no filtro que € usado para a fluorescéncia do TR-DHPE, causando um erro
nas medi¢des. O valor de K4 obtido a partir da curva apresentada na Figura 4.30
foi de 3,6 uM =+ 0,40.

Ao comparar os valores da constante de dissocia¢do obtidos para a
bicamada composta por POPC e NBD-PC e a bicamada composta por POPC e
TR-DHPE, nota-se que os valores obtidos sdo muito proximos e isso € uma forte
evidéncia de que o complexo esta interagindo com o modelo de membrana e nao
exclusivamente com o corante levando a resultados constantes de dissociacao
erroneos. Essa evidéncia € forte porque os corantes utilizados possuem estruturas
muito diferentes e se a interacdo fosse apenas com o corante, o valor de K4

mudaria drasticamente.
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FIGURA 4.30 - Curva para a determinacdo da constante de dissociacdo entre o

complexo RuApy e a bicamada composta por 99,7% POPC e 0,3% TR-DHPE.
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Outros fatores também que corroboram para a afirmacao de que a
interacdo do complexo com a bicamada ¢ ndo unicamente com o0s corantes € que
o Texas Red ¢ uma molécula grande com um sistema de anéis aromaticos muito
maior do que o NBD, o que favorecia interagdes de empilhamento - com as
fenantrolinas do complexo levando a uma interagdo mais forte entre o Texas Red
e o complexo. Ainda, o TR-DHPE também tem uma carga negativa, o que
favoreceria uma interacdo com o RuApy frente ao NBD, mesmo considerando o
efeito de loop, j4 que o complexo possui carga positiva. Portanto, se a interagdo
fosse unicamente com o corante, o valor de Ky teria a tendéncia a diminuir para o
sistema contendo o TR-DHPE, porém o que se observa ¢ um pequeno aumento
no valor da constante e ela continua muito préxima do que foi obtido para o a
bicamada contendo o NBD-PC. Ainda, ¢ preciso considerar o fato de que a
quantidade desses corantes na bicamada ¢ muito pequena para ter um efeito
significativo no valor da constante de dissociacao.

Por ultimo, outra diferenca entre os corantes ¢ quanto a0 mecanismo
pelo qual ocorre a perda de emissdo do corante para obten¢dao do K4. O TR-DHPE
apresenta emissdo com uma banda fina em aproximadamente 615 nm, sendo
assim a sobreposicao entre a emissao do TR-DHPE a excitagdo do RuApy nao ¢
efetiva, Figura 4.31, o que indica que a perda de emissao ndo ¢ devido a um
processo de FRET como ocorre para o NBD, e sim por algum outro tipo de
mecanismo, como colisdes entre as moléculas, que leva a perda de emissao do

TR-DHPE quando em contato com diferentes concentragdes do complexo.
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FIGURA 4.31 - Espectros de excitagdo do RuApy e emissdao do Texas Red em

tampao PBS pH 7,4 mostrando que nao ha sobreposicao entre os espectros.

Desta forma, pode-se concluir que a interagdo que ocorre ¢ por conta
de uma interacdo entre o complexo e a bicamada e a diferenga da intensidade de
emissdo se da por conta da proximidade entre os cromo6foros quando o RuApy
interage com o modelo de membrana, entdo, pode-se utilizar tal ensaio para

obtencao do K4 e elucida¢ao do mecanismo de interacao.

4.3.2.2. Efeito da carga

Considerando que o complexo RuApy tem carga positiva 2+, uma
das possibilidades levantadas € de que a interagdo entre o complexo e os modelos
de membrana poderia ser de natureza eletrostatica. Desta forma, as medi¢Oes
foram feitas usando 5% de um lipidio carregado negativamente, o POPS, por
conta das razdes ja citadas anteriormente. Foi obtida a curva para a interagdo do
complexo RuApy com a bicamada composta por 94,5% de POPC, 5% de POPS e
0,5% de NBD-PC, Figura 4.32, e o valor de K4 obtido foi de 1,99 uM + 0,29.

O valor de K4 obtido foi menor que os valores obtidos com as
bicamadas contendo apenas lipideos neutros, porém, como o valor esta dentro da
mesma ordem de grandeza, ndo configura uma diferenga significativa. Portanto,

pode-se dizer que o fato de 5% dos lipidios da bicamada serem carregados
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negativamente ndo tem grande influéncia na interagdo entre o complexo e o

modelo de membrana.
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FIGURA 4.32 - Curva para a determinacdo da constante de dissocia¢do entre o
complexo RuApy e a bicamada composta por 94,5% POPC, 5% POPS e 0,5%
NBD-PC.

Outra maneira de avaliar o efeito da carga na interagdo entre o
complexo e a membrana, ¢ por meio do efeito da quantidade de sal, cloreto de
sodio (NaCl), presente na solu¢do tampao utilizada nas medidas. Isso porque,
quando ha uma concentragdo elevada de sal em solugdo € preciso considerar um
efeito de blindagem na superficie de analise, no caso, as SLBs. Desta forma, este
efeito ocorre porque o tampao utilizado nos experimentos foi o tampao PBS 10
mM que contém 137 mM de NaCl, e esta quantidade de sal faz com que os ions
de s6dio formem uma camada proxima a superficie da bicamada suportada
alterando a carga liquida na superficie, evitando assim que o complexo interaja
eletrostaticamente com a bicamada ja que o ion Na' é pequeno, o que facilita seu
aceso a superficie, Figura 4.33 (A). Na auséncia de NaCl no meio, o caminho fica
livre para a interacao do complexo RuApy com a superficie da bicamada lipidica,

Figura 4.33 (B).



79

FIGURA 4.33 - (A) Interagao do complexo RuApy dificultada pela presenga de
ions Na" devido ao efeito de blindagem e (B) Interacdo do complexo RuApy sem

ions Na*

Assim, a influéncia do sal na interagdo RuApy/membrana foi
verificada realizando as medidas em tampao fosfato 10mM pH 7,4 sem adigao de
NaCl. Os graficos com as curvas de determinagdo de K4 sdo apresentados na
Figura 4.34 e os valores de K4 obtidos para as bicamadas com as composigoes de
lipidios j& estudadas anteriormente foram: 0,22 uM =+ 0,04 para as bicamadas
compostas de 99,5% POPC e 0,5% NBD-PC; 0,68 uM + 0,12 para as bicamadas
com 99,7% POPC e 0,3% TR-DHPE e 0,089 uM =+ 0,009 para as SLBs com
94,5% POPC, 5% POPS e 0,5% NBD-PC.

A partir dos dados apresentados, quando o sal é removido do sistema,
a constante de dissociagao diminui por um fator de aproximadamente 10 vezes
para todas as composicoes de membrana analisadas, indicando uma maior

interacao entre o complexo RuApy e os modelos de membrana estudadas.
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FIGURA 4.34 - Curva para a determinacdo da constante de dissociacdo em
tampao fosfato 10 mM entre o complexo RuApy e a bicamada composta por (A)
99,5% POPC e 0,5% NBD-PC, (B) 99,7% POPC e 0,3% TR-DHPE ¢ (C) 94,5%
POPC, 5% POPS ¢ 0,5% NBD-PC.

Esperava-se, entretanto, que para as SLBs contendo apenas lipidios
neutros, a diminui¢do do valor de Ky, ou seja, o aumento da for¢a da interacao,
ndo seria tdo significativa quanto para a composicdo da membrana contendo
lipideos negativos. Isso pode estar ocorrendo porque mesmo sendo neutros os
lipidios apresentam um potencial de dipolo na cabeca polar, que podem ter
influéncia na interagdo do complexo com a membrana neutra, e desta forma, a

interagdo com esses dipolos seria também facilitada na condigdao sem NaCl no
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A constante de dissociacdo obtida para a bicamada contendo 5% de
POPS e sem sal, ou seja, sem o efeito de blindagem, foi menor do que para as
bicamadas contendo apenas lipideos neutros, indicando uma maior interacao
quando ha lipidios negativamente carregados no meio.

Assim, considerando esses resultados pode-se concluir que existe um
componente eletrostatico que contribui para a interacao do complexo RuApy com
a membrana, mas isso ndo ¢ tao significativo, pois com a adi¢dao de 5% de lipidios

carregados negativamente ndo hé grande diferenga na constante em relagcdo as

bicamadas contendo apenas lipidios neutros.

4.3.2.3. Efeito da fluidez

A interacdo entre o complexo € a membrana poderia ocorrer entre 0s
dois ligantes 1,10-fenantrolina presentes na estrutura do complexo, que sio
moléculas organicas hidrofobicas e que teriam alto potencial de interagdo com a
cadeia carbonica dos lipidios caso se incorporassem na bicamada. Para verificar
a influéncia desse tipo de interag@o e qual era a sua influéncia no mecanismo de
interagdo entre o complexo e o modelo de membrana, 30% mol de Colesterol foi
adicionado ao modelo de membrana. Isso porque o colesterol ¢ um modulador,
que modifica a fluidez do modelo de membrana, tornando a membrana composta

por POPC mais rigida, Figura 4.35.1%
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FIGURA 4.35 - Representacao do efeito de organizagdo causado na bicamada pela

adicao de colesterol.

Assim, modulando a fluidez, caso interacdes com a cadeia
hidrofébica do lipidio fossem significativas para o sistema, com o aumento da
rigidez da membrana, a interagdo do ruténio com a cadeia carbdnica lipidica seria
dificultada por conta de uma redug¢do da permeabilidade do complexo na
bicamada, fazendo com que o valor de K4 aumentasse.”’- 16

Desta forma, a partir da curva para a interacdo do RuApy com a
bicamada composta por 69,7% de POPC, 30% Chol e 0,3% TR-DHPE em tampao
PBS, Figura 4.36, o valor de K4 de 2,85 uM =+ 0,70 foi obtido. Este valor ¢ muito
préximo e na mesma ordem de grandeza do valor de K4 obtido para a bicamada
apenas com POPC e TR-DHPE, sem a presenga de colesterol. Assim, pode-se

concluir que a fluidez ndo influencia no tipo de interacdo que ocorre e portanto,

sua contribui¢do para o mecanismo desta interacdo ¢ minima.
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FIGURA 4.36 - Curva para a determinacdo da constante de dissociacdo entre o
complexo RuApy e a bicamada composta por 69,7% POPC, 30% Chol e 0,3%
TR-DHPE.

4.3.2.4. Efeito de Ligacoes de Hidrogénio

Outro fator que poderia contribuir no mecanismo de interagdo sao as
ligacdes de hidrogénio que podem ocorrer devido aos ligantes 3,4-
diaminopiridinas coordenadas ao ruténio. Desta forma, as ligacdes de hidrogénio
podem ocorrer entre os hidrogénios disponiveis desses ligantes e o grupo fosfato
presente na cabeca dos lipideos.

Com isso, um primeiro experimento para verificar se houve
contribui¢do de liga¢des de hidrogénio foi feito com a adicdo de 5% do lipideo
POPE na composi¢do das bicamadas suportadas, sendo assim as bicamadas
analisadas tinham 94,5% POPC, 5% POPE e 0,5% NBD-PC. Isso porque na
cabeca polar desses lipidios, ha apenas hidrogénios ligados ao nitrogénio presente
na cabeca polar, o que facilitaria a interagdo por ser menos volumoso, diferente
POPC que possui grupos metil ligados ao nitrogénio. Desta forma, através das

medicoes e da curva, Figura 4.37, obteve-se um K4 de 0,81 uM =+ 0,05, mostrando
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que hia uma diminuicdo do valor quando comparado a bicamadas compostas

apenas por POPC.
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FIGURA 4.37 - (A) Estrutura do POPE e (B) Curva para a determinagdo da
constante de dissociacdo entre o complexo RuApy e a bicamada composta por

94,5% POPE, 5% POPE ¢ 0,5% NBD-PC.

Sendo assim, a interacdo ¢ mais forte quando ha 5% de POPE na
composicao das bicamadas e entdo pode-se dizer que ha uma contribuicdo da
ligacdo do hidrogénio para a interacdo. As ligacoes que ocorrem entre o0S
hidrogénios das diaminopiridinas com o oxigénio do grupo fosfato presente na
cabeca polar dos lipidios, sendo facilitadas na presenga dos lipidios POPE, pois
como ha apenas hidrogénios ligados ao nitrogénio presentes na cabega polar, nao
ha tanto efeito estérico como pode ocorrer no caso de POPC porque os grupos
metil t€m volume especial maior que os hidrogénios do POPE.

Para garantir a contribuicdo das ligagdes de hidrogénio na interacao
entre 0 RuApy e o modelo de membrana, foram feitas medidas também em agua
deuterada (D,0). Ao trocar o meio por um tampao PBS preparado em D,0, ocorre
a troca dos hidrogénios dos ligantes 3,4-diaminopiridina por deutério e isso leva

a um aumento na forca da ligacao de hidrogénio por causa de um efeito isotdpico,
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J4 que o deutério ¢ mais pesado que o hidrogénio e desta forma ha uma ligacao
mais forte e mais curta, e desta forma, ¢ mais dificil de quebra-la.!®® Com isso,
caso 0 mecanismo de interacdo tenha contribui¢cdo de ligacdes de hidrogénio, ao
ocorrer a troca por deutério, a interagao entre o complexo e a bicamada seria mais
forte levando a um valor de K4 menor.

Desta forma, as medidas foram realizadas preparando o tampao PBS
contendo 137 mM de NaCl em D,0 e repetiu-se as medidas utilizando esse
tampdo para as bicamadas compostas de 99,5% POPC e 0,5% NBD-PC e as
bicamadas de 94,5% POPC, 5% POPS e 0,5% NBD-PC. A partir das curvas,
Figura 4.38, as constantes de dissociacdo obtidas foram 0,83 uM + 0,23 para a
bicamada contendo apenas lipidios neutros e 0,84 uM =+ 0,17 para a membrana
contendo 5% POPS. E possivel notar que em comparacgdo com as medidas feitas
em H,O, os valores da constante de dissociagdo diminuem por um fator de 3 via
efeito do 1sotopo deutério, concluindo-se que ha uma interacdo mais forte como

era esperado.
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FIGURA 4.38 - Curva para a determinacdo da constante de dissociagdo em
tampao PBS em D,0 entre o complexo RuApy e a bicamada composta por (A)

99,5% POPC e 0,5% NBD-PC e (B) 94,5% POPC, 5% POPS e 0,5% NBD-PC
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A Tabela 4.2 sumariza os dados de Ky obtidos nos estudos para

elucidagdo do mecanismo de interagdo RuApy/modelos de membrana lipidica.

TABELA 4.2 - Valores de K4 obtidos para o estudo do mecanismo de a interacao

entre o complexo RuApy e os modelo de membrana.

Composicgo da SLB (%mol) Condicao do meio Ka (uM)
(tampéao, pH 7,4)
PBS; 137 mM NaCl 3.11+1.11

99,5% POPC e 0,5% NBD-PC Fosfato 10 mM; sem NacCl 0.22 +0.04
PBS em D,O; 137 mM NaCl 0.83+0.23

99,7% POPC e 0,3% TR- PBS; 137 mM NaCl 3.6 +0.40
DHPE Fosfato 10 mM; sem NacCl 0,68 +0,12
PBS; 137 mM NaCl 1.99 +0.29

94,5% POPC, 5% POPS e
0,5% NBD-PC

Fosfato 10 mM: sem NaCl 0.089 + 0.009
PBS em D;O; 137 mM NaCl 0.84 +£0.17

69,7% POPC, 30%
Colesterol e 0,3% TR-DHPE
94,5% POPC, 5% POPE e
0,5% NBD-PC

PBS; 137 mM NaCl 2.85+0.70

PBS; 137 mM NaCl 0.81+0.05

Desta maneira, considerando todos os valores de K4 nas condi¢des
estudadas e fazendo a comparagdo com o padrdo, que € a bicamada composta
apenas por lipidios neutros (99,5% POPC e 0,5% NBD-PC em tampao PBS),
pode-se concluir que o mecanismo de interacdo do complexo RuApy com o
modelo de membrana tem contribui¢des principalmente eletrostaticas e de
ligacdes de hidrogénio, e que possivelmente a interacdo se da na superficie da
bicamada, com a cabeca polar dos lipideos, sem se inserir no meio hidrofobico da

bicamada.
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4.3.3. Isotermas m-A

As monocamadas de Langmuir s@o amplamente utilizadas para
estudar a ordenacédo das moléculas e com isso para avaliar interacdes de moléculas
externas com os lipidios componentes das monocamadas. Desta forma, por meio
das monocamadas de Langmuir ao analisar o perfil das Isotermas =-A, pode-se
avaliar as interacdes entre o complexo RuApy e os modelos de membrana ja que
caso uma molécula esteja interagindo com essa monocamada, a curva da Isoterma
vai mudar.1®” Além disso, tal técnica permite avaliar as interaces sem o uso de
um corante na monocamada, e desta forma confirmar com certeza a interacéo
entre 0 RUApy e os modelos de membrana sem a duvida anteriormente levantada
sobre o complexo talvez estar interagindo apenas com o corante de membrana.

As Isotermas nt-A foram feitas com monocamadas em 3 composi¢des
lipidicas: 100% DPPC apresentada na Figura 4.39 (A), 100% POPC na Figura
4.39 (B) e a mistura 95% POPC e 5% POPS na Figura 4.39 (C), a escolha dessas
composicoes foi baseada nas diferentes caracteristicas que podem influenciar na
interacao do complexo com a monocamada, como a organizagao, ja que o DPPC
apresenta uma fase liquido condensada mais ordenada, e a carga, com a adi¢do do
POPS que possui uma carga negativa. As isotermas para as monocamadas DPPC
e POPC estdo de acordo com a literatura!®® e observa-se um deslocamento da
curva para maiores areas quando ha a adi¢ao do RuApy no sistema para todos os
casos, o deslocamento da curva ¢ um indicativo de que que o composto estd
interagindo com a monocamada pois quando analisando uma mesma pressao
superficial hd um aumento da area por molécula, assim, conclui-se que a molécula
adicionada estd modificando o sistema lipidico, j& que, se ndo houvesse nenhum
tipo de interagdo ¢ a molécula permanecesse apenas na subfase aquosa sem

interagir, a curva nao teria se deslocado.
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FIGURA 4.39 - Isotermas m-A na auséncia (preto) € na presenca de RuApy (azul)
na subfase aquosa de tampao PBS pH 7,4 para monocamadas compostas por (A)

100% DPPC (B) 100% POPC (C) 95% POPC e 5% POPS

Ainda, para determinar qual foi o aumento da area por molécula para
cada uma das composicoes lipidicas estudados na presenca do RuApy, a analise ¢
feita tendo como referéncia a pressao 30mN/m pois a pressdo superficial que
melhor mimetiza um sistema bioldgico, e, assim extrapola-se uma reta desse
ponto no eixo da abcissa para determinar a area por molécula do sistema naquela
pressdo superficial.!®® Pode-se observar que o deslocamento foi maior para o
DPPC, 13A?, do que para o POPC, 7 A2.

Como o POPC possui uma insaturagdo em sua cadeia carbdnica e
apresenta uma desorganizagdao maior, fazendo com que a monocamada esteja em

uma fase que permite maior mobilidade na interface lipidica, o deslocamento
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observado nao ¢ tdo grande. Isso ocorre, pois, cada unidade de molécula lipidica
ocupa um maior espaco € por isso ha mais espaco, ou seja, maiores areas
disponiveis para a interacdo do RuApy com a monocamada e por isso o
deslocamento ¢ menor do que quando comparado com o DPPC.

Para o caso do DPPC, em que por ser um lipidio que ndo possui
insaturagdes e apresentar uma conformagdo mais ordenada na fase liquido
condensada na pressao analisada, a drea ocupada pelos lipidios para formacao da
monocamada ¢ menor a interacdo do RuApy demanda um espagco maior nas
monocamadas, € assim observa-se um maior deslocamento da curva. Isso também
pode ser um indicio de que a interagdo ocorre com a parte polar da molécula, ja
que a ordenacao facilitaria a interagdo com a cabeca polar do lipidio.

Ainda, o fato de o deslocamento da curva continuar o mesmo até
pressoes superficiais proximas a regido de colapso, indica que a interagao do
complexo ¢ relativamente forte, uma vez que se as moléculas estivessem sendo
expulsas do sistema conforme a compressdo, as curvas teriam a tendencia a
convergir, diminuindo o deslocamento da area com o aumento da pressdo
superficial.!””

Outro indicio qualitativo de que a interagdo € apenas com a cabeca
polar dos lipidios, independente da composicao lipidica, € o fato de que o perfil
da curva ndo muda, indicando que na compressdo os lipidios continuam se
ordenando de forma a passar por todas as fases da mesma maneira como ¢
observado na curva contendo apenas o lipidio.

Para o sistema contendo 5% do lipideo negativo POPS na
composicdo da monocamada, o deslocamento também foi maior, 10 A% com
relacdo ao observado para o POPC, indicando que possivelmente a interagdo ¢
maior pois causa uma perturbagcdo maior no sistema, ja que a area aumenta mais
e 1Sso corrobora para o fato de que um dos mecanismos principais de interacao €

por conta de contribuigdes eletrostaticas.!®



90

4.3.4. PM-IRRAS

Os efeitos do complexo RuApy nas monocamadas formadas de
DPPC, POPC e 95% POPC e 5% POPS na pressao superficial de 30 mN/m foram
investigados usando a técnica PM-IRRAS. As atribuigdes das bandas observadas

estdo apresentadas na Tabela 4.3.

TABELA 4.3 — Atribuigdes das bandas obtidas nos espectros de PM-IRRAS em
cm’! para as 3 diferentes composig¢des lipidicas das monocamadas estudadas com
a subfase de Tampao PBS pH 7,4 e de Tampao PBS na presenga de 2uM do
complexo RuApy.

DPPC POPC 95%POPC/5%POPS
Atribuicoes  Tampao 2uM Tampao 2uM Tampao 2uM
PBS RuApy PBS RuApy PBS RuApy

vas(CN*(CH3)3) 963 970 947 955 970 965
vy(POy) 1096 ; 1122 ; 1145 ;
Vas(PO2) 1230 1233 1227 1243 1229 1219
v(C=0) 1730 1727/1747 1740 1719/1745 1736  1720/1748
vy(CH,) 2850 2850 2855 2851 1854 1847
Vas(CH) 2916 2916 2927 2917 1925 1920

Primeiramente, os espectros obtidos para a regido que indica os
estiramentos do fosfato e colina caracteristicos da regido da cabeca polar dos
lipidios que foram analisados estdo apresentados na Figura 4.40. E possivel
observar claramente que hd uma mudanca do perfil dos sinais observados quando
ha a adicao de 2 uM de RuApy na subfase aquosa. Essa concentragdo foi escolhida
por estar dentro dos valores de constante de dissociagdo que foram obtidos
anteriormente.

Para as monocamadas de DPPC com RuApy na subfase aquosa, as

bandas atribuidas a colina presente na cabega polar, v(CN'(CH3)3) =912 cm! ndo
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foram alteradas de maneira significativa, portanto, eles parecem ser pouco
afetados pelo complexo, o mesmo perfil ¢ observado para a monocamada
composta de POPC.!"! Nio ¢é possivel observar com clareza essas bandas no
sistema contendo 5% de POPS, pois a presenca desse lipidio que tem o grupo
serina na cabega polar modifica os sinais geralmente observados para a colina,
porém, as bandas nessa regido parecem nao apresentar deslocamentos
significativos.

Em contraste, mudangas significativas sdo observadas em outras
bandas caracteristicas da cabega polar, por exemplo, o v{(PO;) em 1100 c¢cm™!
praticamente desaparece para todas as condicdes estudadas, o que pode ser um
indicativo de uma interagao eletrostatica entre RuApy e o grupo fosfato e/ou uma
ligacdo de hidrogénio entre o fosfato e o grupo amino de RuApy, como ja
observado anteriormente através das constantes de dissociacdo obtidas.!”% 172173

Nao ha nenhuma evidéncia de hidratacdo do grupo fosfato para as
monocamadas compostas de DPPC e 95% de POPC com 5% de POPS quando
RuApy ¢ adicionado a subfase, uma vez que a indicagdo disso seria a observacao
de um sinal v,(PO;) em 1220 cm! ¢, caso desidratado, em 1240 cm™'. No entanto,
o espectro para as monocamadas de POPC, Figura 4.40 (B), indica que a interacao
do RuApy ao grupo polar do POPC induz uma desidratagdo do grupo fosfato
presente na cabega polar, indicando uma interacdo do RuApy com a parte polar

do lipidio.!"™
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FIGURA 4.40 - Espectros de PM-IRRAS na regido do grupo fosfato para as
monocamadas compostas de (A) DPPC, (B) POPC e (C) 95% de POPC e 5%

POPS no sistema sem (preto) e na presenca de 2 uM de RuApy (azul) na subfase
aquosa de tampao PBS pH 7.4.

Os espectros também indicam a contribuicdo da ligagdo de
hidrogénio na interacdo do RuApy com a membrana lipidica. As bandas das
carbonilas presentes na cabega polar dos lipidios ndo hidratadas C=O em 1733
cm’! sdo sensiveis a hidratagdo da interface lipidica, a polaridade do meio e as
ligagdes de hidrogénio.!” Em geral, em amostras hidratadas apenas um contorno
de banda larga ¢ encontrado para as vibragdes de estiramento C=0O na regido de
1750_1700 Cm_1.176’ 177,178, 179

A regido dos estiramentos das carbonilas estdo apresentados na
Figura 4.41. Nos espectros para as monocamadas compostas de DPPC, POPC e

95% POPC com 5% POPS, a banda de estiramento C=0 mais forte ¢ encontrada
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como uma ampla absor¢do atribuida a dois componentes proximos de 1740 cm™,
sem ligagdo de hidrogénio, e 1727 cm™!, com ligagdo de hidrogénio.'” 77 Na
presenca do RuApy na subfase essas absorcdes perdem intensidade e se dividem
em dois ombros com maximo em torno de 1727 ¢ 1747 cm™! para a monocamada
composta de DPPC com o RuApy no meio, 1719 ¢ 1747 cm™ para o sistema com
POPC e RuApy e também para o sistema 95% de POPC e 5% de POPS com o
RuApy, indicando uma forte ligacdo de hidrogénio entre o complexo e o grupo

carbonila C=0 presente na cabega polar do lipidio.

A B

0,003 ~ DPPC 0,004 4 1740

= DPPC + RuApy — POPC
1730 cm™ = POPC + RuApy
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FIGURA 4.41 - Espectros de PM-IRRAS na regido dos grupos carbonila para as
monocamadas compostas de (A) DPPC, (B) POPC e (C) 95% de POPC e 5%

POPS no sistema sem (preto) e na presenca de 2 uM de RuApy (azul) na subfase
aquosa de tampdo PBS pH 7.4.
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Para explorar ainda mais o efeito de RuApy na organizagdo das
cadeias de alquil, a razdo entre a intensidade do alongamento simétrico que
aparece em aproximadamente 2850 cm! e antisimétrico, em 2920 cm™! do grupo
CH, foi avaliada (Ivy/Iv,s).!5% 181 Pela Figura 4.42 ¢é possivel notar um aumento da
razao da intensidade relativa de 0,56 para o sistema com apenas tampao PBS na
subfase para 0,66 para a monocamada de DPPC na presenga de RuApy na subfase,
indicando certa desordem e, com isso uma mudanc¢a na orientacao das cadeias
alifaticas de DPPC, uma vez que quanto menor a razao das intensidades, maior a
ordem das cadeias alquilicas.!”! Para a composi¢do 95% POPC e 5% POPS a
variagao da razao Ivy/Iv,s foi semelhante a de DPPC, de 0,57 para 0,66, indicando
também certa desordem quando o RuApy ¢ adicionado ao sistema.

Entretanto, um efeito de desordem significativo foi observado para
adicao de RuApy na subfase para as monocamadas compostas unicamente de
POPC, de 0,86 para 2,98 com RuApy na subfase aquosa, possivelmente por conta
da maior fluidez da monocamada que permite que o RuApy cause maior distarbio
no sistema lipidico ao interagir na parte polar. Essas mudancas observadas nos
sinais da cadeia carbdnica polar podem ter ocorrido devido a interagdo do RuApy
com a parte polar, que causa uma desordem em todo sistema lipidico, alterando

também os sinais das cadeias apolares.
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FIGURA 4.42 - Espectros de PM-IRRAS na regido da cadeia alquil para as
monocamadas compostas de (A) DPPC, (B) POPC e (C) 95% de POPC e 5%

POPS no sistema sem (preto) e na presenca de 2 uM de RuApy (azul) na subfase
aquosa de tampao PBS pH 7.4.

Tais resultados corroboram com a hipotese levantada anteriormente
de que o mecanismo de interagdo ocorre principalmente por conta de contribuig¢ao
eletrostatica e de ligagdes de hidrogénio e provavelmente ocorre com a parte da

cabeca polar dos lipidios que compdem a monocamada.

4.3.5. Estudos de Estabilidade dos Modelos de Membrana com GUVs na
Presenca do RuApy

As imagens de microscopia de fluorescéncia com vesiculas
unilamelares gigantes foram realizadas de modo a avaliar se o complexo

comprometia a integridade da vesicula ao interagir, e se era possivel visualizar a
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interacdo do complexo com as bicamadas das GUVs por meio da fluorescéncia
do complexo, utilizando o filtro Alexa 488 no microscopio. Desta forma, para
cada uma das composic¢oes lipidicas estudadas, primeiro foi feita a medida sem
complexo no meio para garantir que as vesiculas mantinham sua integridade
durante o experimento e se o complexo alteraria 0 comportamento. Desta forma,
as vesiculas foram avaliadas no escuro e ap6s 15 minutos de irradiacdo de luz em
488 nm em solucdo de 200 mM de glicose, que é o meio gque sdo feitas as medidas
de microscopia com as GUVs. Isso leva o complexo RuApy a uma reagédo
fotoquimica em meio aquoso, de forma a gerar o cis-[Ru(phen),(H,0),]*" como
fotoproduto (Equacéo 4.1 e 4.2). Tal reacéo leva a perda da emissédo do complexo
RuApy com a formagdo do complexo cis-[Ru(phen),(H,0),]** como mostrado na
Figura 4.43 (A), o que indica que em 15 minutos de irradiacdo 0 processo
fotoquimico esta ocorrendo. Nos espectros de absorcdo nédo se observa alteracao
na banda de MLCT, Figura 4.43 (B), pois 0 complexo aquo apresenta absorcéo

no mesmo comprimento de onda do RuApy.

cis-[Ru(phen),(3,4Apy).]*+ H,O — cis-[Ru(phen),(3,4-Apy)(H.O)]*" + 3,4Apy
Eq. 4.1

cis-[Ru(phen)»(3,4-Apy)(H,0)]*" + H,O — cis-[Ru(phen),(H,0),]*" + 3,4Apy
Eq. 4.2



97

>
W

— RUAPY 0,14
300 === RUApY irradiado por 15 minutos = RUApPY
0,12 = RUApY irradiado por 15 minutos

250
0,10

200
0,08

150
0,06

Absorbancia (u.a.)

100 -
0 0,04

Intensidade de emisséo (u.a.)

50 0,02

T T T T T T T 0,00 T T T T T T T
550 600 650 700 750 800 850 900] 360 400 440 480 520 560 600

Comprimento de onda (hm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.43 - (A) Espectros de emissao para 0 RuUApy sem irradiacédo (preto) e
depois de irradiar em 488 nm por 15 minutos (vermelho) e (B) Espectros de
absorcéo para o RuApy sem irradiacéo (preto) e depois de irradiar em 488 nm por

15 minutos (vermelho) em solucdo de glicose 200 mM.

Desta forma, o primeiro experimento foi feito com GUVs compostas
apenas de POPC estavam presentes no meio, como controle. Nota-se que nédo ha
mudanca estrutural da vesicula apos 15 minutos de irradiagéo de luz, Figura 4.44
e gue ndo ha luminescéncia aparente nas imagens de fluorescéncia, como o

esperado.
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0 minutos 15 minutos

FIGURA 4.44 - Imagens de microscopia Otica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia (abaixo) para vesiculas compostas unicamente do fosfolipideo

POPC no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacdo de luz em 488 nm.

Com a adicdo de 10 uM de RuApy observa-se primeiramente que as
GUVs mantém sua forma e néo sofre alteracOes estruturais ou perturbacbes na
bicamada mesmo depois de 15 minutos de irradiacdo de luz em 488 nm como
apresentado na Figura 4.45. Nas imagens de fluorescéncia nota-se que a emisséo
do complexo esta espalhada no meio e é levemente mais intensa ao redor da
vesicula onde o complexo interage com a bicamada que forma a vesicula, o que
corrobora com os resultados de espectroscopia de fluorescéncia na qual néo se
observou mudanga na fluorescéncia do complexo RuApy na presenca das
vesiculas unilamelares grandes.

Além disso, a fluorescéncia do complexo néo é téo intensa quanto de
um corante organico, ainda mais em uma concentracdo como a que foi utilizada,
por isso a emissdo do complexo ndo aparece nas imagens de fluorescéncia quando
feita a excitacdo com o filtro Alexa 488. Desta forma, pode-se afirmar que ndo é
possivel analisar a interacdo do complexo com as vesiculas visualmente. Ainda,

depois dos 15 minutos de irradiacdo ¢é possivel ver que a fluorescéncia diminui,



99

sendo quase imperceptivel, o que faz sentido considerando que o complexo perde

intensidade de emiss@o quando passa por um processo fotoquimico.

0 minutos 15 minutos

20 pm

FIGURA 4.45 - Imagens de microscopia Otica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia (abaixo) no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacdo de luz em

488 nm para vesiculas de POPC.

Seguindo o padrdo dos experimentos anteriores, foram feitas
imagens de microscopio para as GUVs compostas de POPC e 20% mol de
Colesterol, por conta da importancia do colesterol frente a interacdo do peptideo
AB142 e as membranas. Nas imagens de microscopia Otica para o controle
contendo apenas as GUVs, Figura 4.46, ndo ha alteracdo estrutural aparente nas
vesiculas com 15 minutos de irradiagdo de luz e as imagens de fluorescéncia ndo

mostraram nenhum indicio de fluorescéncia.
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0 minutos 15 minutos

FIGURA 4.46 - Imagens de microscopia Otica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia (abaixo) para vesiculas compostas da mistura POPC:Chol no tempo

0 e depois de 15 minutos de irradiacao de luz em 488 nm.

As imagens obtidas por microscopia oOtica na presenga de 10 uM do
complexo RuApy, Figura 4.47, corroboram com os resultados obtidos
anteriormente com os espectros de emissdo. Pelas imagens de fluorescéncia nota-
se que a fluorescéncia do complexo parece estar espalhada ao redor da vesicula,
aparentemente no meio externo da GUV, ou seja, possivelmente o complexo nao
ultrapassou a bicamada e ndo ha sinal visual aparente de uma interagao forte com
a bicamada da GUV. Ainda, com a irradiacdo de luz em 488 nm durante 15

minutos nao foi observada nenhuma alteragao estrutural da vesicula.
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0 minutos 15 minutos

FIGURA 4.47 - Imagens de microscopia dtica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia (abaixo) no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacao de luz em

488 nm para vesiculas da mistura POPC:Chol.

No caso das vesiculas compostas 100% de lipidios negativos DOPG,
o0 controle mostra que ndo héa perda de estabilidade das vesiculas quando estas séo

irradiadas com luz em 488 nm na auséncia do complexo, Figura 4.48.

0 minutos 15 minutos

., . O
o
o

FIGURA 4.48 - Imagens de microscopia oOtica para campo claro (acima) e de

fluorescéncia (abaixo) para vesiculas compostas unicamente do fosfolipideo

DOPG no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacao de luz em 488 nm.

No entanto, ha uma perda de estabilidade da membrana da vesicula

na presenca de 10uM de RuApy apds irradiacao de luz em 488 nm por 10 minutos,
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como pode-se observar na sequéncia de imagens na Figura 4.49. Isso pode ser um
indicativo estd ocorrendo uma interagao entre o complexo e a vesicula de DOPG,
provavelmente de natureza eletrostatica, e pelos resultados de Ky j& foi
demonstrado que ha contribuicdo de desse tipo de interacdo com apenas 5% de
lipideos negativos na membrana. Desta forma, para uma vesicula composta
apenas de lipideos carregados negativamente, a interacdo seria ainda mais
pronunciada. Sob irradiagdo de luz, frente a rea¢do fotoquimica que esta
ocorrendo com o RuApy, a bicamada da vesicula perde estabilidade e acaba se

rompendo.

FIGURA 4.49 - Sequéncia de imagens de microscopia mostrando o rompimento
da bicamada das vesiculas de DOPG na presenca de 10uM de RuApy apds 10

minutos de irradiacao.

A (ltima condicdo analisada foi com as GUVs compostas de
DPPC:POPC:SM:Chol:GM1 que mimetizam uma célula neuronal saudavel.'>® As

imagens de controle estdo apresentadas na Figura 4.50. Ndo ha perturbacéo
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aparente na bicamada das vesiculas depois de 15 minutos de irradiacdo de luz de

488 nm. E ndo ha luminescéncia aparente para as vesiculas sozinhas.

0 minutos 15 minutos

FIGURA 4.50 - Imagens de microscopia Otica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia  (abaixo) para  vesiculas  compostas da  mistura
DPPC:POPC:SM:Chol:GM1 no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacdo de

luz em 488 nm.

Com a adicdo de 10 uM de RuApy ao sistema, Figura 4.51, mais uma
vez observa-se que nas imagens de fluorescéncia o RuApy estd emitindo
fracamente e sua luminescéncia aparece espalhada no meio externo da vesicula,
sem indicios visuais de que o complexo esta de alguma forma interagindo com a
bicamada lipidica da vesicula. Durante 15 minutos de irradiacdo a vesicula se
manteve integra, sem perturbacdes aparentes, porém na imagem de fluorescéncia,
a emissdao do complexo ndo aparece mais delimitando a vesicula e sim espalhado
no meio, entdo, possivelmente o complexo perdeu emisséo suficiente durante o
processo de irradiacdo de forma a ndo ser possivel mais ver claramente as

delimitacbes da vesicula.
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0 minutos 15 minutos

FIGURA 4.51 - Imagens de microscopia Otica para campo claro (acima) e de
fluorescéncia (abaixo) no tempo 0 e depois de 15 minutos de irradiacdo de luz em
488 nm para vesiculas compostas da mistura DPPC:POPC:SM:Chol:GM1.

4.4. Interaciio AP1-42/GUVs

Foram realizados experimentos com as vesiculas unilamelares
gigantes para observar se a toxicidade do Af;.4; estava associada também a danos
que ele eventualmente poderia causar 8 membrana celular. Para tal foram feitos
experimentos colocando o A;.4; em sua forma monomérica junto as GUVs para
observar através da microscopia oOtica se este causaria algum dano a membrana.

Primeiramente, foram realizados experimentos com GUVs
compostas 100% dos lipidios negativos DOPG, que ¢ a situacdo mais extrema de
cargas negativas no sistema, ja que ¢ dito na literatura que cargas negativas
aumentam a interagdo do peptideo com as membranas das GUV's e com a mistura
de lipideos que mimetiza uma membrana neuronal saudavel
(DPPC:POPC:SM:Chol:GM1).152 158

As amostras de GUVs com 20 uM AP,4> adicionados na forma
monomerica foram deixadas incubando nas condi¢des do A4, (37°C, tampao

PBS) por 1 hora antes da anélise no microscopio e ainda foram deixadas no
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microscopio sob observacdo da mesma vesicula por 1 hora, o que completa 2
horas.!®? Para o controle (amostra sem A;4,) seguiu-se 0 mesmo padrio de
experimento. Os resultados para a vesicula composta unicamente do lipideo
negativo DOPG estdo apresentados na Figura 4.52 e mostram que ndao houve

alteragdes visuais na integridade ou forma das vesiculas.

1 hora

FIGURA 4.52 - Vesiculas unilamelares gigantes compostas unicamente de DOPG
sob observacdo durante 1 hora para (A) Controle (apenas a vesicula) e (B)

Vesicula na presenga de 20 uM de AP 4.

Posteriormente, com as GUVs mimetizando a membrana neuronal
saudavel para as quais os resultados estdo apresentados na Figura 4.53, seria
possivel avaliar se a presenca de componentes de membrana como gangliosideos
e colesterol alteravam a resposta visual quando o A4, € adicionado ao meio. No
entanto, as imagens mais uma vez nao mostraram nenhuma modificagcdo aparente

na estrutura e integridade da vesicula estudada.
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1 hora Tempo 0 1 hora

FIGURA 4.53 - Vesiculas unilamelares gigantes compostas de uma mistura
DPPC:POPC:SM:Chol:GM1 sob observac¢ao durante 1 hora para (A) Controle
(apenas a vesicula) e (B) Vesicula na presenga de 20uM do peptideo AP 4.

E dificil afirmar se hd uma interagio do A4 em sua forma
monomeérica pois a técnica permite apenas a avaliagdo visual, e ndo houve, para
os dois casos testados, quaisquer sinais visuais que indicassem com certeza que a
interacao ocorreu, assim ndo € possivel concluir com certeza que a interagdo de
fato aconteceu. Ainda, mesmo realizando a incubacdo antes de realizar as
medidas, e, em teoria, de acordo com a cinética, o AP ja estaria agregado, ou
seja, passado pelo processo de agregacao junto a GUV, ndo se pode afirmar que
1sso causaria danos a integridade das vesiculas. Além disso para os resultados com
células foram necessarias 48 de incubacao para que o peptideo apresentasse uma
toxicidade significativa, entdo, talvez, fosse necessario mais tempo de incubacao
das GUVs junto ao peptideo para que fosse possivel observar visivelmente danos

ou modifica¢des nas vesiculas em questdo, seja qual for a composi¢ao dela.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho pode-se
concluir que o complexo luminescente cis-[Ru(phen)»(3,4Apy).]*>" desempenha
um papel importante na agregagao do peptideo A4z, isso porque ha a indicagao
de que o complexo atuar como um agente que pode mudar ou atrasar a formagao
de espécies toxicas do peptideo APi.42, ja que observa-se que ndo ha a formacao
da banda de emissdao em 340 nm, possivelmente proveniente da formacao da
ditirosina, quando o complexo esta presente no meio, além de atrasar a formagao
de fibrilas, o que foi observado pelos espectros de dicroismo circular e, ainda,
proteger as cé€lulas da linhagem de neuroblastoma humano SH-SYSY. Nas
analises da interagdo do complexo com os modelos de membrana foi possivel
concluir que o RuApy interage com os modelos de membrana, possivelmente de
forma majoritdria na parte polar da membrana por meio de interacdes
eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio e, desta forma, poderia afetar a interacao
do ABi4, com as membranas ou por conta da mudanga que ele promove no
processo de agregagdo para um caminho menos toxico que nao causaria danos na
membrana, ou ao interagir com a membrana evitando a interacdo do AP e assim,

sua toxicidade frente a membrana celular.
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