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RESUMO

COMPLEXOS DE METAIS DE TRANSICAO
MULTIFUNCIONAIS PARA O TRATAMENTO E
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE ALZHEIMER

Este trabalho descreve a sintese e caracterizagdo dos complexos cis-
[Ru(phen)z(L).]?*, em que phen = 1,10-fenantrolina; L= 3,4-diaminopiridina e 4-
aminopiridina, assim como resultados in vitro para o diagndéstico e tratamento da
DA. Os complexos séo estaveis e soluveis em solucdo aquosa, absorvem (Amax =
480 nm, & = 9500 mol* L cm) e emitem ( Aem = 650 Nm, t = 129 ns; 1,3 ns) na
regido do visivel, e apresentam deslocamento de Stokes na ordem de 5000 cm™,
A luminescéncia dos complexos foi incorporada no citoplasma de células Neuro
2a, e ndo apresentaram danos aparentes a integridade da membrana celular, a
morfologia e citotoxicidade (ICsp >> 50 puM). A atividade inibitoria dos
complexos foi avaliada para as enzimas acetilcolinesterase recombinante
humana (hAChE) e butirilcolinesterase de soro humano (BuChE) empregando o
método espectrofotométrico proposto por Ellman. Os complexos sdo quatro
vezes mais potentes na inibigdo da enzima AChE do que da BuChE, e a analise
de Lineweaver-Burk indicou uma inibicéo reversivel e do tipo mista para os dois
complexos. A capacidade antioxidante dos complexos foi investigada a partir da
analise do sequestro do radical hidroxila, e também empregando os modelos de
radicais estaveis DPPH" (2,2-difenil-1picril-hidrazila) e ABTS™ (2,2'-azinobis-
[3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid]). O complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy)2]?* apresentou boa habilidade antioxidante frente aos radicais testados. A
luminescéncia dos complexos foi utilizada para monitorar em tempo real a
agregacdo do BAi.40 com 0 uso da técnica FLIM. Sob as mesmas condicGes
experimentais, 0s complexos se ligam ao BA;-4 € ao centro hidrofébico BAs.21,
mas ndo ao BA,-3s5, N0 qual os residuos apolares Vall8 e Phe20 estdo ausentes, 0
que indica que os complexos podem reconhecer e alinhar locais especificos do

peptideo BA.
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ABSTRACT

MULTIFUNCTIONAL TRANSITION METAL COMPLEXES
TO TREATMENT AND DIAGNOSIS OF ALZHEIMER'S
DISEASE

This work describes the synthesis and characterization of complexes cis-[Ru
(phen)z(L)2]?*, where phen = 1,10-phenanthroline; L = 3,4-diaminopyridine and
4-aminopyridine, as well results for in vitro AD diagnosis and treatment. The
complexes are soluble and stable in aqueous solution, display absorption (Amax =
480 nm; & = 9500 mol* L cm) and emission (Aem = 650 nm; t = 129 ns, 1.3 ns)
in the region visible, and Stokes shift about 5000 cm™. The luminescence of the
complexes was incorporated into the cytoplasm of Neuro 2a cells, and showed
no apparent damage of cell membrane integrity, morphology, and cytoxicity
(ICso >> 50 uM). The inhibitory activity of complexes was evaluated for human
recombinant acetylcholinesterase (hAChE) and butyrylcholinesterase from
human serum (hBuChE) using the spectrophotometric method proposed by
Ellman. The complexes are 4-fold more potent to hAChE than hBuChE, and the
Lineweaver-Burk analysis indicated a reversible and mixed-type inhibition for
both complexes. The antioxidant capacity of complexes was evaluated from the
analysis of hydroxyl radical scavenging, and using the stable radicals 2,2-
diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH") and the 2,2-azinobis-3ethylbenzothiazoline-
6-sulphonate (ABTS™). The complex cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** showed a
great antioxidant ability against the tested radicals. We used the luminescence of
complexes to monitor in real time the self-aggregation of ABi—4 with the FLIM
technique. Under the same experimental conditions, the complexes bind to Ap;-
40 and to central hydrophobic core APis.21, but not to APx-ss, that lacks the
apolar Vall8 and Phe20 residues, this indicates that the complexes can

recognize and align specific sites of the AB peptide.
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1- INTRODUCAO
1.1- A doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) € a forma mais comum de deméncia
e é responsavel pelo declinio progressivo do funcionamento do organismo de
uma pessoa.! Ela é caracterizada pelo déficit das funcbes cognitivas levando ao
comprometimento da capacidade motora e raciocinio. Os danos neurais Sdo
lentos e progressivos, e geralmente iniciam-se pela perda de memdria de curto
prazo.? Os danos progridem até o0 momento que o paciente é incapaz de recordar
de momentos de sua vida bem como de seus familiares e, assim, o paciente
necessita de cuidados especiais por periodo integral.? Além do impacto na vida
da familia, também acarreta elevados gastos econémicos. Com o aumento da
expectativa de vida, a incidéncia da DA também aumenta.® Segundo a
Associacdo Brasileira de Alzheimer, existe mais de um milhdo de casos no
Brasil, grande parte ainda néo diagnosticada.* Esses fatores tornam relevante o
estudo sobre a doenca, e tanto o diagnostico quanto o tratamento nos estagios
iniciais da doenca sdo os alvos de pesquisa que mais atraem a comunidade

cientifica.’

1.2- Causas da doenca

Devido a natureza multifatorial da doenca, as causas do
desencadeamento da mesma néo sdo claramente conhecidas,® mas trés fatores se
destacam: o fator colinérgico, o genético e o estresse oxidativo. Tais fatores sdo
extensamente explorados na busca do tratamento e diagndstico da doenca, e séo

descritos a seguir. 789



1.2.1- Fator colinérgico

O fator colinérgico é baseado na perda seletiva de neurdnios
colinérgicos e isto acarreta uma deficiéncia nos niveis do neurotransmissor
acetilcolina (ACh).1° As enzimas colinesterases sdo responsaveis pelo controle
dos niveis do neurotransmissor ACh no cérebro, degradando-o em acetato e
colina. Duas enzimas colinesterases sdo encontradas no ceérebro, a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BuChE), as quais se
diferenciam principalmente quanto a especificidade pelo substrato acetilcolina.
A enzima AChE é principalmente encontrada nos neurdnios e e altamente
especifica ao substrato ACh, enquanto que a enzima BuChE esta associada as
células da glia e apresenta baixa especificidade ao substrato ACh.* Em um
cérebro saudavel, a AChE é responsavel por 80% do controle dos niveis do
neurotransmissor ACh, por outro lado, a BuChE tem uma pequena
contribuicdo.!! Estudos demonstraram que em estagios avancados da doenca de
Alzheimer a atividade da AChE é reduzida, e um aumento na atividade da
BUuChE é observado como uma acgdo de compensacdo.'’? As duas enzimas
colinesterases possuem papeis importantes no desenvolvimento e progresso da
DA.

A enzima AChE de origem do Torpedo californica (TCAChE) foi a
primeira colinesterase que teve sua estrutura tridimensional determinada por
difracdo de raio-X em 1991.1% Geralmente, a estrutura da AChE de diferentes
especies sdo bastante conservadas, a TCAChE tem mais de 60% de identidade
em comparacdo com a AChE de mamiferos.'*

A enzima AChE é constituida por dois sitios de ligacdo, o ativo e 0
periférico. O sitio ativo de ligacéo ¢ localizado na parte inferior de uma cavidade
estreita ¢ profunda, denominada “cavidade aromatica”, a qual € composta
principalmente por anéis arométicos de residuos de aminoacidos. Os
aminoacidos Ser200, His440 e Glu327 (na TcCAChE) constituintes do sitio ativo

sdo essenciais para a atividade catalitica da enzima, e s3o denominados “triade



catalitica”. O sitio anidnico periférico é localizado na parte superior da cavidade
aromatica, apesar de ndo participar diretamente da atividade catalitica da
enzima, este esta envolvido na ligacéo de inibidores a enzima.™ As Figuras 1.1 e
1.2 representam as caracteristicas estruturais das enzimas colinesterases e a
estrutura tridimensional da TCAChE, respectivamente.

Cinco principais regides podem ser destacadas na estrutura da
enzima AChE humana (hAChE). O sitio anidnico periférico (residuos Tyr72,
Tyr 124, Tyr 341, Asp74 e Trp286), a bolsa acil (residuos Phe297, Phe295 e
Phe338), o sitio esterasico (residuos Ser203, His447 e Glu202), o buraco
oxianiodnico (residuos Gly121, Gly122 e Ala204) e o subsitio anidnico ( residuos
Trp86 e Glu202).16

Peripheral
binding site

Choline
binding
site
Active site
gorge

Catalytic
triad

FIGURA 1.1- Caracteristicas estruturais das enzimas colinesterases. Fonte:
SOREQ, 2001, p 294.Y7



FIGURA 1.2- Estrutura tridimensional da AChE do Torpedo california, em
destaque a triade catalitica (PDB 1EAD).

Além da funcdo colinérgica, Inestrosal® e colaboradores
demonstraram que a enzima AChE acelera a formacdo dos depoésitos do
peptideo B-amildide pela formacdo de um complexo estavel AB-AChE. E que
esta funcéo ndo colinérgica da AChE envolve seu sitio aniénico periférico.

Uma estratégia para o tratamento da doenca de Alzheimer é baseada
na inibicdo das enzimas colinesterases, elevando os niveis do neurotransmissor
acetilcolina (ACh). Inibidores comerciais das enzimas colinesterases como
tacrina,’® donepezil® e rivastigmina?* sdo inibidores potentes, entretanto,
apresentam inconvenientes como severos efeitos colaterais. Logo, a pesquisa por

novos inibidores é de grande interesse.



1.2.2- Estresse oxidativo

O elevado consumo de oxigénio, alto teor de lipideos e baixo nivel
de enzimas antioxidantes tornam o cérebro particularmente suscetivel aos danos
provocados pelos radicias livres.?? O excesso da formagdo de radicais livres e
seus produtos, ou falha no mecanismo de defesa antioxidante resulta no estresse
oxidativo.?? Sendo que esse estado pode ser estimado pelo actimulo de produtos
de oxidacdo, Esquema 1.1.

Os neurbnios sdo celulas pds-mitéticas que acumulam danos
oxidativos ao longo do tempo indicando uma relacdo direta entre o estresse
oxidativo com as doencas neurodegerativas.?

O papel do estresse oxidativo na doenca de Alzheimer esta
relacionado com o desequilibrio da homeostase de ions metalicos, em particular
alteracdes nos niveis de zinco, ferro e cobre, os quais favorecem a producéo das
espécies reativas do oxigénio (ROS).22* Em cerébros de pacientes de DA foram
detectados um aumento consideravel nos niveis destes ions metalicos quando
comparados ao cerébro de pessoas com a mesma idade saudaveis. Também,
estes metais desempenham funcdes relevantes na agregacdo do peptideo beta-
amildide (BA), assim como também favorecem a producdo de ROS a partir da

associacéao do BA com fons Cu?*,26-27.28.29.30

GSH Peroxidase -
FE'+ 3+

ESQUEMA 1.1- Representacdo do desenvolvimento do estresse oxidativo.

|
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1.2.3- Fator genético

Nos Ultimos anos, observa-se um grande esforco da comunidade
cientifica em estudar as fases bioquimicas do processo de agregacdo do peptideo
B-amiléide devido as suas implicacdes no desenvolvimento e progresso da DA.3!
O papel desse peptideo na DA é estabelecido pelo seu acumulo ao longo do
tempo como mondmeros sollveis, oligbmeros, protofibrilas e fibrilas maduras
que se depositam como placas insoliveis em regides especificas do cerebro, a

Figura 1.3 representa um modelo do processo de agregacdo do BA.
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FIGURA 1.3- Modelo do processo de agregagédo do BA. Fonte: KUMAR, 2011,
p. 298. %

As placas amiloides podem perturbar a fun¢do normal do cérebro
alterando a plasticidade sinaptica,®* ou atrdves da promocdo de um processo
inflamatdrio local da microglia e astrécitos,®® danos oxidativos,® desregulacdo da
homeostase3* de fons Ca?* que leva a uma perda gradual e progressiva sinaptica,

a morte neuronal e declinio cognitivo.® O saldo liquido entre a producdo e



remocdao de depositos do BA determina o grau de danos neuronais no cérebro e a
fase da DA.®

Por esta razdo, existe um grande interesse em estratégias para
identificar os depdsitos do peptideo B-amildide.® Esta é uma questdo
importante, uma vez que um diagnostico definitivo da DA pode ser realizado
apenas por biopsia ou autépsia.®® Além disso, os compostos capazes de
reconhecer as fases iniciais da agregacdao, em particular na forma oligomérica
neurotoxica do BA>® sdo de grande importancia para a elucidacéo da dinamica
da agregacéo do BA e, consequentemente, para a descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento de pacientes em estagios iniciais da
doenca.

Uma das primeiras sondas luminescentes desenvolvidas para o
diagndstico do BA foi a Tioflavina (ThT),® Figura 1.4(A). A propriedade
fluorescente “light-switching” na presenca do BA € rotineiramente utilizada para
caracterizacdo das fibrilas do BA em células e tecidos por medidas de
fluorescéncia no estado estacionario, Figura 1.4(B).3 Entretanto, essa sonda nao
e capaz de detectar os oligdmeros e protofibrilas, os quais sédo considerados
responsaveis pela neurotoxicidade do peptideo BA.*° Suas propriedades
espectroscopicas como absorcdo e emissdo na regido do UV, pequeno
deslocamento de Stokes e tempo de vida de emissdo curto sdo fatores limitantes
para aplicacdo bioldgica. Além disso, a baixa absorcdo pela barreira cerebral e

problemas sobre especificidade limitam sua aplicacdo em ensaios in vivo.*
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FIGURA 1.4- (A) Representacdo da estrutura da tioflavina; (B) ldentificacéo

das fibrilas do BA a partir das propriedades de emissdo no estado estacionario da
ThT. Fonte: AMDURSKY, 2012, p. 1549.%

Nos ultimos anos, derivados mais sensiveis da ThT ligados a
isotopos radioativos de carbono-11 (*'C) e fltior-18 (*8F) tém sido investigados a
partir da técnica de tomografia por emissdo de poésitrons (PET).43444546 Entre
eles, o composto-B de Pittsburgh, (*!C-PIB),**® e o0s compostos (‘8F-
AZD4694),%° BE-FPIB,>® (*2%I-IMPY)> demonstraram bons resultados em
ensaios clinicos. F-FPIB (visamyl™) foi aprovado pela FDA para diagnostico
por imagem do PA e estimativa da densidade de placas
neurl’tiCaS.52,53,54,55,56,57,58,59

Muitos exemplos de compostos radioativos baseados em complexos
metalicos, tais como de **"TcY, ReY e %Cu também foram investigados como
uma alternativa aos radionuclideos C-11 e F-18.%°

O bis(aminoetanotiol) e complexos quelatos de ditiol monoamina-
monoamida de centro metalico radionuclideo ®™TcY e ReV contendo derivados
de benzotiazol,®* benzofurano,®? chalconas, flavonas,®® naftaleno,® aurona e
dibenzilidenoacetona® foram sintetizados para se ligarem as placas do BA, e a

maioria deles exibem alta absorcdo pela barreira cerebral. Complexos de



radionuclideo de cobre, %Cu, combinados com ligantes tiosemicarbazona® e
benzotiazola ou estirilpiridina, marcadores fluorescentes, também foram
relatados para diagndstico por imagem e toxicidade das placas do BA.%’

Complexos carbonilicos de Re(l), ®™Tc(l) e **Tc(l) contendo um
grupo pentadentado conjugado com um quelato tridentado, por exemplo,
benzotiazola, curcumina e um ligante labil coordenado ao centro metalico, tais
como agua ou grupos fosfinas, também foram investigados.58°

Resultados semelhantes tém sido encontrados para complexos néo-
radiativos de amina tetra coordenada de Cu(ll) e Pt(Il) com ligantes labeis
cloreto. Os locais de ligacdo preferidos para estes centros metélicos sdo 0s
residuos de imidazol em His6, His13, e Hisl4 do BA, possivelmente devido a
perda de um ou mais ligantes cloreto.’®"72

Tendo em vista estas propriedades, complexos de Ru(lll) como
NAMI-A, ([Him][trans-RuCl4(DMSO)(im)], im = imidazol), KP1019,
([Hind][trans- [RuCl4(ind).], ind = indazole) e o seu analogo de Na" (KP1339)
tém sido investigados.”® Embora NAMI-A e KP1339 estejam atualmente em
ensaios clinicos devido as suas propriedades antitumorais,”*™7%" eles foram
inativos ou exibiram baixa atividade contra ligacéo e toxicidade do BA.

Em contraste, o complexo de Ru(ll), fac-[Ru(CO)sCl,thz], em que
thz = 1,3-tiazol, interage fortemente com BA;.,s produzindo uma ligacao estavel
Ru-BA;.2s a partir da perda dos ligantes cloreto e thz.”

Complexos polipiridinicos de Ru(ll) sdo particularmente
interessantes devido as suas propriedades espectroscopicas Unicas, as quais
podem fornecer oportunidades valiosas para aplicacdes como sonda e bio-
imagem.79,80,81,82,83

Um estudo recente explora isto em detalhes para o complexo Ru(a.-
diimina)dppz, a-diimina = 2,2"-bipiridina, 1,10-fenantrolina e dppz = dipirido
[3,2-a: 2 ', 3'-c]-fenazina.?*®® Em particular, Marti e colaboradores, propuseram,

a partir de um modelo experimental cinético de trés estagios para a fibrilizacéo
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do PBAi-4 e uma modelagem computacional, que o Ru liga-se a uma fenda
hidrofobica, formada sobre a superficie das fibrilas do BA entre os residuos
Vall8 e Phe20. Esta interacdo é responsavel pela propriedade “light-switching”

do complexo na presenca das fibrilas do BA em solugao aquosa.

1.3- Proposta do trabalho

Diante da natureza multifatorial da doenca de Alzheimer, a melhor
estratégia é abordar os diferentes fatores na busca de um composto terandstico,
Ou seja, para o tratamento e diagnostico da doenga, e em particular que atue nos
estagios iniciais da doenca. Neste contexto, a proposta deste trabalho consistiu
no desenvolvimento de complexos de Ru(ll) luminescentes para o diagnostico e
tratamento da DA. Para isso, coordenou-se ao centro metalico Ru(ll) duas
moléculas do ligante bidentado 1,10-fenantrolina (phen) e duas moléculas da

familia das aminopiridinas (3,4-diaminopiridina ou 4-aminopiridina).

1.4- Justificativa

A natureza multifatorial da doenca de Alzheimer tem despertado
um extenso interesse no desenvolvimento de agentes terapéuticos que atuem em
diferentes niveis da patologia.”® Grande parte do interesse tem se concentrado
sobre os inibidores das colinesterases,?”88899091.92 ¢ danos oxidativos, embora 0s
agentes anti-agregacdo do amiloide, a modulacdo da proteina tau e colesterol
também tém sido extensivamente estudadas. Neste contexto, a funcéo
desempenhada pelas aminopiridinas no sistema cognitivo e colinérgico,®** nos
motivou a investigar os efeitos dos complexos sobre a atividade das
colinesterases.

A escolha do fragmento {Ru(phen),}?* foi planejada considerando a
estrutura hidrofébica e planar da fenantrolina que pode contribuir para

interacdes hidrofébicas com alvos biologicos. Este fragmento oferece também
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transicdes eletrbnicas de natureza de transferéncia de carga do metal para o
ligante (MLCT, Ru(Il),n—phen,n*) favorecendo propriedades de luminescéncia

ao complexo.

2- OBJETIVOS
2.1 - Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de complexos
de Ru(Il) luminescentes para o diagnéstico nos estagios iniciais da doenca de

Alzheimer e seu tratamento.

2.2 - Especificos

e Sintetizar os complexos cis-[Ru(phen)2(Apy).]**, em que phen = 1,10

fenantrolina, Apy = 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina;
e Caracterizar os complexos por analise elementar e RMN de H;
e Investigar as propriedades espectroscopicas;
e Avaliar a solubilidade e estabilidade dos complexos em solucdo aquosa;

e Investigar o potencial de inibicdo dos complexos frente as enzimas

colinesterases;
e Avaliar a capacidade antioxidante dos complexos;

e Investigar a interacdo dos complexos com o peptideo f—amildide.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Reagentes

Os compostos RuCl3e3H,0, cloreto de litio (LiCl), 1,10-
fenantrolina (phen), 3,4-diaminopiridina (3,4-Apy), 4-aminopiridina (4-Apy) e
hexafluorfosfato de amonio (NH4PFs) todos de procedéncia Sigma-Aldrich,
foram utilizados como reagentes nas sinteses dos complexos. Acido fosférico
(HsPO,), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), fosfato de potassio dibasico
(K;HPO,) e fosfato de potassio tribasico (KsPQO,), todos de procedéncia Sigma-
Aldrich foram utilizados no preparo das solucdes tampdo. Os solventes
organicos usados sdo de grau de pureza HPLC e as solugbes aquosas foram
preparadas com agua Milli-Q.

Os compostos Trizma cloridrato (Tris/HCI), Soro albumina bovina
(BSA), iodeto de acetiltiocolina (ATChl), iodeto de butiriltiocolina (BuTChl),
acetilcolinesterase  da  espécie  Electrophorus  electricus  (eeAChE),
acetilcolinesterase recombinante humana (hAChE), butirilcolinesterase de soro
humano (hBuChE), acido 5,5 -ditiobis(nitrobenzéico) (DTNB) de procedéncia
Sigma-Aldrich foram empregados nos estudos de inibicdo enzimatica.

Os compostos 5,5-dimetil-1-pirrolidina-N-6xido (DMPO, Sigma-
Aldrich), sulfato de ferro(ll) (Merck), peroxido de hidrogénio (H:0,), 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila  (DPPH), sal de ABTS [2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), Sigma-Aldrich], persulfato de potéssio (Sigma-
Aldrich) foram utilizados na avaliacdo da capacidade antioxidante dos
complexos.

No monitoramento do processo de agregacdo do PA todos os
peptideos utilizados sdo de procedéncia GenScript. Foram empregados 0s
fragmentos [(1-40), B(22-35) e B(15-21).
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3.2- Sintese dos complexos

3.2.1- Preparacéo do precursor cis-[RuCl,(phen);]

O complexo precursor foi preparado pelo procedimento descrito na
literatura.®® 0,38 mmols de RuClz*3H,0, 0,76 mmols de 1,10-fenantrolina e 2,6
mmols de cloreto de litio foram solubilizados em 15 mL de dimetilformamida
previamente desaerado. A mistura reacional foi mantida em refluxo por oito
horas em atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia de luz. Apoés
esse periodo o sistema foi resfriado a temperatura ambiente. Na sequéncia,
adicionou-se 200 mL de acetona previamente destilada e resfriada. A mistura foi
conservada sob refrigeracdo por uma noite para assegurar a precipitacao total. O
solido obtido foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada até que a agua
mée ficasse incolor. O complexo de coloracdo roxa foi seco e o rendimento

calculado foi de 58%.

3.2.2- Preparacéo dos complexos cis-[Ru(phen).(Apy).](PFs):

Os complexos foram preparados a partir de 0,1 mmol do precursor
cis-[RuCl,(phen),] e 0,2 mmols de ligante aminopiridina (3,4-diaminopiridina ou
4-aminopiridina) solubilizados em 10 mL de uma mistura etanol/agua (1:1)
previamente desaerada e sob agitacdo continua. O sistema foi mantido sob
refluxo por oito horas sob atmosfera de nitrogénio puro, agitacdo e auséncia de
luz. Apos esse periodo o sistema foi resfriado e adicionou-se 0,2 mmols do
contra ion hexafluorfosfato de amonio (NH4PFs). A mistura permaneceu sob
refrigeracdo por uma noite para a completa precipitacdo do complexo. Este foi
filtrado a vacuo e lavado com agua gelada. O complexo vermelho foi seco e o

rendimento calculado foi de 65%.
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3.3 - Equipamentos e Metodologia
3.3.1- Analise Elementar

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

Federal de S&o Carlos.

3.3.2- Espectroscopia de Absorcéo Eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcédo eletronica foram obtidos na regido do
UV-Vis utilizando-se um espectrofotdbmetro Agilent 8453A. Utilizaram-se celas

de quartzo de 10,0 mm de caminho 6ptico e 3,5 mL de capacidade.

3.3.3- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

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

Universidade Federal de Sao Carlos.

3.3.4- Luminescéncia

Os espectros de emissdo e de excitacdo foram obtidos por meio da
utilizacdo de um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC (lampada
de alta pressao de xendnio de 150W e uma fotomultiplicadora do tipo R928).

3.3.5- Rendimento quantico de emisséo

O rendimento quéantico de emissdo é definido como a razdo entre o

niumero de fotons emitidos pelo numero de fdtons absorvidos por um
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determinado composto. Este pode ser determinado por comparagdo com um
padrdo conhecido na literatura,® como [Ru(bpy)s]?**, a partir da equacdo®’:

Dym = Dy (lam/ Aam) (Astd/ |std) (T]am/ T]std)2
em que Aam, Asg SA0 as absorbancias da amostra e do padrdo em um mesmo
comprimento de onda; l.m, lsw SA0 as intensidades integradas de emissdo da
amostra e do padrdo; nam, Msa S80 0s indices de refracdo dos solventes®

usados no preparo das solugdes da amostra e do padréo.

3.3.6- Tempo de vida de emisséo

Os experimentos de tempo de vida de emissdo foram realizados no
laboratorio de Fotobiofisica da FFCLRP — USP junto ao grupo do Prof. Dr.
Amando Siuiti Ito. A fonte de excitacdo € um laser pulsado Tsunami 3950
(Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire) bombeado por laser de estado
solido Millenia Xs (Spectra Physics), de Nd:YVQ,, que tem saida com poténcia
méaxima de 10W no comprimento de onda 350 nm. O método de contagem de
fétons dnicos correlacionados no tempo (TCSPC) foi usado para determinar o
tempo de vida de emisséo. O software F900 foi utilizado para o ajuste dos dados
experimentais de decaimento a funcdes multiexponenciais, baseado no método
de ajustes de funcdes ndo lineares por minimos quadrados. A qualidade do
ajuste realizado pelo software foi avaliado pelo parametro estatistico y? (chi-

square).

3.3.7- Solubilidade

A solubilidade dos complexos em meio aquoso (tampao fosfato, pH
7,4) foi determinada a 37+0,5 °C pelo método Shake Flask.'® Neste
experimento uma quantidade apropriada de complexo para a saturacdo foi
adicionada a 2 mL de solugdo tampéao. As solucdes foram agitadas durante 24

horas a 50 rpm até o equilibrio. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas
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por 5 minutos em uma centrifuga a 220 rpm. A concentracdo do complexo

filtrado foi determinada com o uso do espectrofotdmetro no UV-Vis.

3.3.8- Citotoxicidade e distribui¢cdo no meio celular

Os experimentos de citotoxicidade e distribuicdo no meio celular
foram realizados no laboratorio de Neurobiologia Estrutural e Funcional da
Universidade Federal de S&o Paulo junto ao grupo do Prof. Dr. Manoel Arcisio-

Miranda.

3.3.8.1- Cultura e diferenciagao celular

Células de neuroblastoma de camundongos, Neuro 2a (ATCC: CCL-
131, gentilmente cedidas pelo Dr. Isaias Glesser, Unifesp) foram rotineiramente
cultivadas em 5% de CO, a 37 °C em DMEM (Sigma-Aldrich, EUA)
suplementado com FBS a 10% (Invitrogen, EUA) e 1% de penicilina /
estreptomicina (Invitrogen, EUA). Antes de cada ensaio as células foram
induzidas a diferenciagdo e desenvolvimento de neuritos pela substituicdo do
meio de cultura pelo meio de diferenciacdo (DMEM suplementado com 2% de

FBS e 20uM de 4cido retindico) durante 72 horas.1%

3.3.8.2- Microscopia Confocal de Varredura Laser

A localizacgdo celular foi obtida seguindo a luminescéncia intrinseca
dos complexos de ruténio do trabalho. As células foram cultivadas em meio de
diferenciacdo em placas de cultura de 40 mm. Apds 48 horas, as células foram
incubadas com os complexos do trabalho (0,5uM) durante 24 horas. O nucleo
celular foi marcado por incubacdo das células com Hoechst-33374 (Molecular
Probes, EUA) durante 15 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes
e mantidas em solucdo de tampdo fosfato (PBS) durante os experimentos. As
imagens foram obtidas em um Microscopio Confocal de Varredura Laser
invertido Zeiss LSM 780(Confocal INFAR e Facilidade de Citometria de fluxo,
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Unifesp). Os complexos foram excitados em 450 nm e emitidos em 590 nm. O
espectro do Hoechst-33374 foi excitado em 346 nm e emitido em 460 nm. As

imagens foram analisadas pelo software ImageJ.1%2

3.3.8.3- Ensaio de viabilidade MTT

A toxicidade celular dos complexos foi avaliada pelo ensaio de
inibicdo da reducdo do MTT.1% As células foram plaqueadas a uma densidade
de 5000 células/pogo em placas de 96 pogcos em meio de cultura sem
penicilina/estreptomicina. Depois de 48 horas, as células foram incubadas
durante 24 horas com a concentracdo desejada de complexo. Em seguida, 10 pl
de MTT (10 mg mL!) foram adicionados a cada pogo. Apds 2h, a solucéo de
cada pogo foi cuidadosamente aspirada e 100 uL. de DMSO foram adicionados a
cada amostra, que foi incubada a temperatura ambiente até a completa lise
celular. A absorbancia do formazan foi medida em 570 nm no leitor de
microplacas Ultra EL 808 (Bio-Tek Instruments). A porcentagem de células
viaveis foi calculada como a razdo entre a absorbancia das células tratadas com
a absorbancia de grupos controle. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.
3.3.9- Estudos de inibicdo das enzimas colinesterases

Os experimentos de inibigdo enzimatica foram realizados com base
no método de Ellman modificado.l®* Esse método baseia-se na hidrélise do
substrato acetiltiocolina (ATChl) pela enzima AChE, formando acetato e
tiocolina, representado no Esquema 3.1. O ion tiocolina é capaz de reagir com o
indicador DTNB por interagdo de pontes de dissulfeto e formar um composto
amarelo (5-tio-nitrobenzoato), com méaximo de absor¢do em 412 nm, Esquema
3.2. De forma que a reacdo enzimatica pode ser acompanhada pelo aumento do
méaximo de absorcdo do ion TNB. No estudo de inibicdo da enzima BuChE o

substrato utilizado foi o butiriltiocolina (BuTChl), representado no Esquema 3.3.
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ESQUEMA 3.1- Hidrolise do substrato acetiltiocolina catalisada pela enzima
AChE.
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ESQUEMA 3.2- Formacgdao do ion TNB.
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ESQUEMA 3.3- Hidrolise do substrato butiriltiocolina catalisada pela enzima
BuChE.

Os reagentes empregados sdo de procedéncia Sigma-Aldrich e as

concentracdes das solucGes usadas nos estudos de inibicdo enzimatica sdo
apresentadas na Tabela 3.1.
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TABELA 3.1- Solucgdes utilizadas nos estudos de inibi¢do enzimatica.

Solucgdes Concentracéao
Solucéo de tampé&o Trizma (pH 8) 0,05 mol L™
Solucéo eletrolitica (NaCl/MgCl,) 0,1/0,02 mol L™
Solugéo de BSA 15 umol L
Solucédo de DTNB 347,5 umol L*
Solugdes de ATChl e BuTChl 0,03 - 0,09 mol L
Solucéo de eeAChE 5U/mL
Solugéo de hAChE 2 umol L?
Solugéo de hBuChE 1 umol L?

A solucdo de tampédo Trizma (pH 8) foi usada no preparo da
solucdo eletrolitica e da solucdo de BSA. A solucdo de DTNB foi preparada a
partir da solucéo eletrolitica.

As solucdes das enzimas colinesterases foram preparadas na
solucdo de BSA. As solucdes dos substratos ATChl e BuTChl foram preparadas
em &gua deionizada Milli-Q. E as solucdes dos complexos foram preparadas em
metanol. De modo que, a porcentagem de metanol em todos os experimentos foi
sempre inferior a 0,5%.

O Esguema 3.4 representa a sequéncia realizada no experimento: a
uma cubeta foram adicionados 2,875 mL de solugcdo de DTNB, 100 pL de
solucdo de inibidor ou metanol, 15 pL da solugdo de enzima incubando por 15
minutos a temperatura ambiente (1). Apds esse periodo a reacdo foi iniciada pela
adicdo de 10 pL de substrato (2). A reacdo foi acompanhada pelo comprimento
de onda do méximo de absorcéo, em 412 nm.

Na determinacdo do ICsy (concentracdo necessaria para reduzir a
atividade da enzima em 50%), a concentracdo de inibidor foi avaliada entre O e
100 pmol L%, sendo a concentracdo do substrato mantida constante. A

porcentagem de inibicdo foi calculada através da comparacdo da atividade da
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enzima na presenca do inibidor com a atividade da enzima na auséncia do
inibidor, sendo esta estabelecida como 100% de atividade. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os dados foram tratados no software GraphPad
Prism.

Estudos cinéticos foram realizados para avaliar o tipo de inibicéo,
em que as concentracBes de inibidor e substrato sdo variaveis. As concentraces

de inibidor avaliadas foram entre 0 e 100 umol L?, e as concentracGes de

substrato entre 50 e 300 pmol L. A velocidade de reacdo enzimaética foi
determinada pela razdo entre a absorbancia no maximo de absorcdo (412 nm),
pelo tempo de reacdo e coeficiente de absortividade molar do ion TNB (13600
mol? L cm?). Os dados foram tratados no software GraphPad Prism e foram

obtidos os valores de K; e a regressao de duplo-reciproco.

o
— — _— {] c
Incubacio Adicio do Leitura
enzima/complexq sub;trato
15min

1@ 2)
ESQUEMA 3.4- Esquema da metodologia empregada nos estudos de inibicao.

3.3.10- Avaliacdo da interagdo complexo-enzima por RMN-STD

O complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** e a enzima
acetilcolinestarase humana (hAChE) foram solubilizados em uma solucdo de
tampdo fosfato de sédio pH 7,4 (0,075 mol L*; NaCl 0,150 mol L1). Em um
tubo de quartzo de 2,5 mm foram adicionados 184 ulL da solugdo do complexo e
16 pL da solucdo de enzima 50 umol L, o peso molecular da enzima foi
considerado 68 000 g.mol?. A relacdo entre enzima e complexo usada neste

estudo foi de 1:100. Para simular o meio biologico, os experimentos foram
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realizados a 37 °C. Os espectros on e off-resonance foram obtidos ap6s 256

scans, pela irradiagdo em -400 Hz e 20 000 Hz, respectivamente.

3.3.11- Estudo da capacidade antioxidante
3.3.11.1- Radical hidroxila

As concentracgdes das solucdes utilizadas nos ensaios para avaliar a
habilidade de sequestro do radical hidroxila sdo apresentadas na Tabela 3.2.
Todas as solugbes foram preparadas em agua deionizada Milli-Q. O
sequestrador DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolidina-N-6xido) foi purificado e sua
concentracdo foi determinada por espectroscopia de absorcdo eletronica na
regido do UV-Vis (Amax = 236 nm; & = 7200 mol™* L cm™) como descrito na

literatura.19®

TABELA 3.2- Solugdes utilizadas no estudo do radical hidroxila.

Solucgdes Concentracéao
Solugdo de FeSO, 0,0015 mol L*
Solucéo de H,0, 0,01 mol L1
Solucdo de DMPO 1,67 mol L1

Complexos e ligantes Variavel

Em um tubo de eppendorf foram adicionados 158 uL da solucéo de
complexo ou ligante, 66 uL da solucdo de FeSQO,4, 66 pL da solucdo de H,O, e
10 uL da solucdo de DMPO. Imediatamente ap6s o preparo da mistura, foram
realizadas as medidas de EPR.

As medidas de EPR foram realizadas com um espectrometro
Bruker, modelo ESP300E junto ao grupo do Prof. Dr. Douglas Wagner Franco.
Durante os experimentos, foi empregado um sistema de fluxo continuo

composto por uma bomba peristaltica, canula de teflon para conducdo das
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solugdes e capilar de quartzo (didmetro interno = 1 mm, V = 80 uL) como cela

para aquisicdo dos espectros.

3.3.11.2- Radical DPPH"

Foram preparadas solucdes de DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)
e dos complexos em metanol, nas concentracGes de 250 umol Lt e 0,001 mol L
! respectivamente. Em um tubo de eppendorf foram adicionados 50 pL da
solucdo de complexo ou ligante, e 50 pL da solucdo de DPPH". As medidas de
EPR foram realizadas empregando o mesmo sistema do estudo do radical
hidroxila. A reacéo entre o radical DPPH" e os complexos foi acompanhada em
diferentes intervalos de reacdo por medidas de EPR, até que o sinal fosse

totalmente inibido.

3.3.11.3- Radical ABTS™

O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacdo entre o sal de ABTS
e persulfato de potassio. Uma solucéo 0,007 mol L do sal ABTS e 0,0025 mol
L de persulfato de potassio foi preparada em agua destilada, em seguida, essa
solucdo foi mantida em repouso no escuro por 16 horas para a completa
formacdo do radical. Apos esse periodo, a solucdo do radical ABTS™ foi diluida
em tampéo fosfato (pH 7,4) com ajuste da absorbancia em 734 nm para (0,7
0,02), assumindo 734 = 15000 mol? L cm™. As solugdes de complexo e ligante
foram preparadas em metanol.

Em uma cubeta foram adicionados 900 uL da solucdo de radical
ABTS™ e 100 uL da solucdo do complexo ou ligante. A mistura foi incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente, e em seguida, foi realizada a leitura das
amostras por espectroscopia de absorcéo eletronica na regido do UV-Vis.

O valor de ICs, (concentragdo de composto necessaria para reduzir

a concentracdo inicial do radical ABTS™ em 50%) foi determinado alterando a
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concentracdo de inibidor entre 0 e 200 umol L. Assumindo que a absorbancia
na auséncia do inibidor corresponde a 100% da atividade do radical, a
porcentagem de capacidade antioxidante dos complexos foi calculada com a
comparacdo ao controle.% Os experimentos foram conduzidos em triplicata e os

dados foram tratados no software GraphPad Prism.

3.3.12- Microscopia de imagem por tempo de vida de fluorescéncia (FLIM)

As imagens por tempo de vida de fluorescéncia foram obtidas em
um sistema de medidas de fluorescéncia com resolucdo temporal acoplado a
microscopia confocal MT 200 — PicoQuant, microscopio invertido de deteccédo
Olympus junto ao grupo do Prof. Dr. Amando Siuiti Ito. Para excitar a amostra
foi empregado o laser de diodo pulsado de 470 nm (LDH-D-C-470), e para a
emissdo foi utilizado o filtro BLP-488R. As imagens foram detectadas por um
software operacional do microscopio, SymPhoTime, e as resolucbes foram
mantidas em 256x256 ou 512x512 pixels.

3.3.13- Estudos do processo de agregacéo do peptideo BA

A primeira etapa do preparo das solucGes do peptideo BA é a
eliminacéo de possiveis agregados. Para isso, 0 peptideo foi solubilizado em 200
uL de solucdo de NaOH (150 uL de uma solucéo de 2mmol L e 50 uL de uma
solucdo de 100 mmol L*?). Essa solugdo foi sonicada por 2 minutos em um
banho de ultrasom, e em seguida, filtrada em filtros de centrifuga (VWR) de
porosidade de 0,2 um. A segunda etapa consiste na diluicdo do peptideo em
tampao fosfato de sédio (100 mmol L*; pH 7,4; NaCl 150 mmol L™).

Apo6s o preparo do peptideo BA, a concentracdo da solucdo do
peptideo foi ajustada para 50 umol L. Foram preparadas diferentes amostras de
solugdes do peptideo BA com o complexo, mantendo-se sempre a concentracdo

de 50 umol L* para o BA e 1 umol L* para o complexo. As amostras foram
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incubadas a 37 °C em um “thermo shaker” sob agitacdo a 900 rpm. As amostras
foram recolhidas em diferentes intervalos de tempo de agregacdo para a
obtencédo das imagens por luminescéncia.

O Esquema 3.5 representa a sequéncia da metodologia realizada no

estudo de monitoramento do processo de agregacao do peptideo BA.

Eliminacio de

agregados Diluicio
_ >
Adicao do
complexo
Incubacio
37° <

ESQUEMA 3.5- Esquema da metodologia usada no estudo do processo de
agregacdo do peptideo BA.
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4- RESULTADOS E DISCUSSOES

O complexo cis-[Ru(phen).(4-Apy).]** foi anteriormente
caracterizado, e seu comportamento espectroscopico discutido pelo nosso grupo
de pesquisa em trabalhos anteriores.'®” Assim, os toépicos a seguir de
caracterizacéo e discusséo das propriedades espectroscopicas sao resultados para

o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*".
4.1- Caracterizacdo por analise elementar

A Tabela 4.1 apresenta os dados referentes a porcentagem em
massa de C, N e H para o complexo [Ru(phen).(3,4-Apy).](PFs). obtidos por
anélise elementar. Observa-se uma boa concordancia entre os dados
experimentais e teoricos, o que confirma a formula minima proposta para o

complexo: C34H30F12N10P2RU.

TABELA 4.1- Analise elementar dos teores de C, H e N para o complexo cis-
[Ru(phen),(3,4-Apy).](PFs). considerando a formula minima Cz4sHsoF12N10P2RU.

M.M Analise elementar experimental
(g/mol) (tedrica) %
C H N

969,67 | 42,29 (42,11) | 3,46 (3,12) | 14,21 (14,44)

4.2- Caracterizacdo por RMN

Os espectros de RMN de *H para o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy)2]** e ligantes 1,10-fenantrolina e 3,4-diaminopiridina obtidos em DMSO-
ds sdo apresentados na Figura 4.1. Os espectros de RMN 3C, Cosy e HSQC
foram também obtidos para auxiliar na investigacdo da geometria do complexo,
e sdo apresentados no anexo deste trabalho. Os sinais referentes a fenantrolina

encontram-se na regido entre 7,58 e 9,45 ppm, e os sinais referentes a 3,4-
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diaminopiridina estdo na regido entre 4,68 e 7,48 ppm. A atribuicédo de todos os
sinais € apresentada na Tabela 4.2. Os resultados obtidos sdo consistentes com
dois ligantes fenantrolina e dois 3,4-diaminopiridina na esfera de coordenacéo
do Ru(ll) com geometria octaédrica cis-. A auséncia de sinais referentes ao
precursor ou ligante livre indica o grau de pureza do complexo observado por
analise elementar. Vale a pena destacar que os experimentos foram realizados
em DMSO-ds a fim de atribuir os sinais referentes aos gupos amino do

complexo, uma vez que, essa analise ndo pode ser realizada em D,0.

TABELA 4.2- Dados dos espectros de RMN !H, COSY e HSQC (600 MHz)
para o complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]*>* em DMSO-ds.

H oH (ppm), mult.(J em COSsY HSQC (dc)
Hz), H

d,d 4,68;s;4 e e
c,C’ 588;5;,4  semeeem e
b,b” 6,25; d (6,2); 2 7,31 109,45
a,a’ 7,31;d (6,2); 2 6,25 142,38
ee 748;s,2 - 136,36/ 136,50
7,7 7,58; m; 2 7,97;8,48  126,25/126,67
8,8 7,97; dd (5,3/1,2); 2 7,58 153,86/ 154,06
55 8,20;d (8,8); 2 8,31 128,10/ 128,44
2,2 8,27, m; 2 8,85;9,45 126,25/ 126,67
4.4 8,31;d (8,8); 2 8,20 128,10/128,44
6,6 8,48; dd (8,2/1,2); 2 7,58 135,75
3,3 8,85; dd (8,2/1,2); 2 8,27 136,36/136,50

1,1 9,45; dd (5,3/1,2); 2 8,27 153,86/154,06
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FIGURA 4.1- Espectros de RMN 'H 600 MHz em DMSO-ds para o complexo

cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]**, 400 MHz em DMSO-ds para 1,10-fenantrolina e
3,4-diaminopiridina.
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4.3- Propriedades Espectroscépicas

4.3.1- Espectro de absorc¢ao eletrénica no UV-Vis

A Figura 4.2 apresenta 0 espectro de absorcdo eletronico do
complexo cis-[Ru(phen)»(3,4-Apy).]** obtido em solugcdo aquosa (tampéo
fosfato, pH 7,4). O espectro é caracterizado por duas bandas de absorcdes
intensas: uma fina no ultravioleta (méximo em 267 e um ombro em 320 nm) e
outra larga na regido de 400-500 nm, caracteristica de uma transferéncia de
carga do metal para o ligante, MLCT (dx,Ru— 7*,phen). A banda de absor¢éo
na regido do UV e de alta intensidade sendo tipica de transicOes eletronicas
atribuidas a ligantes aromaticos insaturados (ILCT).1% A natureza das transicdes
eletrbnicas presentes no complexo na regido do visivel podem ser comparadas as
absorcdes presentes em uma série de complexos de Ru(ll)-fenantrolina descritos
na literatura,'°"1%° Tabela 4.3.

O méaximo da banda MLCT do complexo € deslocado para menor
comprimento de onda quando comparado ao precursor RuCl,(phen),. Isso ocorre
devido a estabilidade obtida quando os ligantes cloretos sdo substituidos pelos
ligantes aminopiridina. Os ligantes cloretos atuam como doadores c e w. Por
outro lado, os ligantes aminopiridina sdo coordenadas ao metal através do par de
elétrons livres no N do anel por uma ligacdo o e orbitais = vazios atuam como
receptores .

Para complexos de Ru(ll) espera-se também transicOes centradas no
metal Ru(ll) — Ru(ll) (dr — d=*), as quais ndo podem ser visualizadas devido
sua baixa intensidade (absortividades molares baixas) quando comparadas as

transicOes de transferéncia de carga.
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FIGURA 4.2- Espectro de absorcdo em solucao aquosa (tampao fosfato, pH 7,4)
do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*".

TABELA 4.3- Dados dos espectros de absorcdo eletronica UV-Vis para

complexos de Ru(ll).

LLCT MLCT Referéncia
Complexo (phen,n—phen,r") (Ru,dn—phen’)
A,nm;g, moliLem?®  A,nm; g, mol Lcm™
cis-[Ru(phen)s]?* 263; 99 000 446; 16 000 110
cis-[Ru(phen),Cl;] 544; 8 200 111
cis-Ru(phen)a(py)22* 265; 65 000 414; 11 000 109
445; 10 100
cis-Ru(phen),(4-Apy).** 266; 93 325 438; 13 803 107
483; 13 489
cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** 267; 72 577 480; 9 360 Este trabalho
320; 14 683 430; 9 339
cis-[Ru(phen),(CH3CN),]?* 261; 65 000 383; 9400 109
420; 8 600
cis-[Ru(phen),(H,0),]** 223; 55 000 469; 10 700 109

264; 83 000
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4.3.2- Espectro de Emissdo, Tempo de vida de emissdo e Rendimento Quantico

de Emissao

O complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** apresenta uma banda de
emissdo larga e intensa com maximo em 655 nm em solugdo aquosa (tampéo
fosfato, pH 7,4), Figura 4.3. Os espectros de excitacdo e de absorcdo sao
similares indicando que a emissao tem origem da transicao eletrénica de MLCT,
Figura 4.3. Apesar do espectro de emissdo ser independente do comprimento de
onda de excitacdo (280 a 500nm), observa-se uma maior intensidade quando a
excitacdo ocorre na regido do visivel. Essa observacdo também sugere gque a
emissdo é gerada a partir de um estado excitado de menor energia com
caracteristica MLCT, Figura 4.4.

Para analisar efeitos de agregacdo que podem resultar na supressao
da emissdo, foi realizado o estudo da influéncia da concentracdo do complexo
(na faixa de 1x10° a 1x10“ mol L) na intensidade de emissdo em tampé&o
fosfato (pH 7,4). Como pode ser observado na Figura 4.5, a partir da
concentracdo 8x10° mol L™ ocorre a supressdo da emissdo, o que indica a
agregacdo do complexo. Assim, nos estudos de emissdo, a concentracdo
utilizada deve ser menor que 8x10°mol L a fim de eliminar esses efeitos.

O tempo de vida de emisséo (t.) do complexo foi avaliado em
acetonitrila e solugdo aquosa (tampéo fosfato, pH 7,4). A partir de um ajuste
biexponencial foram obtidos dois tempos de vida de emisséo, apresentados na
Tabela 4.4 e Figura 4.6. Isto indica a presenca de dois estados emissivos, sendo
0 e longo fortemente predominante.

A regido de comprimento de onda de emissédo, o tempo de vida de
emissdo e o deslocamento de Stokes de um complexo sédo propriedades de
grande relevancia para sua aplicacdo como sonda luminescente, em particular
para aplicacdo biologica. Componentes biolégicos importantes emitem luz

quando excitados na regido de 300 a 600 nm, Figura 4.7. Estas biomoléculas
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apresentam também tempos de vida de emissdo curtos tipicos de moléculas
organicas.

Como foi apresentado, o complexo do trabalho emite luz em 655
nm fora da janela de absorcdo das biomoléculas, com deslocamento de Stokes
maior que 5000 cm?, indicado na Figura 4.3, e 1. longo de 130 ns néo
comparavel ao das biomoléculas. Essas propriedades minimizam processos de
auto-fluorescéncia das biomoléculas, assim como efeitos de auto-absorcdo do
complexo. Os tempos de vida longos quando comparados aos das biomoléculas
permitem monitorar a fosforescéncia dos complexos por medidas de tempo de

vida sem a interferéncia das biomoléculas.
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FIGURA 4.3- Espectros de: excitacdo (verde), absorcdo UV-Vis (vermelho), e
emissdo a temperatura ambiente (preto, Aex. = 480 nm) do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4-Apy).]>* em solugdo aquosa (tampédo fosfato, pH 7,4). O
coeficiente de absortividade molar (&) se aplica apenas ao espectro de absorcao.
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FIGURA 4.4- Espectro de emissdo do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** em

solucdo aquosa em diferentes comprimentos de onda de excitacéo.
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FIGURA 4.5- Estudo de agregacdo do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]* em
solucdo aquosa (tampéo fosfato, pH 7,4; Aexc = 480 nm).



Count

Residuo

33

TABELA 4.4- Tempos de vida de emissdo para o complexo cis-[Ru(phen)z(3,4-
Apy)J*.

11, NS T2, NS Y2
Acetonitrila 150 (99,64%) 5,7 (0,36%) 1,12
Tampéo 129,3(99,73%) 1,23 (0,27%) 1,1
4000 6000
1 Acetonitrila 5000:
_ o] a0
_ T,=57ns | ]
2000 - K 3000+ 7, =123 ns
1000 - 2000
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0 i 1 A 1 A 1 A L 1 L L 1 1 0 ] i L i 1 " 1 i 1 i 1 i 1 [l 1 1
8 6
o] o =112 + =t
24 o 24
2 ] & .z..
4 -
% 44
Ll sl . . . . . - . r v
20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 0 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (ns) Tempo (ns)
(A) (B)

FIGURA 4.6- Curvas de decaimento de emissdo para o complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4-Apy).]>* em: (A) acetonitrila e (B) solucdo aquosa (tampéo
fosfato, pH 7,4). Os graficos de residuos indicam a qualidade do ajuste.
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FIGURA 4.7- Janela fototerapéutica de componentes bioldgicos.
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A emissdo e excitagdo do complexo foram avaliadas em solventes
apresentando diferencas na polaridade, viscosidade!!? e carater doador de
prétons, Figura 4.8. Nao observamos variacdo dos espectros de excitacdo com a
alteracdo do solvente, sugerindo que o mesmo estado excitado emissivo esta
sendo populado. Em conjunto todos esses fatores influenciam na emissdo do
complexo. Por exemplo: comparando diclorometano (pouco polar aprético) com
acetonitrila (polar aprotico) observa-se um deslocamento de 21 nm no maximo
de emissdo do complexo. Entretanto, ao comparar a agua (polar prético) com a
acetonitrila ndo observamos alteragcdes na emisséo. Por outro lado, a0 comparar
dois solventes polares apréticos com viscosidades diferentes, acetonitrila e
dimetilsufoxido, observa-se um deslocamento de 17 nm no méximo de emissao.
Nota-se também uma relacdo quase que direta entre a viscosidade do solvente e
0 deslocamento do maximo de emisséo: deslocamento de 10 nm de acetonitrila
para dimetilformamida (1,17/0,397 = 3) e 20 nm de acetonitrila para
dimetilsufoxido (2,47/0,397 = 6). Com base nesses resultados, calculamos o
rendimento quantico de emissdo do complexo para esses solventes. A Tabela 4.5
apresenta 0 comprimento maximo de emissdo para cada solvente estudado e os
resultados de rendimento quantico de emissao.

As propriedades luminescentes dos complexos [Ru(bpy)s]?* e
[Ru(phen).dppz]?* também sdo sensiveis ao solvente.®!® Para o complexo
[Ru(bpy)s]?* a variacédo do solvente altera os processos de decaimento radiativo e
ndo-radiativo. Para o complexo [Ru(phen).dppz]?* as alteragdes sdo relacionadas
com a capacidade do solvente estabelecer ligacdo de hidrogénio com os
nitrogénios da fenazina.

Nossos resultados sugerem uma terceira opgdo, a qual pode estar
relacionada com a presenca de dois conférmeros, como foi observado para o
complexo cis-[Ru(phen),(4-Apy).]>*.1°” Como mostrado na Figura 4.9, o plano
do ligante 4-aminopiridina em relacdo ao ligante fenantrolina no complexo cis-

[Ru(phen)(4-Apy).]** pode estar localizado no centro da molécula ou no centro
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do ligante fenantrolina. O conférmero A é mais estavel no estado fundamental e
0 conférmero B no estado excitado.

Os dois tempos de vida de emissdo do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4-Apy).]?* podem ser provenientes da presenca desses dois
conférmeros, 0s quais sdo mais estabilizados para esse complexo devido ao
efeito estérico dos ligantes na esfera de coordenacdo. Os deslocamentos nos
maximos de emissdo com o solvente podem ser resultado da interconversdo
entre os conférmeros com o solvente, o que leva a maior estabilidade de um dos
conférmeros no estado excitado.

Um estudo do comportamento da emisséo do complexo em tampao
fosfato com a variagdo nos valores de pH também foi realizado. Como pode ser
observado na Figura 4.10, o comprimento maximo de emissdo do complexo nédo

é alterado entre valores de pH 3 e 11.
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FIGURA 4.8- Espectros de emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*
em diferentes solventes (Aexc = 480 nm).
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TABELA 4.5- Dados do espectro de emissédo e rendimento quantico de emisséo
do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** em diferentes solventes.

Solvente Polaridade Viscosidade Amax de d
solvente/ Carater (MmN sm?) emissdo (nm)
doador de H*

Diclorometano 0,22/ aprotico 0,533 635 0,0056
Agua 0,32/ protico 1,000 655 0,0023
Etanol 0,29/ prético 1,786 658 0,0148

Acetonitrila 0,31/ aprotico 0,397 656 0,0129
Dimetilformamida 0,28/ aprotico 1,170 667 0,0081
Dimetilsuféxido 0,26/ aprotico 2,470 673 0,0045
\
yhen
Apy
) —

(A)

(B)

FIGURA 4.9- Orientacdes dos planos do ligante 4-aminopiridina: (A) Plano do
ligante localizado no centro da molécula; (B) Plano do ligante no centro do
ligante fenantrolina. Fonte: CAMILO, 2014, p. 3699.
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FIGURA 4.10- Comportamento da emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]?* em solucdes aquosas com diferentes valores de pH (Aexc = 480 nm).

4.4- Estabilidade do complexo

4.4.1- Auséncia de luz

A estabilidade térmica do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** foi
investigada em solucdo aquosa (tampdo fosfato, pH 7,4). Os espectros de RMN
'H obtidos imediatamente apds o preparo da solucdo e apds 24 horas inalterados,
enunciam a estabilidade do complexo, Figura 4.11.

Os espectros de RMN *H do complexo em solugdes de pH entre 2 e
12 (tampdo fosfato) foram investigados por um periodo de 24 horas. Os
espectros permaneceram inalterados durante este periodo para os valores de pH
entre 5 e 12, Figuras 4.12 e 4.13. Entretanto, no pH 2 ap0s 24 horas séo

observados novos sinais, indicando a hidrolise do complexo.
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FIGURA 4.11- Estabilidade do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]*
acompanhada por RMN de *H em solugdo aquosa (tampéo fosfato pH 7,4).
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FIGURA 4.12- Espectros de RMN *H do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]**

em diferentes valores de pH obtidos imediatamente apds o preparo das solugdes.
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FIGURA 4.13- Espectros de RMN *H do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]**

em diferentes valores de pH obtidos apds 24 h do preparo das solugdes.

4.4.2- Irradiacdo com luz continua

O comportamento fotoquimico do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]** foi investigado em acetonitrila e em solucdo aquosa (tampéo fosfato,
pH 7,4). Os resultados obtidos sdo consistentes com a substituicdo de duas
moléculas do ligante 3,4-diaminopiridina pelo solvente (Equacdes 1 e 2) em
concordancia com estudos anteriores do grupol®”14115 e sistemas relacionados
(Ru(bpy)2(L)CI)!*e. A Figura 4.14 mostra as alteracdes no espectro de absorgéo
do complexo durante a irradiagdo exaustiva do complexo com luz de 480 nm,
tempo total de irradiacdo = 39 minutos, 1, = 1x10°8 einsten s™. Observa-se um
decaimento continuo do maximo de absor¢do em 480 nm concomitante com o
deslocamento do méximo para 416 nm e a formacédo de um ponto isosbhéstico em
430 nm. Essas alteragbes no espectro de absorcdo indicam a liberagdo dos

ligantes 3,4-diaminopiridina, com a formacdo do fotoproduto cis-
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[Ru(phen)2(CHsCN)2]**, o qual apresenta 0 maximo de absor¢do em 420 nm e
absorptividade molar de 8 600 mol* L cm, conforme indicado na literatura.®®
Quando a fotdlise é monitorada pela emissdo do complexo, observa-se o
decaimento continuo do méaximo de emissdo em 655 nm até seu
desaparecimento, indicando que o fotoproduto ndo emite luz. Assim, a
irradiacdo continua é consistente com um processo fotoquimico dissociativo,
proveniente dos estados excitados tripleto centrados no metal, 3MC. A liberacdo
fotoquimica da segunda Apy ocorre por um processo fotoquimico secundario do
fotoproduto cis-[Ru(phen),Apy(CH3sCN)]?* provavelmente pela populagdo de
um segundo estado tripleto centrado no metal, *MC.

Vale ressaltar que se a fotolise for interrompida em qualquer tempo de
irradiacdo, nem o complexo inicial nem o primeiro fotoproduto sdo regenerados,
0 que mostra o potencial do complexo para a liberagdo controlada e seletiva dos

ligantes aminopiridina no meio biolégico.

cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** + CH3CN — cis-[Ru(phen),(3,4-Apy) CHsCN]* + 3,4-Apy
Equacéao 1
cis-[Ru(phen),(3,4-Apy)CH3CN]?*+ CH3CN — cis-[Ru(phen)2(CHsCN),]?* + 3,4-Apy
Equacao 2

O comportamento fotoquimico do complexo também foi avaliado
em solucdo aquosa (tampao fosfato, pH 7,4), Figura 4.15. Nao foram observadas
alteracbes no espectro de absorcdo, uma vez que o fotoproduto cis-
[Ru(phen)2(H20),]** apresenta uma banda de absorcdo intensa com
absorptividade molar alta na mesma regido do complexo inicial ( Amax = 469 nm
e € mx = 10 700 moliLcm?).1% Assim, a fotolise em solucdo aquosa foi
acompanhada pelas alteragdes no espectro de emissdo. Durante a fotdlise,
observou-se a reducdo na intensidade de emissdo devido a perda dos ligantes
aminopiridinas e formacéo do fotoproduto ndo-emissivo. O que também permite

a liberacdo controlada e seletiva dos ligantes aminopiridina no meio biolégico.
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FIGURA 4.14- Estabilidade fotoquimica do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]** em acetonitrila: (A) espectro de absorcdo e (B) espectro de emissdo
(Tempo total de irradiacdo = 39 minutos, I, = 1x108 einstens s™).
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FIGURA 4.15- Estabilidade fotoquimica do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]*>* em solugédo aquosa (tampdo fosfato, pH 7,4): (A) espectro de absorc¢do
e (B) espectro de emissdo (Tempo total de irradiacdo = 39 minutos, 1, = 1x1038
einstens s4).
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4.5- Solubilidade

A solubilidade dos complexos foi avaliada em solugdo aquosa
(tampéo fosfato, pH 7,4) pelo método de Shake-Flask,? resultados na Tabela
4.6. Observa-se que a coordenacédo do ligante 3,4-diaminopiridina confere uma
maior solubilidade quando comparado ao ligante 4-aminopiridina. Esses

resultados caracterizam os complexos como hidrofilicos.

TABELA 4.6- Solubilidade dos complexos em solucdo aquosa (tampao
fosfato, pH 7,4).

Complexo Tampao fosfato (pH 7,4)
(mg/mL)
cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]* 0,8436
cis-[Ru(phen).(4-Apy).]* 0,5544

4.6- Citotoxicidade e distribui¢cdo no meio celular

Como foi descrito, os complexos apresentam propriedades muito
promissoras para aplicacdo como sondas luminescentes no meio bioldgico,
como absor¢éo e emissdo na regido do visivel, tempo de vida de emissdo longo e
grande deslocamento de Stokes. Neste contexto, a viabilidade celular e
distribuicdo no meio celular foram analisadas.

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio de
reducdo do MTT. Células Neuro 2a foram incubadas durante 24 horas com
diferentes concentragcdes dos complexos, e a formacdo do sal de formazan foi
acompanhada no maximo de absor¢do em 570 nm, os resultados deste ensaio
sdo apresentados na Figura 4.16. Ao decorrer do experimento, efeitos adversos
ndo parecem ocorrer com viabilidade celular maior do que 90% para

concentragdes até 50 uM.
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A absorcdo celular e a localizagdo dos complexos in vitro nas
células Neuro 2a foram investigadas por microscopia confocal de varredura
laser, com a utilizacdo das propriedades luminescentes dos complexos como
sondas. Neste ensaio, as células Neuro 2a foram tratadas de forma independente
com 0,5 pM de complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]>" e cis-[Ru(phen).(4-
Apy).]** em meio de diferenciacdo durante 24 horas numa incubadora
humidificada a 37 °C e 5% de CO,. A Figura 4.17 apresenta as imagens de
contraste de interferéncia diferencial (DIC) e da sobreposicdo de luminescéncia
para cada complexo com a marcagdo de nucleo Hoechst-33374. A partir destas
imagens, observou-se que ambos os complexos se acumularam na regido do
citoplasma e parecem nédo penetrar no nucleo das células. Mais importante, 0s
complexos preservam suas propriedades luminescentes nas células Neuro 2a, 0
que indica que a morfologia e a integridade dos complexos e das células séo
resguardadas, uma vez que, produtos aquo/hidroxi ou Ru(lll) que, em principio,

poderiam ser formados ndo sdo emissivos.

S
=-.100
=
S 80-
S
=
3 %7
=
=2 404
-
20+
——A
—_——B
0 T T T 1 1 i
0 10 20 30 40 30

[Complexos] (M)

FIGURA 4.16- Ensaio de viabilidade celular MTT, células Neuro 2a expostas
aos complexos: (A) cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** e (B) cis-[Ru(phen).(4-Apy).]*".
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DIC Sobrepostos

FIGURA 4.17- Imagens de fluorescéncia confocal de varredura laser de DIC, e
da sobreposicdo de luminescéncia dos complexos com a marcagdo de nucleo
Hoechst: (A) cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** e (B) cis-[Ru(phen) (4-Apy)2]?*. Aexc =
450 nm e Aem = 590 NM.

4.7- Atividade terapéutica
4.7.1- Inibicdo das enzimas colinesterases

O potencial de inibicdo dos complexos foi avaliado para as enzimas
acetilcolinesterase recombinante humana (hAChE) e butirilcolinesterase de soro
humano (hBuChE), utilizando o método espectrofotométrico proposto por
Ellman.’®* Para fins de comparacdo, o ensaio foi também realizado para os
ligantes livres e para o complexo precursor RuCly(phen),. A atividade inibitdria
dos complexos frente a acetilcolinesterase da espécie electrophorus electricus
(eeAChE), para a qual muitos inibidores potenciais tem sido extensivamente
descritos também foi investigada.®>!'” A constante de inibicdo K; entre os

complexos e a enzima e os valores de 1Cs, s&o descritos na Tabela 4.7,
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Os complexos inibiram a atividade da eeAChE, com eficiéncia
significativamente maior em relacdo ao iodeto de propidio®™ e com poténcia
similar a tacrina.''” O aumento da poténcia de inibicdo da série RuApy> Ruphen
>>>Apy demonstrou que a coordenacdo dos ligantes aminopiridinas e
fenantrolina ao centro metalico Ru (1) aumenta as interacdes complexo-enzima
a partir de um efeito sinérgico.!811° Por exemplo: o ligante aminopiridina livre
ndo afetou a atividade da enzima, assim, a coordenagdo ao centro Ru(ll)
estabiliza a forma protonada da aminopiridina, e impede os efeitos de solvatacéo
aguosa que competem com interacdes do tipo m-cation com a AChE.120121 A
planaridade e aromaticidade do ligante 1,10-fenantrolina favorecem interacdes
de empilhamento- com a enzima.

N&o ha diferencas significativas entre os complexos de Ru(ll)
investigados, porém, estes sdo inibidores cerca de quatro vezes mais potentes da
hAChE do que da hBuChE. As andlises cinéticas indicam uma inibicéo
reversivel do tipo mista para os dois complexos, Figuras 4.18 a 4.20, a
reversibilidade e seletividade a AChE sdo caracteristicas de farmacos comerciais
como Donepezil,*?? Huperzina A% e Galantamina.l?

O modo de inibicdo observado para 0os complexos sugere que a
interacdo enzima-complexo pode ser estabelecida no sitio ativo de ligacdo, como
também no sitio periférico da enzima. Este resultado é de especial interesse, uma
vez que, inibidores dos dois sitios das colinesterases sdo amplamente
investigados para tratamento DA por atuaream na melhora da cognicdo e,
simultaneamente, na diminuicdo da agregacdo do peptideo BA.1%® O sitio
predominante da interag¢do ¢ indicado pelo parametro alfa (o), onde o > 1 indica
uma inibicdo com maior carater competitivo.'?® Nossos resultados (o > 1)
sugerem que os complexos apresentem uma maior afinidade pelo sitio ativo de
ligacdo da enzima.

Diante desses resultados, uma comparacdo entre os complexos

desse trabalho e inibidores comerciais pode ser apresentada. Como descrito na
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literatura, a ligacdo do inibidor donepezil?’ com a enzima é dependente de
interacdes de empilhamento-n com os residuos Phe295 do sitio ativo de ligacdo
e Trp286 do sitio periférico da AChE. De modo que, a alta seletividade para a
AChE ¢ justificada pela auséncia desses dois residuos na BUChE. Assim, nossos
resultados indicam que esses residuos também sdo importantes para a interacao
com o0s complexos do trabalho, uma vez que a estrutura planar e aromatica do
ligante fenantrolina pode estabelecer interacbes de empilhamento-t com a
AChE. Por outro lado, o inibidor comercial tacrina'?® estabelece forte interacdes
apenas com o sitio ativo de ligacdo, através de interaces de empilhamento-r do
anel indolico com o residuo Trp86, e de ligacdes de hidrogénio com o residuo
His447. Os complexos do trabalho também podem estabelecer ligacdes de
hidrogénio a partir do nitrogénio protonado do grupo amino com residuos do
sitio ativo de ligacao.

Neste contexto, 0s complexos podem estar envolvidos em
interagdes de empilhamento-7t com o sitio aniénico periférico da enzima atraves
da estrutura planar e aromatica do ligante 1,10-fenantrolina, ao passo que, 0s
grupos amino protonado do ligante aminopiridina séo capazes de interagir com
0s residuos de aminoacidos do sitio ativo de ligagéo.

A enzima AChE é conhecida por acelerar a formacéo dos agregados
do peptideo beta-amildide pela formacdo de um complexo estavel AB-AChE,
envolvendo seu sitio periférico.’® Diferencas nesse sitio na BuChE,'*® como a
auséncia do residuo Trp286, impedem sua interacdo com o peptideo. De forma
que, a BuChE ndo desempenha um papel de importancia no processo de
agregacdo desse peptideo. A interacdo de inibidores com o sitio periférico da
AChE impede sua interacdo com o peptideo, consequentemente desaceleram o
processo de agregacdo. A tacrina'l’ ¢ mais potente na inibicdo da enzima BUChE
interagindo com o sitio ativo de ligacdo, como consequéncia ndo tem efeitos na

interacdo BA-AChE. Por outro lado, o inibidor iodeto de propidio!3 é conhecido
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por interagir exclusivamente com o sitio periférico da AChE, ndo apresentando
atividade contra a BUChE e inibe fortemente a interacdo BA-AChE.

O modo misto de inibigcdo observado para os complexos do trabalho
sugerem que os complexos também possam atuar na inibicdo da interacdo BA-
AChE. A Figura 4.21 apresenta os possiveis residuos de interacdo da hAChE

com os complexos do trabalho.

TABELA 4.7 - Dados de inibicdo enzimatica para uma serie de compostos.

ICs0 (umol L1) Ki(umol L?)

eeAChE hAChE BuChE eeAChE hAChE BuChE
cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).]** 0,73 8,72 39,75 1,37 2,52 22,08

cis-[Ru(phen),(4-Apy).]>* 158 964 5034 14 2,64 -

lodeto de propidio I
*[Ru(phen)s]* 923  -eem e 41 e
*'[Ru(phen).(bxbg)] ** 03 - e 004 - -
BiDonepezil - 00116 7,273  ------ e -

U Tacrina 018 0,147 0036 - - -

32 Rivastigmina - 303 030  -m e e

bxbg = bis(o-xylene)bipyridine glycoluril;
eeAChE= acetilcolinesterase da espécie electrophorus electricus;
hAChE = acetilcolinesterase humana; BuChE = butirilcolinesterase humana.
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FIGURA 4.18- Estudo cinético do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** com
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FIGURA 4.19- Estudo cinético do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** com
hAChE (A) Michaelis-Menten e (B) regressdo de duplo reciproco.
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FIGURA 4.20- Estudo cinético do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** com
hBuChE (A) Michaelis-Menten e (B) regressdo de duplo reciproco.
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FIGURA 4.21- Representacdo de possiveis residuos de interacdo da hAChE
com os complexos do trabalho.

Uma visdo mais aprofundada da interagdo do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** com a hAChE foi abordada pelo estudo por RMN-
STD®3, Figura 4.22. Os sinais presentes no espectro RMN-STD séo resultados

da interacdo dos prdtons do complexo com a enzima. O mapa de epitopo mostra
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que os protons da fenantrolina estdo mais proximos da enzima, tdo bem como a
contribuicdo do ligante 3,4-diaminopiridina. Esses resultados estdo em
conformidade ao que foi sugerido para 0 modo de inibicdo dos complexos do

trabalho.

100%

(B) 83% 43%
66% 7%

23%

(A) l
. . .8,0.7,5.7,0.6,5.

10,0 9,5 9,0 8,5
ppm

FIGURA 4.22- Espectros (A) off-resonance e (B) STD do complexo cis-
[Ru(phen)(3,4-Apy).]** na presenca da hAChE.

4.7.2- Capacidade antioxidante

O potencial de inibicdo dos complexos frente as enzimas
colinesterases estimulou o planejamento de experimentos para avaliar a
capacidade dos complexos sobre o estresse oxidativo, uma vez que se conhece
que o excesso da producdo de radicais livrest3*13136.137 astg envolvido na
patologia da doenca de Alzheimer.!®® Entre os radicias livres, as espécies
reativas de oxigénio (ROS) se destacam, e entre estas espécies o radical
hidroxila (OH") € o mais agressivo, o0 qual reage com a maioria das moléculas

(proteinas, lipideos, carboidratos e &cidos nucleicos) envolvidas no metabolismo
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humano. Consequentemente, na busca de um novo agente antioxidante a

avaliacdo da eliminacdo direta do radical OH" é altamente relevante.

4.7.2.1- Capacidade sequestradora do radical hidroxila

A capacidade dos complexos em sequestrar o radical hidroxila
(OH") foi avaliada por espectroscopia de ressonancia paramagnética (EPR). O
radical OH" foi gerado pela reacdo de Fenton,*® o qual apresenta um tempo
curto de duracdo, Esquema 4.1. Por este motivo, o sequestrador DMPO® foi
usado para formar o aduto DMPO-OH, que apresenta um tempo de duracéo
mais longo e pode ser detectado por EPR, Esquema 4.2. O espectro de EPR do
aduto formado é caracterizado por quatros linhas apresentando razdo de

intensidades 1:2:2:1 com constante de acoplamento hiperfino de 149 G (a" e
ah)140_

FeX*+ H,0,—® Fe’*+ HO'+ OH

ESQUEMA 4.1- Reagdo de Fenton.

H5C
H4C ’
+HO* o

+/ H.C N OH

N 3
H,C

| o

o

DMPO aduto DMPO-OH

ESQUEMA 4.2- Formacéo do aduto DMPO-OH.

A Figura 4.23 apresenta o espectro de EPR do aduto DMPO-OH na
auséncia e na presenca do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]**. Este complexo
compete com o0 DMPO pelo radical de forma dependente a concentracdo: 52,3%
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(33 umol L1); 46,7% (66 umol L) e 31,24% (132 umol L?). Por outro lado, o
complexo cis-[Ru(phen).(4-Apy).]** e os ligantes livres (3,4-diaminopiridina e
4-aminopiridina) ndo foram capazes de competir com o0 DMPO pelo radical. Isso
indica que o grupo amino na posicao meta do anel piridina do complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4-Apy).]?* é fundamental para a atividade antioxidante do
complexo.
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0]
%0
20

5000000 1
10 4
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o
% de inibigiio do sinal DMPO-OH

-10000000 -
-10

T v 1 v 1
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(A) (B)
FIGURA 4.23- (A) Espectro de EPR do aduto DMPO-OH gerado in situ pela
reacdo de Fenton (preto) e imediatamente apés a adicdo de 132 umol L de cis-

[Ru(phen)»(3,4-Apy),]** (vermelho). (B) Porcentagem de inibicdo do sinal do
aduto DMPO-OH em funcéo da concentracdo de complexo.

[Ru3 4Apy|(umol L)

4.7.2.2- Estudo dos radicais DDPH' e ABTS™"

Dois métodos amplamente empregados na investigacdo da
capacidade antioxidante de moléculas em geral sdo DDPH" e ABTS™*.24! Estes
radicais ndo sdo biologicos, mas devido a simplicidade do método séo
extensivamente aplicados em estudos biologicos.

O radical DDPH" representado na Figura 4.24, apresenta um
méaximo de absor¢do em 518 nm e um espectro de EPR caracteristico contendo

cinco linhas com constante de acoplamento hiperfino (an) de 9 G,*? Figura 4.25.
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O radical ABTS" esta representado na Figura 4.26. Esse radical apresenta

0 espectro de absorcdo no UV-Vis apresentado na Figura 4.27, com maximo de

O,N
[ ]
N—N NO,
O,N

FIGURA 4.24- Representacao da estrutura do radical DPPH".
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FIGURA 4.25- (A) Espectro de absorcdo eletronica no UV-Vis e (B) espectro de
EPR do radical DPPH".
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FIGURA 4.26- Representacao da estrutura do radical ABTS™.
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FIGURA 4.27- Espectro de absorcdo no UV-Vis do radical ABTS".

O estudo do radical DPPH" foi realizado por espectroscopia de
ressonancia paramagnética. A reacdo entre o radical e os compostos foi
acompanhada em diferentes intervalos de tempo.

As Figuras 4.28 e 4.29 apresentam o decaimento da intensidade do
sinal de EPR do radical DPPH" em fungdo do tempo na presenca do complexo
cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]** e do ligante livre 3,4-diaminopiridina. O complexo
cis-[Ru(phen).(4-Apy).]** e o ligante 4-aminopiridina ndo foram capazes de
reagir com o radical DPPH". Ao analisar a velocidade de reacdo dos compostos
com o radical, o ligante livre inibe por completo o sinal do radical em um tempo
menor de reacdo, em aproximadamente 30 minutos. Enquanto que o complexo
inibe completamente o sinal apos 60 minutos.

O estudo do radical ABTS™ foi conduzido por espectroscopia de
absorcdo eletrénica no UV-Vis, a partir do decaimento do maximo de absorcéo
em 734 nm. Os valores de 1Cs, para os complexos e ligantes livres estdo
descritos na Tabela 4.8. Trolox e acido ascorbico foram utilizados como
controle positivo. Resultados similares foram obtidos em relacdo ao radical
DPPH", onde o complexo cis-[Ru(phen)(3,4-Apy).J** e o ligante livre 3,4-
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diaminopiridina apresentaram potencial antioxidante, com resultados inferiores
ao acido ascorbico e trolox.

Os resultados contraditorios estdo relacionados a acessibilidade aos
radicais, o que leva a maior eficiéncia do ligante 3,4-diaminopiridina frente aos
radicais DPPH" e ABTS™ em comparacdo ao complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]?*. Estudos recentes descrevem as limitacdes do estudo do radical DPPH"

para a avaliacdo da capacidade antioxidante de moléculas grandes.'43144
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FIGURA 4.28- Espectro de EPR do radical DPPH" para o controle (vermelho) e
na presenca do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]>* (1 mmol L) em
diferentes tempos de reacdo: 15 minutos (azul); 30 minutos (rosa); 45 minutos
(verde) e 60 minutos (amarelo).
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FIGURA 4.29- Espectro de EPR do radical DPPH" para o controle (vermelho) e
na presenca do ligante livre 3,4-diaminopiridina (1 mmol L) em diferentes
tempos de reacdo: 3 minutos (azul); 15 minutos (rosa) e 30 minutos (verde).

TABELA 4.8— Valores de I1Cs no estudo do radical ABTS™.

ICso (umol L?)

cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]* 64,5
cis-[Ru(phen),(4-Apy),]** >>100
3,4-diaminopiridina 31,5
4-aminopiridina >>100
Trolox 17,92
Acido ascorbico 18,24

Estes resultados reforcam as propostas obtidas com o estudo do
radical OH", o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** apresentou boa capacidade
de eliminar todos os radicais testados a partir da doacdo de um atomo de H do

grupo NH, do anel piridina coordenado ao centro Ru(ll) para o radical livre. O
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ligante 3,4-diaminopiridina livre ndo € doador de hidrogénio, assim, a
reatividade do complexo estd relacionada principalmente a influéncia da
coordenacdo do ligante 3,4-diaminopiridina ao centro Ru(ll), e seus efeitos
sobre o grupo NH; na posicdo meta. A coordenacdo do ligante 3,4-
diaminopiridina ao Ru(ll) diminui o carater basico do anel aromatico gerando
uma deslocalizacdo do par de eletrons do grupo NH, na posicdo orto e,
consequentemente, aumenta a forca doadora de eletrons do grupo NH; na
posicdo meta, o que facilita o ataque do radical OH" através do caminho tipico
de abstracdo de hidrogénio.

De forma similar, Zhanyong GuoR!*® relatou a atividade
antioxidante de uma série de inulinas derivadas com aminopiridinas como
substituintes. Neste estudo 0s compostos derivados apresentaram melhor
atividade antioxidante do que a inulina, e aqueles com dois grupos aminos
apresentaram melhor efeito de eliminacdo do que os derivados com apenas um
grupo amino.

Um mecanismo de acordo com estas observacOes é descrito no
Esquema 4.3, no qual a reducdo do radical OH" pelo DMPO compete com a
capacidade de eliminagcdo do complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]** a partir da

transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT).

Ru(Il)

ESQUEMA 4.3- Possivel modelo para reducdo do radical OH" pelo complexo
cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]**.
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4.8- Diagnostico
4.8.1- Monitoramento do processo de agregacao do peptideo BA1-40

A interacdo entre os complexos do trabalho e o peptideo BAj-40
durante seu processo de agregacdo foi investigada por medidas de imagem
luminescente dos complexos utilizando a técnica espectroscopica por
microscopia de imagem por tempo de vida de fluorescéncia (FLIM). Para fins
comparativos, os ensaios tambem foram conduzidos para o composto tioflavina
(ThT), o qual é amplamente usado como padrdo de imagem fluorescente na
identificacédo de fibrilas do BA.

As imagens foram obtidas em solucdo nos tempos de agregacéo, 0
hora, 1 hora, 3 horas, 6 horas e 24 horas. As imagens obtidas para os complexos
do trabalho e para a ThT séo apresentadas na Figura 4.30.

As imagens revelam as mudangas na conformacdo do BAj-sp,
retratando desde os mondmeros até a formacdo das fibrilas. E importante
ressaltar que o préprio BA;4 apresenta uma fluorescéncia intrinseca que é
visivel como o fundo da imagem mostrada na Figura 4.30, 1 hora de agregacéo
para ThT. Este comportamento esta de acordo com trabalhos anteriores com
imagens fluorescentes de fibrilas amildides do tipo poli(ValGlyGlyLeuGly) em
solugdo aquosa por microscopia confocal.}*® No entanto, os complexos
apresentam luminescéncia suficiente forte para diferenciar claramente da
fluorescéncia de fundo do BAj.4 e permitir o monitoramento do processo de
agregacéo BA.

Nas imagens obtidas no tempo zero de agregacédo, t = 0, apenas a
fosforescéncia dos complexos foi observada. Apds 1 hora de agregacéo,
pequenos agregados foram observados, os quais sdo resultado da associacédo
entre 0s monémeros formando os oligbmeros. Com as imagens obtidas apés 3

horas de agregacdo foram observados agregados maiores, 0S quais apresentam
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uma conformacdo ordenada. Imagens obtidas em filme, Figura 4.31, revelaram
que os oligbmeros observados em 1 hora de agregacdo, apresentam uma
distribuicdo alinhada. Os quais passam por uma etapa de crescimento e
alinhamento entre si para formar estruturas lineares e alongadas, as protofibrilas.
Essas imagens também revelaram que as protofibrilas observadas em 3 horas de
agregacao sao lineares e alinhadas, como também a presenca dos oligdmeros.
Em seis horas de agregacao foi observada uma mistura de agregados, como
oligbmeros, protofibrilas e fibrilas. Apos 24 horas de agregacdo apenas as
fibrilas foram observadas.

Em parte, os resultados para os complexos do trabalho estdo de
acordo com os obtidos para ThT, onde o processo de agregacdo do peptideo
BAi.40 pode ser acompanhado pela luminescéncia dos compostos. A principal
diferenca € que os complexos sdo mais eficientes para seguir as fases iniciais do
processo de agregacédo. Estes resultados sdo muito promissores, uma vez que as
espécies mais toxicas estdo presentes nestas etapas.4’

Todas as imagens mostram que a luminescéncia dos complexos
segue uma distribuicdo ordenada que acompanha o crescimento dos agregados,
sugerindo que os complexos podem reconhecer e alinhar locais especificos entre
as estruturas.

O ligante fenantrolina livre interage de forma fraca com BA atraves
de interacdes ndo covalentes com os anéis aromaticos Phe4, Tyr10, e Phe19.148
Porém, nos complexos {Ru(phen).(dppz)}**® e Pt(phen).Cl,,° os ligantes
fenantrolina e dppz favorecem a interacdo com BA a partir de interaces de
empilhamento-w, de modo que estes complexos interagem fortemente com o
peptideo.

A estrutura rigida do complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]>* em
comparacdo a estrutura flexivel da ThT® pode explicar as diferencas no modo
de ligacdo com o BA. Comparado a ThT, o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-

Apy).]** é incapaz de entrar em contato com todas as regides hidrofébicas
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expostas do BA, mas pode estabilizar os agregados que retém suficiente
hidrofobicidade exposta. Um candidato potencial seriam as pequenas estruturas
proto-fibrilares ricas em folhas B que estdo diretamente envolvidas na formagao
das fibrilas.}*® E o alvo candidato mais provavel seria a fenda hidrofébica do
BA. Esta hipotese foi suportada pelo estudo com os fragmentos BAis-21 € BA22-35,

estes resultados estdo descritos a seguir.



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

t=1h

t=3h

t=6h

t = 24h

FIGURA 4.30- Monitoramento do processo de agregacdo do peptideo BAi-s0
com os complexos e com a ThT, imagens obtidas em solugao. (Aexc = 470 nm)
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(A)

(B)

FIGURA 4.31- Imagens obtidas em filme durante o processo de agregacdo do
peptideo BA;1.4 para os complexos: (A) 1 hora e (B) 3 horas. (Aexc = 470 nm)

4.8.2- Monitoramento do processo de agregacdo dos fragmentos BAis.o1 € BA22-35

No peptideo BAz2-35, 05 aminoacidos apolares Vall8 e Phe20 néo
estdo presentes impedindo a interacdo do complexo com o BA por uma interacdo
hidrofébica. Como esperado o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy).]>* néo
interagem com este peptideo, Figura 4.32. Estes resultados indicam que a
interacdo € estabelicida com a fenda hidrofébica do BA, em particular com os
residuos Val18 e Phe20 nas posicdes 3 e 5 do fragmento BAss-22 (KLVFFAE).

Este fragmento € a base hidrofdbica central do BA e € essencial para

a polimerizacdo de “full-length” do BA.1*9 Além disso, em oligbmeros do BAss.
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22 as interacBes hidrofobicas inter-peptideo assim como 0s contatos
eletrostaticos, sdo importantes para a formacdo da estrutura anti-paralela de
folhas B.}*° O direcionamento desta sub-regido para a ligagdo com uma sonda
pode aumentar as chances de contatos com “ziper estérico” das fibrilas
amiloides. Por este motivo a capacidade do complexo cis-[Ru(phen),(3,4-
Apy).]*>* em monitorar o processo de agregacédo de BAss.»; foi investigada.

A Figura 4.33 apresenta os resultados obtidos para o fragmento
BAis21. As imagens apresentam um aumento do numero de pontos
luminescentes do complexo com o tempo, o qual estd diretamente relacionado
com o progresso da agregacdo. Os agregados observados foram pequenos, uma
vez que 0s aminoacidos presentes no fragmento BAgzs.3s S40 conhecidos por
favorecerem a agregacao, os quais ndo estdo presentes nesse fragmento.'>

Assim, com base nas estruturas ordenadas observadas nas imagens,
sugerimos que o complexo cis-[Ru(phen),(3,4-Apy).]** liga-se as cadeias-B a
partir de um caminho pré-organizado. A interacdo deve surgir através de
empilhamento-n entre a por¢do {Ru(phen),}?* e as superficies hidrofébicas dos
oligbmeros do BA a partir dos residuos Vall8 e Phe20. A carga positiva do
complexo pode favorecer interacOGes eletrostaticas, e ligacbes de hidrogénio
podem ser estabelicidas entre os grupos amino do anel piridina do ligante 3,4-
diaminopiridina e grupos carbonil do peptideo, as quais também sdo
fundamentais para estabilizar a interacdo do complexo e do BA, pois permite o
alinhamento do complexo a peptideos adjacentes atraveés de interacGes de

empilhamento-n com o ligante fenantrolina.
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(A) (B) (€)
FIGURA 4.32- Imagens obtidas em solucédo (A) t =0 e (B) t = 24h de agregacéo

do peptideo BAx.3s para 0 complexo cis-[Ru(phen).(3,4-Apy).]?*, (C) imagem
de espalhamento. (Aexc = 470 nm)

(A) (B)
FIGURA 4.33- Imagens obtidas em solucédo (A) t =0 e (B) t = 24h de agregacao

do peptideo BAis: para o complexo cis-[Ru(phen)z(3,4-Apy)2]?*. (hexc = 470
nm)

Estes resultados mostram o potencial do complexo como
diagndstico por imagem luminescente nos estagios iniciais da doenca de

Alzheimer, ou seja, na formacéo das espécies oligoméricas toxicas.
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5- CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que os complexos apresentam
propriedades teranésticas importantes para a doenca de Alzheimer. A
simplicidade de sintese dos complexos, assim como solubilidade e estabilidade
em solucéo aquosa sdo convenientes para aplicacdo no meio biologico.

As propriedades espectroscopicas, absor¢do e emissdo na regido do
visivel, tempo de vida de emissdo longo, como também grande deslocamento
Stokes sdo adequadas para aplicacdo como sondas luminescentes.

A inibicdo das enzimas colinesterases e a capacidade antioxidante
demonstram o potencial terapéutico dos complexos.

As imagens luminescentes do processo de agregacdo do PBAi.a
obtidas por microscopia por tempo de vida de fluorescéncia (FLIM)
demonstraram o potencial dos complexos na investigacdo das origens e
mudancas conformacionais importantes para o diagnéstico da doenca de
Alzheimer.

Os resultados obtidos demonstram o potencial do complexo cis-
[Ru(phen)»(3,4-Apy)?]** como candidato a agente terandstico para o diagnéstico
por imagem luminescente nas fases iniciais da doenca de Alzheimer e

tratamento terapéutico.
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