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RESUMO
IMPACTOS DE COMPLEXOS DE RUTENIO (II) EM DIFERENTES
ABORDAGENS DA AGREGACAO DO PEPTIDEO BETA AMILOIDE. A
Doenca de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia, com custos
projetados de 1 trilhdo de doélares até 2030. Suas caracteristicas
principais incluem depoésitos do peptideo AB e emaranhados
neurofibrilares da proteina tau hiperfosforilada. O aumento da
expectativa de vida esta relacionado ao aumento da incidéncia da
doenga, gerando um grande impacto social e financeiro. Este trabalho
tem como objetivo avaliar os efeitos do uso de complexos de Ru(Il) como
moduladores de agregacao do AP em diferentes abordagens, da
agregacao heterogénea com insulina a aplicacdo em modelos in vivo. O
efeito modulador do complexo RuApy na agregacdo cruzada entre o A3
e insulina foi monitorado pela emissdao da Tyr10, dicroismo circular
(CD) e AFM. Os espectros de emissao para o A mostraram supressao da
emissdao da Tyr-OH (300 nm) para formac¢ao do ion Tyr-O™ (340 nm),
comportamento nao observado na presenca de insulina e do complexo
RuApy. As analises de CD e AFM mostraram a formacao de agregados
amorfos ao invés das fibrilas observadas para o AB. Os agregados
formados na interagao Af/Insulina e AB/Insulina/RuApy se mostraram
menos toxicos em relacdo aos agregados do AP, frente a células de
neuroblastoma SH-SY5Y. Em outra vertente, as influéncias do complexo
RuNDI na agregacdao do AP foram monitoradas por nefelometria, CD e
TEM. A presenca do complexo RuNDI apresentou reducao significativa
nas unidades relativas de nefelometria, além de suprimir sinais de
folhas-f3 nos espectros de CD, indicando menor formacao de agregados.
As imagens de TEM revelaram a formag¢do de agregados amorfos. As

influéncias do complexo RuNDI na agregacao do Af também foram
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avaliadas em camundongos APP/PS1 modelos da DA. Esses animais
desenvolvem a formacao de depdsitos de AP no cortex e hipocampo
apos 16 semanas de idade. O complexo foi ministrado via
intraperitoneal com doses diarias de 1mg/kg/dia durante 10 semanas.
A deposicao amiloide foi acompanhada em tempo real por microscopia
multifotonica e ao final dos experimentos foram realizados ensaios de
ELISA e imunofluorescéncia em amostras de sangue e cortex. Embora
nao tenha sido possivel avaliar a progressao da doenca em tempo real,
foram observados niveis mais baixos de Af10/42 em amostras de cortex
de camundongos tratados. A imunofluorescéncia usando ThS e 4G8
mostrou que o complexo RuNDI ndo afeta o tamanho das placas ja
existentes, mas reduz significativamente a densidade e carga de placas
no coértex e hipocampo. Essas observacdes demonstram que os
complexos RuApy e RuNDI impactam diretamente na fibrilacao do A
em diferentes abordagens, levando a formacgao de fibrilas amorfas e
atéxicas e reduzindo a formacdao de depositos em areas criticas do

cérebro de camundongos transgénicos.

Palavras-chave: Complexos de Ruténio; Doenca de Alzheimer;

peptideo beta-amiloide; agregacdo cruzada; animais transgénicos.
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ABSTRACT

IMPACTS OF RUTHENIUM (II) COMPLEXES ON DIFFERENT
APPROACHES TO AMYLOID BETA PEPTIDE AGGREGATION.
Alzheimer's Disease is the most common form of dementia, with
projected costs of $1 trillion by 2030. Its main features include deposits
of the AB peptide and neurofibrillary tangles of the tau protein.
Increased life expectancy is linked to the rising incidence of the disease,
creating significant social and financial impacts. This study aims to
evaluate the effects of Ru(Il) complexes as modulators of A aggregation
in different approaches, from heterogeneous aggregation with insulin to
in vivo applications. The modulating effect of the RuApy complex on
cross-aggregation between AP and insulin was monitored through
Tyr10 emission, circular dichroism (CD), and AFM. Emission spectra for
AB showed suppression of Tyr-OH emission (300 nm) in favor of Tyr-O~
ion formation (340 nm), a behavior not observed in the presence of
insulin and the RuApy complex. CD and AFM analyses revealed the
formation of amorphous aggregates instead of the fibrils typically seen
with AB. The aggregates formed in the Af/Insulin and
AB/Insulin/RuApy interactions were less toxic compared to AP
aggregates when tested on SH-SY5Y neuroblastoma cells. In another
approach, the influence of the RuNDI complex on AP aggregation was
monitored by nephelometry, CD, and TEM. The presence of the RuNDI
complex significantly reduced relative nephelometry units and
suppressed B-sheet signals in CD spectra, indicating reduced aggregate
formation. TEM images revealed the formation of amorphous
aggregates. The effects of the RuNDI complex on AP aggregation were

also evaluated in APP/PS1 mice, a model for Alzheimer's Disease. These



XX

animals develop AP deposits in the cortex and hippocampus after 16
weeks of age. The complex was administered intraperitoneally at daily
doses of 1 mg/kg for 10 weeks. Amyloid deposition was monitored in
real-time using multiphoton microscopy. ELISA and
immunofluorescence assays were performed on blood and cortex
samples at the end of the experiments. Although real-time disease
progression could not be assessed, lower levels of AB40/42 were observed
in cortex samples from treated mice. Immunofluorescence using ThS
and 4G8 showed that the RuNDI complex did not affect the size of
existing plaques but significantly reduced plaque density and load in the
cortex and hippocampus. These observations demonstrate that the
RuApy and RuNDI complexes directly impact A fibrillation in different
approaches, leading to the formation of amorphous and non-toxic fibrils
and reducing the formation of deposits in critical brain areas of

transgenic mice.

Keywords: Ruthenium Complexes; Alzheimer's Disease; amyloid-beta

peptide; cross-aggregation; transgenic mice.
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Introducao

“Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe tudo.
Todos nés sabemos alguma coisa. Todos
nos ignoramos alguma coisa. Por isso
aprendemos sempre”

- Paulo Freire



1.1. A doencade Alzheimer

As doengas neurodegenerativas sdo causadas pela destruicdo
irreversivel dos neur6nios afetando diretamente diversas funcdes do
sistema nervoso central (SNC), causando problemas motores e
cognitivos.! Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) a doenga
de Alzheimer (DA) esta associada a 60-70% dos casos de deméncia no
mundo e sé nos EUA possui um gasto de 172 bilhdes de délares por ano

com assisténcia médica.23

O aumento da expectativa de vida reflete diretamente na
incidéncia da DA, criando um cendrio de alto custo social e financeiro
tanto para os pacientes quanto para os sistemas publicos de saude. Esse
impacto se estende a diversos setores da sociedade, sendo ainda mais
critico em paises de baixa renda, onde a populacao esta mais vulneravel
a fatores de risco e enfrenta maiores barreiras no acesso a tecnologias,
diagnostico precoce e estratégias de prevenc¢do.*-¢ A DA é considerada
um “transtorno neurocognitivo maior”, de diagnostico clinico,
caracterizada pelo desenvolvimento de déficits cognitivos que
comprometem a funcionalidade do individuo. Diante disso, torna-se
necessario o desenvolvimento de estratégias para seu diagndstico

precoce.”

Reportada pela primeira vez ha 120 anos pelo médico psiquiatra
alemao Alois Alzheimer, os sintomas da DA incluiam perda da memaéria
recente, paranoia, problemas motores e de linguagem. Analises post-
mortem realizadas por ele mostraram a presenca de depositos fibrilares

intra e extracelulares, além de atrofia cerebral. 8




As causas reais da DA ndo sdao completamente esclarecidas,
entretanto, existem diversos fatores de risco associados ao
desenvolvimento dessa neuropatologia. Os fatores ndo-modificaveis
para a DA incluem predisposicdo genética, idade avangada e a presenca
do alelo ApoE €4.° Ja os fatores de risco modificaveis incluem a presenca
de outras doengas, como hipertensao, diabetes e depressao, mas
também estdo relacionados a aspectos do estilo de vida e do ambiente
em que o individuo esta inserido. De acordo com Livingston et al. (2020),
foram identificados 14 fatores de risco modificaveis ao longo da vida
que, juntos, poderiam prevenir ou retardar até 40% dos casos de
deméncia. Entre eles, destacam-se: baixa escolaridade, inatividade
fisica, obesidade, tabagismo, consumo excessivo de alcool, perda
auditiva ndo tratada, traumatismo craniano, exposicdo prolongada a
poluicio do ar, isolamento social, além de hipertensdo, diabetes,
depressao, exposicao ocupacional a pesticidas e condi¢des adversas de
desenvolvimento associadas a desigualdade social. A identificagdo e o
manejo desses fatores ao longo da vida sdao fundamentais para
estratégias de prevencao e para a redugao da carga global da doenga de

Alzheimer e outras deméncias.10-12

1.2. A hipodtese de cascata amiloide

A DA tem sido amplamente estudada sob diversas perspectivas,
resultando em multiplas hipdteses sobre sua origem e progressao. A
mais aceita atualmente é a hip6tese da cascata amiloide, que propde que
a producao e deposicdo excessiva do peptideo -amiloide (Af) no meio
extracelular é o evento inicial da patogénese. Considerada a principal

causa da DA, a agregacdo do A3 desencadeia uma série de desequilibrios




bioquimicos que culminam em neurodegeneracdo.!* Esse acumulo
induz, ainda, a formagdao dos emaranhados neurofibrilares (ENFs) da
proteina tau, outro marcador patolégico fortemente associado a morte
neuronal. Com base nessa hipotese, buscam-se terapias que inibam a
formacao dos depdsitos amiloides ou que favorecam sua eliminacao no

cérebro de pacientes com DA.14

A partir da hip6tese da cascata amiloide, surgiram outras abordagens
complementares que visam aprofundar o entendimento da DA. Entre
elas, destaca-se a hipdtese dos oligdbmeros de A, que considera essas
formas soliveis como mais neurotéxicas do que as placas amiloides
maduras. Ja a hipotese da proteina tau passou a ganhar destaque ao
evidenciar que a hiperfosforilacao dessa proteina e a formag¢ado dos ENFs
estdo diretamente relacionadas a disfunc¢ao sinaptica e a progressao da
doenca.’314 Embora mais recentes, essas hipéteses nao sao excludentes,
mas sim extensoes ou refinamentos da hipotese amiloide, refor¢ando a
complexidade dos mecanismos envolvidos na neurodegeneragdo

observada na DA.

1.3. O peptideo B-amiloide
1.3.1. A formacao

O peptideo Af é produto da clivagem da proteina precursora do
amiloide (APP), uma proteina transmembrana expressa em diversas
células do SNC, principalmente nos neurdnios, envolvida na manutencao
da neuroplasticidade e da homeostase sinaptica.’> Podendo variar entre
37-43 aminoacidos, as isoformas mais comuns do peptideo AP sao os

fragmentos A4 e AB42. A isoforma AB4o é a mais abundante no cérebro




e a isoforma A4z (Figura 1) é considerada a mais toxica e propensa a
agregacdo, sendo a principal componente dos depdsitos fibrilares do

peptideo A encontrados no cérebro de pessoas com DA.16.17

FIGURA 1. Sequéncia de aminoacidos do peptideo AB42.

A APP pode ser clivada por duas vias diferentes (Figura 2). A via
amiloidogénica leva a clivagem da APP pelas enzimas 3-secretase e y-
secretase, resultando na formacgao do peptideo AB.1819 A (-secretase
define a regido N-terminal da proteina, liberando o fragmento sAPP[3
(hidrossoluvel), enquanto a y-secretase cliva a regidao C-terminal,
liberando o peptideo AB no espago extracelular. Na via nao
amiloidogénica, a APP é clivada pela a-secretase, gerando sAPPa que é
soluvel, impedindo a formacao de -amiloide. O fragmento gerado €
processado pela y-secretase, liberando o peptideo p3, que nao esta

associado a toxicidade.181°

A clivagem da APP pode ser influenciada por diversos fatores, e
qualquer alteracdo que afete o balanco entre as duas vias de
processamento resultard na producao excessiva do peptideo A. Por

exemplo, a atividade da B-secretase é otimizada em pH baixo, sendo




estimulada em condicdes de acidose, estresse oxidativo ou hipéxia.2021
Ja a acdo da y-secretase e da B-secretase é induzida por altos niveis de
colesterol no sangue.22 Além disso, o mau funcionamento da a-secretase,
causado pela deficiéncia de Zn(II) nos sitios ativos, favorece a via que

leva a producao de Af3.23

Mutacbes genéticas também podem alterar o mecanismo de
clivagem da APP, promovendo a formagao de Af3. O gene APP, localizado
no cromossomo 21, pode sofrer mutacdes e aumentar a propensao para
a producao de AB.z* Individuos com sindrome de Down, que possuem
uma clpia extra do cromossomo 21, apresentam um risco superior a
90% de desenvolver DA ap6ds os 70 anos.2> Além disso, mutacdes nos
genes da presenilina 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2), que regulam a atividade do

grupo das y-secretase, também contribuem para a via amiloidogénica.2¢

Via ndo amiloidogénica Via amiloidogénica
& - >
sAPP« APP sAPPS
(x-secrg\tase B-secretase O AB
3 Y-secretase hay | Y-secretase
p Y

P A

\

FIGURA 2. Protedlise da proteina precursora do amiloide (APP) pelas vias
amiloidogénica e ndo-amiloidogénica. Criada usando BioRender.com




1.3.2. A eliminacao

Nao s6 um desequilibrio nas vias de processamento da APP leva
ao acumulo do peptideo AB. Na verdade, a producdo de Af no cérebro
em niveis saudaveis é normal, e existem mecanismos que atuam na
remocdo e processamento das espécies formadas durante o seu
processo de agregacdo, a fim de evitar o acdimulo de amiloides. Em um
cérebro saudavel, a producao e eliminagao de A estdo em equilibrio,

com uma taxa de processamento de aproximadamente 8% por hora.2”

Portanto, corrigir alteracdes dos niveis de AP é essencial para
garantia da saude cerebral. Existem dois mecanismos principais quando
se trata da depuragdo das espécies amiloidogénicas do Af3, o escoamento
de AP soluvel para a circulagao periférica e a degradacao das formas
soluveis e fibrilares pela acdo de enzimas.28 Para isso, existe uma rede
funcional responsavel pela eliminacdo de residuos metabdlicos do
cérebro, conhecida como sistema glinfatico. O funcionamento do
sistema glinfatico ocorre por meio do fluxo de fluido cerebroespinal ao
longo dos vasos sanguineos, processo mediado por astrécitos. As
substancias sdao entdao direcionadas ao sistema linfatico meningeo e
eliminadas pela circulagdo periférica.2?30 Disfungbes nesses
mecanismos favorecem o acumulo de A, contribuindo para a

progressao da DA.

O efluxo de AP soluvel pode ocorrer através da barreira
hematoencefalica (BHE) para o sangue periférico, processo mediado
pela proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteinas de baixa
densidade (LRP1) e a remocao em massa do fluido cerebroespinal

(CSF)/fluido intersticial (ISF) para o sistema linfatico.2831 Esses




mecanismos podem ser alterados caso o peptideo AP esteja ligado a
proteinas chaperonas como é o caso da ApoE, envolvida na
redistribuicao de colesterol e fosfolipideos no cérebro.32 A ApoE é a
Apolipoproteina envolvida no transporte de lipideos, presente em
lipoproteinas como VLDL, IDL e HDL, desempenhando papel
fundamental no metabolismo do colesterol e na homeostase lipidica,
principalmente no SNC. E produzida nos astrécitos e se une a lipideos
através do transportador de ATP A1 (ABCA1) para formar HDL e facilitar

o transporte de lipideos insoliveis.32:33

A ApoE possui trés isoformas codificadas pelos alelos €2, €3 e €4,
com variacdoes nos aminoacidos das posi¢cdes 112 e 158, modificando
propriedades como efluxo de colesterol, formac¢ao de HDL e afinidade de
ligacdo aos receptores.3* O alelo €3 é 0 mais comum em seres humanos
e o alelo €2 esta associado a niveis elevados de HDL e menor risco de
doengas cardiovasculares. O alelo €4, por sua vez, é considerado o fator
de risco mais importante no desenvolvimento da DA tardia, pois afeta
negativamente o metabolismo de colesterol e de consumo de glicose no
cérebro.3>3¢ Além disso, as ApoE podem atuar como chaperonas,
ligando-se a proteinas mal dobradas ou agregadas, prevenindo a
formacao de depdsitos amiloides. O alelo €4 é menos eficiente que as

outras isoformas na remoc¢ao de A3 do cérebro.3?

Quando falamos do processamento do A3, a microglia é o conjunto
de células especialistas na remocgdo de espécies téxicas do cérebro. Sao
fagdcitos do sistema imunolégico inato do SNC, essenciais para a
captacdo e eliminacdao de espécies amiloidogénicas do peptideo A,
desde monomeros e oligbmeros até fibrilas.38 A deposicao amiloide ativa
a microglia, desencadeando uma série de eventos que visam minimizar

os impactos do acumulo de AB. Uma das principais estratégias da

8



microglia para interferir na progressdao da agregacdo amiloide é a
formacdo de uma barreira fisica ao redor dos depoésitos de AB.3° Essa
barreira impede a nucleacdo secundaria e a formacdo de novos
oligbmeros a partir de fibrilas existentes. Em outras palavras, as células
da glia envolvem e compactam os depdsitos fibrilares, bloqueando a

geracao de novas espécies toxicas.

Outra alternativa adotada pela microglia é expressao de proteases
que ajudam na quebra de oligdbmeros e fibrilas, como é o caso da enzima
degradante de insulina (IDE), da neprilisina (NEP) e das
metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2 e 9).40 Neste contexto, a NEP é a
principal protease responsavel pela degradagdo do AP, facilitando sua
captacdo e eliminagdo. Essas proteases sdao enzimas dependentes de
zinco ligados aos seus sitios ativos, ao passo que ions Zn(II) livres
estabilizam o A, impedindo sua degradacdo, ainda favorecerem a via

amiloidogénica.#142

Para melhorar a captagao de Af extracelular e seus fragmentos, a
microglia expressa diversos receptores de superficie, receptores para
produtos finais de glicagdo avancada (RAGE) e scavenger sao
exemplos.#? As respostas celulares da microglia estdo ilustrados na

Figura 3.
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FIGURA 3. Principais mecanismos de a¢do da microglia frente a deposicao amiloide.
Criada usando BioRender.com

E notavel os esfor¢os da microglia para controlar os niveis de A
no cérebro, para isso essas células geram uma resposta inflamatdria no
ambiente, de modo a induzir “um estado de alerta” e estimular os
mecanismos celulares descritos acima. Entretanto, a superexposicao aos
agentes pré-inflamatdrios gerados pela microglia acabam afetando a
eliminagdo de A por fagocitose e ainda aceleram a deposicao

amiloide.44

1.3.3. A agregacao

As alteracdes na producdo e eliminagdo dos fragmentos do
peptideo AB levam ao seu acimulo no meio extracelular, iniciando um
processo de autoagregacdo. As espécies monoméricas de A, que sao
soluveis, se agregam formando oligdmeros de diversos tamanhos. Esses
oligdmeros se organizam em protofibrilas, que, por sua vez, se associam

para formar fibrilas maduras.45
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Depois de formados os primeiros agregados, o mecanismo de
nucleacdo secunddria domina a reacdo. Isto é, os agregados pré-
formados atuam como nucleos de agregacdo, formando novas espécies
oligoméricas na superficie.*¢47 Esse fato reflete no comportamento da
curva de agregacdo sigmoidal do A, caracterizada por uma longa fase
de nucleagao, seguida de um aumento exponencial durante a fase de
alongamento, que dura até que se estabeleca um equilibrio entre

agregados e mondmeros,*8 como ilustrado na Figura 4.
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FIGURA 4. Curva sigmoide para a formacdo de estruturas caracteristica da
agregacao de peptideo AB. Criada usando BioRender.com

As fibrilas sdo estruturas altamente organizadas e
termodinamicamente estaveis. Seu empilhamento ¢é mediado
principalmente por ligacbes de hidrogénio, que estabilizam a
conformacado de folhas-3 ao longo do eixo de crescimento, como mostra
a Figura 5. Durante o processo de fibrilacdo, o contato entre o meio

fisiolégico (aquoso) e a por¢ao hidrofébica do peptideo A aumenta,

11



especificamente entre os  aminodcidos 17-21 (Leucina-Valina-

Fenilalanina-Fenilalanina-Alanina), tornando-as insoluveis.*?

Antiparalela

Paralela

0 0 0

FIGURA 5. Esquema representativo da formacao de ligacdes de hidrogénio em
estruturas folha-3 Paralela e Antiparalela em fibrilas amiloides. Criada usando
BioRender.com

Embora as fibrilas sejam consideradas a fase final da agregacao do
AP e, portanto, associadas ao desenvolvimento da DA, estudos sugerem
que a formacado dessas estruturas nao esta diretamente relacionada aos
danos neuroldgicos observados em pacientes. Na verdade, evidéncias
apontam que os oligdbmeros soluveis de AB sdao os principais

responsaveis pela perda sinaptica e neuronal.50

Estudos com individuos cognitivamente saudaveis mostraram que
a carga de placas amiloides ndo estd diretamente relacionada ao
comprometimento cognitivo, uma vez que esses individuos

apresentavam uma carga significativa de placas no cérebro, mas nao
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demonstravam perda de memoria ou atrofia cerebral.>152 Além disso,
observou-se que oligbmeros soluveis de AP induziram déficits
cognitivos em modelos animais, mesmo na auséncia de placas
amiloides.>® Por outro lado, agregados maiores, como as placas, nao
comprometeram a memoria de camundongos Tg2576, que desenvolvem

patologia de placas e déficits comportamentais.50-53

A partir dessas observacdes levantou-se a “hipotese do
oligbmero”, que versa sobre os danos citotoxicos das espécies iniciais da
agregacao do A.>* Segundo ela, os oligbmeros possuem atuagdo
semelhante a de neurotoxinas, abrindo poros na membrana celular. Isso
afeta diretamente a cadeia de transporte de elétrons, desregulando a
homeostase de ions Ca?* e levando a formacdo de radicais livres,
responsaveis pelo aumento do estresse oxidativo nas células.54>> Ainda
se sugere que os oligdmeros menores sao responsaveis por ativar as vias

pré-inflamatérias da microglia.>®

Os primeiros efeitos do processo de agregacao do peptideo A3
podem preceder os principais sintomas clinicos em até 20 anos.>? Dado
a preocupacao em torno da formacao das espécies iniciais, € essencial o
desenvolvimento de novas técnicas de detecgdo e diagndstico precoce,

além de técnicas que possam intervir na fibrilacdo do Ap.

1.4. A proteina tau

Para além do acimulo e deposi¢ao do peptideo Af3, sdo observados
em pessoas com DA a presenca de emaranhados neurofibrilares (ENFs)
intracelulares. Os ENFs sao constituidos da forma hiperfosforilada da

proteina tau (p-tau) e é resultado do efeito “cascata” sugerido pela
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hipotese amiloide.®® A proteina tau é expressa em todo o SNC,
principalmente nos axo6nios dos neurénios, desempenhando papel
crucial na estabilizacdo dos microtibulos, na manutencado da forma e do
transporte celular. Essa proteina se encontra associada aos
microtibulos por uma sequéncia de aminoacidos que permitem sua

interacdo com a tubulina, proteina formadora dos microtibulos.5°

A fosforilacao e desfosforilacdo da proteina tau envolve a adi¢ao
de grupos fosfato a sua estrutura, processo realizado por quinasas como
GSK-3f, CDKS5 e Akt. Esse mecanismo é crucial para controlar a interacdo
da tau com os microtubulos e garantir o funcionamento neuronal.®® Um
desequilibrio nesse processo provoca a hiperfosforilacdo da proteina
tau, levando a formagdo de aglomerados e prejudicando sua ligagdao com
a tubulina, resultando em disfungdes das células nervosas e favorecendo
o avanco de doengas neurodegenerativas, como é o caso da DA.6061 A
Figura 6 compara a integridade dos microtibulos em neur6nios

saudaveis e afetados pelos emaranhados neurofibrilares da proteina tau.

) W

FIGURA 6. Comparagado entre os microtiibulos de um neurdnio saudavel (verde) e
um neuronio afetado por emaranhados neurofibrilares da proteina tau (marrom).
Criada usando BioRender.com
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Estudos tém mostrado uma relacdo significativa entre a toxicidade
dos depdsitos fibrilares do peptideo A3 e a formacdao de emaranhados
intracelulares de proteina tau. Por exemplo, camundongos transgénicos,
modelo de taupatia nao-Alzheimer (P301L), apresentaram uma
producao cinco vezes maior de ENFs quando receberam injecdes de Af3
sintético diretamente no cérebro.t? Um estudo mais recente revelou que
camundongos hibridos PS19:PDAPP, que possuem as mutagoes
humanas tauP301S e APPV717F apresentaram uma deposicao
acelerada de ENFs em compara¢dao com os camundongos que expressam
apenas uma das mutacgdes. No entanto, a formacdo de placas amiloides
nao foi alterada.®3 Juntos, esses estudos sugerem que a patologia tau nao
é apenas um epifendmeno da deposicao amiloide, mas sim necessaria

para a toxicidade do Af in vivo.6263

1.5. Diagnésticos para a doenca de Alzheimer

Diagnosticar a DA em seus estagios iniciais € um dos grandes
obstaculos enfrentados pela comunidade. Em geral, o diagndstico clinico
ocorre quando o paciente se encontra em estagio avancado da doenga e

apresenta sintomas de deméncia.

Técnicas atuais disponiveis para o diagnéstico da DA baseiam-se
em imageamento por tomografia por emissao de positrons (PET)
combinada com a tomografia computadorizada (CT) utilizando
radiomarcadores de 18F e 11C. Limitados ao uso em pacientes adultos
com algum tipo de comprometimento cognitivo, os radioisétopos
Amyvid™ (18F-florbetapir), Vizamyl™ (18F-flutemetamol), Neuraceq™

(18F-florbetaben), Tauvid™ (18F-flortaucipir) e 11C-Pittsburgh Compound
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B (11C-PIB) detectam preferencialmente fibrilas e placas amiloides.6465
O Tauvid™ (*8F-flortaucipir) também se mostrou eficiente na detec¢ao
dos ENFs da proteina tau.t® Entretanto, nenhum deles detecta

oligdmeros soliveis.®>

As técnicas de CT e ressonancia magnética (MRI) sao técnicas de
imageamento que podem avaliar o volume cerebral, danos a matéria
branca do cérebro e alteracdes vasculares.6” Contudo, técnicas de
imageamento como PET, CT e MRI representam alto custo para o
paciente, necessitam de equipamentos especializados e ainda assim nao

possuem um alto carater preditivo.

Esse cendrio reforca a necessidade de técnicas de deteccdo
precoce que sejam de facil acesso, baixo custo e sem efeitos secundarios
indesejados. Para isso, hd um esforco da comunidade em estabelecer um
painel de biomarcadores sanguineos para a DA, que podem contribuir

com um diagnéstico nos primeiros estagios da doenca.

1.6. Biomarcadores para a doenca de Alzheimer

A utilizacdo de um painel de biomarcadores sanguineos para a
doencga é fundamental devido a complexidade e heterogeneidade dos
mecanismos patolégicos envolvidos na DA. A interacdo de processos
como a deposicdo de AP, hiperfosforilacdo da tau, neuroinflamacao e
disfung¢do sindptica requer uma abordagem integrativa para capturar

com maior precisdo as diferentes dimensoes da doenca.

Para isso, a utilizagao de amostras de sangue tem se revelado uma
proposta promissora, de facil acesso e baixo custo para o diagndstico da

DA. Desde o desenvolvimento de técnicas ultrassensiveis, pequenas
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concentracdes de biomarcadores especificos para a DA podem ser
detectadas em amostras de sangue.®8 Estudos recentes demonstraram
que o cérebro e os linfocitos do sangue de pacientes com DA possuem
diversas semelhancgas, como a expressao anormal da APP, aumento do
estresse oxidativo, alteracao nos niveis de enzimas antioxidantes e altas

taxas de apoptose.®?

Derivadas da técnica de imunoabsor¢dao enzimatica (ELISA),
técnicas como SIMOA (single-molecule array), reducdao imunomagnética
(IMR) e imunoprecipitacdo acoplada a espectroscopia de massas (IP-
MS) se mostraram sensiveis o suficiente para dar inicio a0 mapeamento

de biomarcadores pelo sangue.”0

Dentre os biomarcadores mais estudados em amostras de sangue,
destacam-se o peptideo AB, as isoformas da proteina tau
hiperfosforilada, os neurofilamentos leves (NfL) e a proteina acida

fibrilar glial (GFAP).7!

AB: Métodos de deteccao ultrassensiveis no plasma sanguineo
permitiram a deteccdo de baixissimas concentracdes de APio/42 em
pessoas com DA quando comparados a individuos com declinio
cognitivo subjetivo. A razao APso/42 € um bom biomarcador para o
diagnéstico clinico de deméncia, pois nao sofre influéncias de fatores
clinicos ou pré-clinicos.’? Porém, a producao periférica e a depuracgao
hepatica de AB limitam a precisdo em amostras de sangue, afinal foram
aferidas redugoes de 10-20% dos niveis plasmaticos de A3 em pessoas
com DA, enquanto a reducdo no fluido cerebroespinal apresenta

reducdes de 40-60%.73

Proteina tau: Os ENFs sdo uma marca da DA juntamente com os

agregados do peptideo AB. A proteina tau pode ser liberada no fluido
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intersticial e fundir-se com o fluido cerebroespinal, sendo transportado
para o plasma sanguineo.”! Ainda que os niveis totais de tau nao tenham
valor diagnostico para declinio cognitivo, outras isoformas da tau
hiperfosforilada (p-tau) presentes no plasma tem se mostrado bons
biomarcadores para diferenciar pessoas com DA de pessoas sem

declinio cognitivo.”4

A p-taul81 é a isoforma mais estudada da proteina tau
hiperfosforilada, com evidéncias mostrando que niveis elevados no
plasma estdo associados ao declinio cognitivo futuro em individuos
cognitivamente intactos. A p-taul81 plasmatica tem mostrado maior
precisdo do que a p-taul81 do liquor na previsao da progressao da DA.75
Estudos recentes indicam que a reatividade dos astrocitos desempenha
um papel crucial ao conectar o aumento de p-taul81 com Af em
individuos, e as andlises de Tau-PET mostraram um padrdao de

acumulacdo de tau relacionado a DA.76

A p-tau217 plasmatica é um biomarcador promissor para detectar
o declinio cognitivo, com estudos mostrando que aumentos em seus
niveis estdo associados a piora da cognicao, atrofia cerebral e maior
risco de conversdao para doenca de Alzheimer. Assim como taxas
aceleradas de declinio cognitivo e alteragdes cerebrais.’” A p-tau217 nao
mostrou niveis elevados em pacientes com tauopatias nao-DA,
sugerindo sua especificidade para DA, embora mais estudos sejam
necessarios para confirmar isso.”? Influenciada pela agregacao do A3, a
p-tau217 tem seus niveis elevados no plasma sanguineo antes mesmo
da disseminac¢ao de ENFs. Este biomarcador também mostrou o melhor
desempenho em testes de variabilidade entre biomarcadores
plasmaticos, e foi o melhor preditor de declinio cognitivo em duas

coortes pré-clinicas de DA. A combinacdo de p-tau217 com outros
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biomarcadores, como A3, NfLL e GFAP, mostrou maior precisdao para

diagnosticar DA em estudos.”8

NfL: Os neurofilamentos leves sdo proteinas estruturais
responsaveis, principalmente, pela manuteng¢do da forma e integridade
dos axOnios nos neurodnios. A presenca dessas espécies no sangue ou no
liquor estd associada a danos neuronais, caracteristica de diversas
doengas neurodegenerativas.’”? Os NfLs sao liberados quando os
neurdnios sofrem lesdo ou degenerag¢do, podendo ser utilizado como
biomarcador para neurodegeneracdo na DA, mas também em outras

neuropatologias como Parkinson e Esclerose Multipla.8?

GFAP: A proteina acida fibrilar glial (GFAP), encontrada nos
astrocitos, tem fungao estrutural e sua producao aumenta em resposta a
lesdes, inflamacdes ou danos cerebrais, auxiliando no reparo das células
da glia.8? No entanto, a ativacdo excessiva dos astrocitos pode agravar
processos degenerativos ao aumentar a neuroinflamag¢do. Niveis
plasmaticos de GFAP sao preditivos para o risco de neurodegeneracao,
estando elevados em pessoas com DA,82 e, quando combinados com
fatores como idade, sexo e presencga do alelo ApoE, conseguem distinguir
individuos com placas amiloides daqueles sem placas com alta
precisdo.83 A formacao dos principais biomarcadores para a DA e seu

escoamento através da BHE estdo ilustrados na Figura 7.
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FIGURA 7. Expressao e escoamento de biomarcadores da doenga de Alzheimer do
cérebro para a corrente sanguinea. Criada usando BioRender.com

1.7. Tratamentos para a doenca de Alzheimer

Atualmente, por possuir um diagnostico tardio, a intervencao na
doenca de Alzheimer é feita através de medicamentos que aliviam os
sintomas, mas nao impedem a progressao da doenca. Até entdo, a DA nao
tem cura. Os principais medicamentos visam combater os efeitos
debilitantes que a DA impde sobre a memoria e a cognicdo, melhorando

a qualidade de vida desses pacientes.

Esses medicamentos foram inicialmente implementados com base
nas hipoteses colinérgica e glutaminérgica. Ambas propéem que um
desequilibrio no metabolismo desses neurotransmissores sao os

responsaveis pelo declinio cognitivo em pessoas com DA.84

A galantamina,®> a rivastigmina® e o donepezil®? sdo trés

medicamentos que atuam como inibidores das enzimas
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acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, responsaveis pela degradacao
da acetilcolina, um neurotransmissor ligado a fungdes como memoria e
cognicdo. Inibir a quebra desse neurotransmissor é essencial para
manter niveis equilibrados e garantir alivio do declinio cognitivo.
Entretanto, efeitos colaterais como nduseas e problemas

gastrointestinais levam ao abandono do tratamento.88

Ja a memantina, medicamento aprovado para uso em 2003, atua
na via glutaminérgica, bloqueando a ativacao dos canais iénicos N-metil-
d-aspartato (NMDA) de forma controlada, isso reduz a permeabilidade
da Ca?* e previne a liberacao de indutores apoptéticos. No entanto,
ensaios clinicos com memantina no tratamento do Alzheimer moderado

ao grave nao atingiram as expectativas.8?

Outra classe de medicamentos aprovados para o tratamento da DA
sdo os anticorpos monoclonais, que atuam facilitando o processamento
das espécies amiloidogénicas do peptideo AB. O aducanumab
(Aduhelm™, Biogen) foi o primeiro farmaco aprovado para a DA desde a
memantina em 2003. No entanto, sua aprovac¢ao ocorreu apesar de
resultados conflitantes em relacao a eficacia e seguranga, além de um

custo anual de US$ 56.000,00 por paciente, estabelecido pela Biogen.?°

Os anticorpos mais recentes sdo o donanemabe e o lecanemab, da
classe imunoglobulina G1 (IgG1l). O donanemabe esta direcionado
contra a forma truncada e modificada do A insoluvel, atuando
principalmente nos depositos fibrilares,® enquanto o lecanemab é
projetado para reconhecer as formas soluveis e tdxicas do A3.°2 Ambos
buscam auxiliar na remog¢ao do excesso de placas e oligdbmeros soluveis

por meio da fagocitose mediada pela microglia.
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Apesar dos avancos, esses tratamentos tém limitacdes
significativas. Sao eficazes nas fases iniciais da doenca e tém um efeito
modesto na melhora dos sintomas, além de ndo interromperem
completamente a progressdao do declinio cognitivo.?3 Somado a isso,
estdo associados a efeitos colaterais graves, como edema cerebral e
micro-hemorragias, chamados de ARIA (anormalidades relacionadas ao
amiloide detectadas em exames de imagem).?* O custo elevado desses
medicamentos e a infraestrutura necessdria para sua administracao
também limitam o acesso, principalmente em paises de baixa e média
renda. Isso refor¢a a urgéncia de mais pesquisas para desenvolver

terapias acessiveis, eficazes e seguras.

1.8. Complexos de Ru(Il)

Um agente teranostico é uma molécula capaz de fornecer
simultaneamente informac¢des diagnosticas e atividade terapéutica,
oferecendo uma abordagem integrada e eficiente no tratamento de
diversas enfermidades. Essa combinagao permite o avan¢o da medicina
personalizada, com diagndstico precoce e possibilidade de ajustes finos
em terapias com um nivel de controle que as ferramentas atuais nao

podem atingir.>

No caso da doenca de Alzheimer, os depdsitos de peptideo A3 sao
uma marca patolégica, mas também sdao considerados um alvo
terapéutico. Detectar precocemente as espécies iniciais de agregacao de
AP é essencial para aumentar a eficacia terapéutica, ja que os farmacos
atuais geralmente sdo administrados em estagios avan¢ados da

doenga.’® Nesse cenario, complexos metalicos tém ganhado destaque
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como plataformas terandsticas, devido a sua capacidade de se ligar
seletivamente a biomoléculas, alterar sua resposta emissiva na presenca
de alvos biolégicos e modular processos patoldgicos como a agregacao
proteica, o estresse oxidativo e o desequilibrio da homeostase

metalica.97-99

Entre os metais de transicao estudados, os complexos de Ru(II)
surgem como candidatos promissores para aplicagdes terandsticas em
doencgas neurodegenerativas. Sendo um metal de transi¢ao do segundo
periodo, denso e pesado, o atomo de Ruténio apresenta forte
acoplamento spin-érbita (] = ) L,S), resultado da interacdao entre o
movimento angular dos elétrons (ms) e o0 movimento angular orbital
(m.), favorecendo a conversdo entre estados excitados com diferentes
multiplicidades de spin.1% Isso é fundamental para a geracdo de
espécies excitadas com longo tempo de vida, Uteis tanto para processos
terapéuticos quanto para técnicas de imagem. Os complexos
polipiridinicos de Ru(Il) exibem emissdao na regido do infravermelho
préoximo, evitando interferéncia com a emissdo e absorcdo de
biomoléculas endégenas, melhorando significativamente a resolucao e
profundidade na aquisicido de imagens biologicas.101 Além disso,
possuem elevada estabilidade térmica e fotoquimica, podendo ter suas
propriedades ajustadas pela modificacao dos ligantes coordenados ao

centro metalico.

Outro ponto relevante é a presenca de um par redox Ru(II) /Ru(III)
altamente estavel, que permite a participacdo desses complexos em
processos redox fisiologicos sem perda estrutural. Dessa forma, os
complexos de Ru(lIl) se configuram como plataformas multifuncionais
ideais para aplicagdes terandsticas, unindo diagndstico sensivel,

imagem de alta resolucdo e acao terapéutica dirigida, com grande
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potencial para o tratamento e monitoramento da Doenca de Alzheimer

e outras condigOes neurodegenerativas.

Os complexos polipiridinicos de Ru(ll), foco deste trabalho, sao
amplamente utilizados como sondas luminescentes. Um exemplo é o
[Ru(bpy)2dppz]?* (onde bpy = 2,2'-bipiridina e dppz = dipirido[3,2-
a:2',3'-c]-fenazina), um dos primeiros complexos de Ru(II) utilizados
para detectar a agregacdo do AB.192 Além disso, esses complexos
também atuam como inibidores de agregacdo, como no caso do fac-
[Ru(CO)3Clz(Nt-thz)], que forma um intermedidrio estavel A(-Ru,
bloqueando a autoagregacao do A apds coordenar-se a residuos de

histidina.103

Esses compostos tém aplicagdes em diversas areas, desde a
conversdo de energia solar até intercaladores de DNA. Complexos
polipiridinicos de Ru(Il) podem ser fotoativados, para dissociacao
controlada de ligantes labeis ou para geracdo de EROs.194 Por exemplo, a
fotoativagdo do complexo [Ru(bpy)s]?* leva a desfragmentacdo de
agregados estaveis do peptideo AP, gerando fragmentos menores e

menos toxicos.105

Ja o complexo [Ru(bxbg)]?* demonstrou valores de inibicdo da
acetilcolinesterase em taxas semelhantes aos farmacos aprovados pela
FDA.1%¢ E o complexo [Ru(phen):(3,4Apy)]?* mostrou efeito
antioxidante, além de proteger células PC12 contra os danos citotoxicos

do AB,197 mostrando a versatilidade dos complexos de ruténio.

As pesquisas utilizando complexos de ruténio tem ganhado
interesse nas ultimas décadas, devido a sua baixa toxicidade, liberacao
controlada de farmacos, diferentes mecanismos de ativacao, alta

atividade biolégica e possuem estrutura facilmente modificavel,
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permitindo a investigacdo especifica sobre os mecanismos de
progressdao da DA.108109 A Figura 8 resume os possiveis usos de
complexos de Ruténio em diferentes abordagens para doencas

neurodegenerativas.
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FIGURA 8. Usos possiveis dos complexos de Ruténio em diversas vertentes para
tratamento e diagndstico da doenca de Alzheimer. Criada usando BioRender.com

1.9. Osligantes 3,4Apy e pNDIp

Este trabalho propde a aplicagdo dos complexos cis-
[Ru(phen)z(3,4Apy)]?* (RuApy) e cis-[Ru(phen),(pNDIp)](PFs):

(RuNDI) como moduladores no processo de agregacdo do peptideo Af3.
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O ligante 3,4-diaminopiridina (3,4Apy) € um bloqueador de canais de
potassio, utilizada principalmente no tratamento da sindrome de
Lambert-Eaton, onde promove a liberacdo aumentada de acetilcolina
nas terminagoes nervosas e melhora a transmissao neuromuscular.110.111
No entanto, seu uso pode levar a efeitos adversos relacionados a
hiperexcitabilidade do sistema nervoso, como convulsdes, tremores,
insbnia e ansiedade, especialmente em doses elevadas.ll2 Nesse
contexto, o uso de complexos de ruténio como plataformas para
liberacao controlada de 3,4Apy representa uma estratégia promissora
ao permitir a ativacao seletiva do farmaco por estimulos especificos,

como luz ou variagdes do microambiente celular.113

Ja o ligante pNDIp envolve a adicdo de duas unidades de
fenantrolina a estrutura central da naftaleno diimida (NDI),
constituindo um sistema molecular plano e altamente conjugado, com
propriedades eletronicas e fotofisicas semelhantes as do corante ANS
(1-anilino-8-naftalenossulfonato).114115 Espera-se que assim como o
ANS, o pNDIp apresente afinidade por regioes hidrofobicas expostas em
proteinas agregadas. Essa preferéncia pelo ambiente hidrofébico das
proteinas permite que o ligante se insira em dominios especificos do A3
durante sua conversdao de formas solliveis para agregados toxicos,
servindo tanto como marcador fluorescente quanto como possivel
modulador da agregacao.115116 Quando coordenado a centros metalicos
como o ruténio, o sistema pNDIp pode ainda incorporar funcionalidade
fotoativa, oferecendo uma alternativa para o desenvolvimento de sondas
e agentes terapéuticos direcionados a detecg¢ao precoce e ao controle da

formacao de placas amiloides na doenca de Alzheimer.
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1.10. Hipotese

O estudo de complexos de Ru(Il) tem ganhado destaque por sua
versatilidade e surgem como candidatos para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para a doenca de Alzheimer. Os depdsitos
amiloides sdao uma marca patologica da DA, mas também sao
considerados alvos terapéuticos, afinal sdo os responsaveis por

desencadear diversos desequilibrios no ambiente cerebral.

Portanto, a hipétese do presente trabalho é de que os complexos
cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)]?* e cis-[Ru(phen),(pNDIp)](PFs)2 sejam
capazes de interagir com o peptideo AP, modulando seu processo de
agregacao e, consequentemente, contribuindo para a inibicao da
formacdo ou para a desestabilizacao de depdsitos fibrilares associados
a patologia da doenca de Alzheimer. Considerando a versatilidade
estrutural e eletronica desses complexos, bem como sua capacidade
reconhecida de interagir com biomoléculas, acredita-se que eles possam
atuar em diferentes etapas da agregacao do A, seja por meio de ligacdes
especificas, interferéncia estérica ou alteragdo do microambiente
quimico. Dessa forma, a sintese e caracterizacao desses compostos visa
avaliar seu potencial como agentes moduladores da agrega¢do amiloide,
contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

para a doenca de Alzheimer.
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2.

0, complexo cis-
[Ru(phen):(3,4Apy):]** como
agente modulador na agregacao
cruzada entre o peptideo A e
insulina humana

“0 otimista é um tolo. O pessimista, um chato.

Bom mesmo é ser um realista esperangoso.”

-Ariano Suassuna



2.1. Contextualizacao

2.1.1. Doenc¢as Amiloides

0 acumulo de proteinas mal dobradas nao é uma caracteristica
exclusiva da doenca de Alzheimer. Diversas outras condi¢des estao
associadas a formacao de agregados insoluveis ricos em folhas-[3,117
incluindo doencgas neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e
esclerose lateral amiotréfica, além de condi¢cdes nao relacionadas ao

SNC, como amiloidose atrial, cataratas e diabetes tipo I1.118

Pesquisas recentes observaram a deposicdo de varias proteinas
amiloides no mesmo tecido ou 6rgao, sugerindo uma conexao entre
diversas doencas.!1? A presenca de uma ou mais dessas condigoes em
um individuo esta associada a quadros mais graves e de progressao
acelerada. Além disso, individuos diagnosticados com uma doenca

amiloide possuem maior suscetibilidade de desenvolver outra.120

A agregacao cruzada ou heterogénea de proteinas amiloides pode
representar uma via importante para a compreensao dos impactos
causados pelas doencas amiloides, embora os mecanismos exatos por

tras desses processos ainda ndo sejam totalmente conhecidos.

2.1.2. Diabetes e Insulina

A Diabetes, assim com a DA, esta relacionada com a formagao de
fibrilas amiloides. O Polipeptideo Amiloide das Ilhotas Humanas

(hIAPP) é secretado com junto com a insulina, entretanto a hIAPP tende
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a formar agregados insoluveis responsaveis pela disfuncao e morte das

células B-pancreaticas. 121

Segundo a OMS, a Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca
metabdlica cronica, hereditaria ou adquirida, que afeta a producao ou a
eficacia da insulina, elevando os niveis de glicose no sangue. Estima-se
que, até 2045, 700 milhdes de pessoas serdo afetadas pela DM, que é
uma das principais causas de morbidade prematura e se torna mais
comum com o envelhecimento.122 A Diabetes Tipo 2 (DT2) representa
90% dos casos e, em seus estagios iniciais, € marcada pela resisténcia a
insulina, levando a hiperestimulacdo das células [-pancreaticas,
iniciando um estado pré-diabético. Com o tempo, a exaustdo dessas

células resulta no desenvolvimento da DT2.123

A insulina é um hormoénio peptidico que, juntamente com seu
receptor, regula os niveis de glicose no sangue. Por isso é essencial e

indispensavel no tratamento da Diabetes.

2.1.3. A doenca de Alzheimer e a Diabetes Tipo 11

Varios estudos relacionam a DT2 ao comprometimento cognitivo
e a DA. A andlise post-mortem de cérebros diabéticos mostrou diversos
danos estruturais aos tecidos, atribuidos a neuroinflamacao,

neurodegeneracao e disfuncao cognitiva progressiva.124

Pessoas acometidas com DT2 possuem maior chance de
desenvolver deméncia e doenca de Alzheimer. Diversos aspectos

parecem estar envolvidos nessa relacdo, como lesdes vasculares,
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neuroinflamacdo, aumento no estresse oxidativo, resisténcia e

degradacdo da insulina.125

Estes estudos, somados a investigacdes em nivel molecular e
clinico, indicam uma relagao direta entre a DA e a DT2. Por exemplo: (1)
Receptores de insulina estdo presentes em grandes quantidades no SNC,
desempenhando papel fundamental na meméria e aprendizagem,
principalmente no cértex e no hipocampo, que sdao os maiores
consumidores de glicose do corpo humano;126 (2) Oligbmeros do
peptideo Af promovem resisténcia a insulina, pois causam danos
deletérios aos receptores dos neuronios, prejudicando o metabolismo
de glicose;!27 (3) Os danos neurovasculares causados pela deficiéncia de
insulina levam ao mau processamento do peptideo A no organismo e
consequentemente a sua agregacdo;!2’ (4) A presenca de doencas
metabdlicas aumenta a producdao do Af;'28 (5) Ma sinalizacdo da
insulina leva a hiperfosforilacdo da tau;12° (6) Aumento nos niveis de
AB42 no CSF em pessoas com altas taxas de insulina no sangue;13° (7)
Drogas antidiabéticas mostraram carater protetivo para danos
neuroldgicos em camundongos que expressam uma ou ambas as

doencas.131

2.1.4. Agregacao cruzada entre o peptideo Af3 e
insulina humana

A agregacado cruzada tem sido alvo de estudos nos ultimos anos
devido as semelhancas e relacdes que essas proteinas apresentam entre
si. Além dos aspectos estruturais, busca-se compreender os mecanismos

de formacao de fibrilas, uma vez que a agregacao cruzada parece ocorrer
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por meio do mecanismo de nucleacao secundaria, no qual o processo de
formacao de fibrilas de uma proteina influencia diretamente a agregacao
de outra.’32 A Figura 10 elucida, de forma simples, 0 mecanismo de

agregacdo homogénea e cruzada para proteinas amiloides.

O entendimento dessas interacbes também pode fornecer
informacoes sobre a presenca de uma ou mais proteinas em depoésitos
amiloides e qual a relacdo desses agregados com o aumento do risco de

desenvolvimento de outras doencas metabdlicas.133

A insulina, foco deste capitulo, desempenha um papel importante
no cérebro. Estudos mostram que ela tem um efeito protetor sobre as
sinapses, ajudando a combater a toxicidade do peptideo A, além de
melhorar o desempenho cognitivo.134 No entanto, também ha evidéncias
que sugerem que o tratamento com insulina em pessoas com DT2 pode

aumentar o risco de desenvolver Alzheimer.135136

A nivel molecular, estudos demonstraram que a insulina e o
peptideo AP regulam mutuamente sua producdo, funcdao e
degradagdo.’3” Além disso, os agregados de A promovem a fibrilagao da
insulina, embora esses agregados tenham se mostrado menos téxicos do

que os oligbmeros de A[3.138

Dado a necessidade de entendimento do processo de interacao
entre diferentes proteinas amiloidogénicas, propde-se o uso do
complexo cis-[Ru(phen)z(3,4Apy)](PFs)2 como modulador no processo
de agregacdo heterogénea entre o peptideo AP e insulina humana. O
complexo RuApy consegue identificar espécies amiloides do peptideo
APB1-40 e fragmentos AB1-28, AB29-20, AB11-22. E ainda é capaz de prejudicar

o processo de fibrilagdo, protegendo células PC12.139.140
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2.2.  Objetivos do capitulo

Sintetizar e caracterizar 0 complexo cis-
[Ru(phen)z(3,4Apy)](PFs)2 utilizando técnicas de espectroscopia
de RMN (IH) e espectroscopia de massas com ionizacdo por
eletrospray (ESI-MS);

Caracterizar o complexo cis-[Ru(phen):(3,4Apy)](PF¢)2 por
técnicas espectroscopicas de absorgdo eletronica na regiao UV-Vis
e luminescéncia no estado estacionario;

Investigar as influéncias do complexo cis-
[Ru(phen)2(3,4Apy)](PFs)2 na agregacdo heterogénea do
peptideo APz in vitro na presenga de insulina humana, utilizando
técnicas de luminescéncia no estado estacionario, dicroismo
circular, microscopia de for¢a atomica (AFM) e microscopia de
fluorescéncia resolvida no tempo (FLIM);

Avaliar a toxicidade das espécies formadas na agregacao

homogénea e heterogénea em células de neuroblastoma SH-SY5Y.

2.3. Materiais e métodos

2.3.1. Reagentes

Sao de procedéncia Sigma-Aldrich todos os reagentes utilizados

para a sintese dos complexos de Ru(II) - RuClz.H20; 1,10-fenantrolina
(phen); Cloreto de Litio (LiCl); 3,4-diaminopiridina (3,4Apy) e
hexafluorofosfato de amonio (NH4PF¢). Sdo de procedéncia Synth
todos os sais envolvidos na preparacao do tampao fosfato salino (PBS)

- Fosfato de potassio monobasico (KH2PO.); Fosfato de potassio
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bibasico (K2HPO4); Cloreto de sddio (NaCl) e Cloreto de potassio (KCI).
Os solventes organicos possuem grau de pureza HPLC e as solugdes

aquosas deste trabalho foram feitas utilizando agua MilliQ.

2.3.2. Sintese do complexo cis-[Ru(phen):Clz]

O complexo precursor Ru(phen),Cl; foi sintetizado em 15 mL de
DMF previamente destilado e desaerado. Para a sintese, os seguintes

reagentes foram adicionados na seguinte ordem:
(1) 200 mg de RuCl;-H,0 (0,76 mmol);

(2) 1,10-fenantrolina em excesso de 2x + 10% (289,5 mg - 1,60

mmol);
(3) 230 mg de LiCl (5,40 mmol).

A reacgao foi conduzida sob refluxo e agitacdo constante por 8
horas, em atmosfera de N, e auséncia de luz. Apds esse periodo, o
produto da reacao foi filtrado em funil de silica. O s6lido preto obtido foi
lavado com agua gelada até que a agua de lavagem ficasse incolor,
seguido de lavagem com acetona gelada e secagem a vacuo. O

rendimento médio da sintese foi de 60%.

2.3.3. Sintese do complexo cis-
[Ru(phen):(3,4Apy):]

A sintese do complexo cis-[Ru(phen),(3,4Apy).] foi realizada
conforme a literatura e o protocolo do grupo (Figura 9).14! Para isso, em
uma mistura de 12 mL de etanol/agua (1:1) previamente desaerado,

foram adicionados:
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(1) 150 mg (0,284 mmol) do precursor cis-[Ru(phen),Cl;] e

(2) 61,5 mg (0,568 mmol) de 3,4-diaminopiridina.

1,

oy N NH; -
NH,
|x N |“-‘ N/ @/ ‘
"NI”'RJ.-N“‘” N EtOH/H,0 “m m‘»\
N~ T2 | ——
=N cl R, Refluxo, 8h = N
|I | NH,
| - HZN NHE

FIGURA 9. Esquema de rota sintética para obten¢do do complexo RuApy.

-0

A reacgao foi conduzida sob refluxo e agitacdo constante por 8
horas, em atmosfera de N, e na auséncia de luz. Apds esse periodo, a
reacgao foi filtrada a vacuo, ainda quente, para remover qualquer sdélido
do meio reacional. Ao filtrado, foram adicionados 92 mg (0,564 mmol)
de hexafluorofosfato de amoénio (NH4PF¢), e a mistura foi deixada em
repouso sob refrigeracdo durante a noite para permitir a precipitacao. O
produto foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada. O sélido vermelho

escuro foi seco a vacuo e o rendimento médio da sintese foi de 60%

2.3.4. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética
Nuclear

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos no espectrometro
BRUKER DXR 400 MHz do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos. Para isso, solubilizou-se 3 mg do produto obtido

no item 2.3.3. em 600 pL de DMSO-ds.
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2.3.5. Espectroscopia de Absor¢ao no UV-visivel

Os espectros de absorcdo eletronica na regido do UV-vis foram
obtidos através de um espectrofotometro Agilent 8453A. Para tal, foram

utilizadas celas de quartzo de caminho 6tico 10 mm e volume 3.5 mL.

2.3.6. Espectroscopia de Luminescéncia no
Estado Estacionario

Os espectros de emissao foram obtidos no espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5301PC com lampada de xen6nio de alta pressao (150 W)
e fotomultiplicadora do tipo R928. Para os experimentos de
caracterizacdo do complexo foram utilizadas celas de quartzo de quatro
lados de caminho 6tico 10 mm e volume 3.5 mL. Para os ensaios in vitro
com o peptideo A e Insulina humana, foram utilizadas celas de quartzo

de caminho 6tico 10 mm x 4 mm e volume de 700 pL.

2.3.7. Preparo do Peptideo ABi>

AB1-42 (10017-1, GenScript, Piscataway, NJ, EUA) foi preparado de
acordo com protocolo previamente descrito.l*2 1 mg do peptideo
liofilizado foi dissolvido em 150 uL de HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol) e sonicado por 10 minutos a baixa temperatura. Aliquotas de
10 pL foram transferidas para vials de vidro e o solvente foi removido
por evaporacao com um fluxo suave de N2. Em seguida, os filmes obtidos

foram secos a vacuo e armazenados a -20°C.
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Os filmes de A3 foram ressuspendidos em PBS (133 mM NacCl, pH
7,4) para obter uma solucao de 20 pM. A concentragao foi confirmada

por absor¢ao em um NanoDrop (MM = 4,51 kDa, €280 nm = 1,49).

2.3.8. Preparo da Insulina Humana

10 mg de insulina humana (12643, Sigma Aldrich) foram
dissolvidas em 1 mL de solucdo de HCl (100 mM NacCl, pH 2,0) e
armazenada a -20 °C. O estoque de insulina foi diluido para 20 pM em
PBS (133 mM NaCl, pH 7,4). A concentracgao foi confirmada por absor¢ao
(€278= 6080 mol-1.L.cm1).

2.3.9. Protocolo de Agregacao

As agregacdes homogénea e heterogénea foram realizadas
incubando Af (20 pM), Insulina (20 uM), AB/Insulina (1:1) e
AB/Insulina/RuApy (1:1:1) em tampao PBS, pH 7,4 a 37 2C por 24 horas.

2.3.10. Ensaio de Fluorescéncia com Tioflavina-T

A Tioflavina-T (ThT) (Sigma Aldrich) foi dissolvida em tampao
PBS. Para medir a fluorescéncia de ThT, a concentragao foi ajustada para
20 pM na presenca de Afi142 a uma temperatura de 37°C por 480
minutos. A fluorescéncia de ThT foi medida wusando um
espectrofluorimetro (Shimadzu RF-5301 PC) com um filtro de excitacao
de 440 nm. Os espectros de emissdo foram registrados em uma faixa de

460 - 700 nm.
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2.3.11. Ensaio de Fluorescéncia Intrinseca

A emissdo intrinseca do aminoacido tirosina (Tyr), presente na
estrutura do BA e da insulina, foi medida em um espectrofluorimetro
(Shimadzu RF-5301 PC) colocando 400 pL de cada amostra em uma cela
de 10x7 mm e com a excitacdo da amostra a 270 nm. Os espectros de

emissao foram registrados em uma faixa de 285 - 500 nm.

2.3.12. Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos junto ao Grupo
de Biofisica Molecular “Sérgio Mascarenhas” do Departamento de Fisica
da Universidade de Sao Paulo - Sao Carlos, em colaboragdao com a Prof.2

Dr.2 Ana Paula Ulian de Aratjo.

Para monitorar as estruturas secundarias formadas na agregacao
homogénea e heterogénea de AB/Insulina (20 pM) utilizou-se um
espectropolarimetro Jasco-815. Para isso, 200 pL das solugdes de
monomeros e fibrilas recém preparadas foram colocadas em uma cela
de quartzo despolarizado de caminho 6tico 5 mm. Os espectros de
desvio da luz polarizada foram adquiridos em uma faixa de 200-270 nm

a 200 nm/min, com largura de banda de 1 nm e 15 acimulos.

2.3.13. Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

A morfologia das estruturas formadas na agregacao homogénea
de AB (20 pM) e na agregacao cruzada entre AB/Insulina (1:1) e
AB/Insulina/RuApy (1:1:1) foi monitorada utilizando um sistema AFM

MultiMode8 (Brucker) no Laboratério Nacional de Nanotecnologia
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(LNNano) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

(CNPEM; proposta 20221197).

Para isso, 10 pL de solugdes recém preparadas das proteinas (0Oh
e 24h de incubacgdo a 37 2C) foram colocados em um substrato de mica
recentemente desfolhado para aderir por 15 minutos. As amostras
foram lavadas trés vezes com dgua deionizada, para remover o excesso
de sal do tampao e proteinas fracamente ligadas. Em seguida, as folhas
de mica foram secas por 2 horas com um fluxo suave de N,. As imagens
foram adquiridas com resolucao de 512x512 pixels a 1 Hz, com
varreduras de 5x5 pm, 2x2 pm e 1x1 pm em diferentes regides, e os

dados foram processados com o software Gwiddion.

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

As imagens de FLIM foram obtidas utilizando um MicroTime 200
(PicoQuant) acoplado a um microscépio invertido Olympus IX71 no
Laboratdrio de Fotobiofisica da USP - Ribeirdao Preto. As imagens foram
coletadas com um pulso de laser picosegundo a 440 nm. Para as analises,
20 pL de cada amostra foram aplicados em uma lamina de vidro de 20
mm x 20 mm (Knittel Glass, Alemanha). A emissao de fluorescéncia foi
capturada com um objetivo de imersao em agua de 60x, utilizando um
filtro dicréico para bloquear a dispersao da luz. A coleta foi feita por um
unico fotodiodo de avalanche (SPAD), empregando o método de
contagem de fotons unicos correlacionados ao tempo (TCSPC). As
amostras foram analisadas no plano XY com o eixo Z fixo, e as imagens
foram processadas com o software SymPhoTime (PicoQuant) com

resolucao de 512x512 pixels.

39



2.3.15. Viabilidade Celular

O ensaio de MTT para as células SH-SY5Y foi realizado no
Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN-UFSCar) em
colaboragao com a Prof.2 Dr.2 Marcia Regina Cominetti. As células de
neuroblastoma foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium e Ham's F12 (DMEM/F12, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (FBS), 1% de piruvato de sédio, 10%
de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA) em um
incubador umidificado com atmosfera de 5% de CO2 a 37 2C, em frasco
especifico para cultura celular, até atingirem 80% de confluéncia. Apds
esse tempo, 2 mL de tripsina 10% foram adicionados ao frasco e as
células foram coletadas em um tubo limpo, centrifugadas por 10
minutos a 1200 RPM. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em DMEM/F12 para ser semeado em uma placa de 96
pocos a 3x10* células/poco e deixado aderir por 24 horas em
incubadora a 37 2C. Em seguida, as células foram tratadas com solugdes
de PBA142 (20 puM), Insulina (20 puM), AB/Insulina (1:1:1), AB/RuApy
(1:1), Insulina/RuApy (1:1), AB/Insulina/RuApy (1:1:1) e retornaram
ao incubador por 24 e 48 horas. A viabilidade celular foi avaliada
colocando 100 pL de MTT (0,75 mg/mL) para metabolizar a 37 ¢C. Apds
3 horas, a soluc¢ao foi removida e 100 pL. de DMSO foram adicionados a
temperatura ambiente até completa lise celular. A absorbancia do
formazan foi medida em um leitor de microplaca (Thermo Plate TP-
READER) a 540 nm. As células viaveis foram calculadas pela seguinte

equacao:

% viabilidade = (D.0./D.0O. controle) X 100%
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2.4. Resultados e Discussao

2.4.1. Ressonancia Magnética Nuclear

A sintese e caracterizagdo do complexo RuApy ja é bem
estabelecida na literatura. A espectroscopia de RMN foi utilizada para
confirmar a obtencdao do complexo. A Figura 10 mostra o complexo

RuApy e destaca os hidrogénios em sua estrutura.

FIGURA 10. Atribuicdo dos hidrogénios presentes na estrutura do complexo RuApy

A Figura 11 mostra o espectro de RMN de 'H obtido para o
complexo RuApy em DMSO-de.
3,3’

5,5’ 4,4
2,2

1,1’ 1

T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

FIGURA 11. Espectro de RMN de 1H para a regido desblindada do complexo RuApy
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Os sinais caracteristicos das diaminopiridinas aparecem na regiao
entre & 4.50 - 7.50 ppm e os sinais das fenantrolinas coordenadas ao
metal aparecem entre § 7.5 - 9.5 ppm. As atribuicdes para cada
hidrogénio, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade, constante de
acoplamento (Hz) e a integracdo dos sinais de RMN estao dispostos na

Tabela 1.

Tabela 1. Atribui¢cdes dos espectros de RMN de 1H obtidos para o complexo RuApy
em DMSO-d6. Os respectivos hidrogénios estdo apresentados em deslocamento
quimico (ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de
hidrogénios.

N2 1H
1,1 7.31;d (6.1); 2
o 2,2 6.24;d (6.1); 2
< 3,3’ 5.86; s; 4
™M 4,4’ 4.67;s; 4
5,5 7.47;s; 2
1,71 9.45;d (5.3); 2
2,2 8.27;m; 2
3,3 8.84;d (8.2); 2
£ 4, 4 8.32;d (8.8); 2
= 5,5 8.18; d (8.7); 2
6,6 8.49;d (8.2); 2
7,7 7.55; m; 2
8,8 7.97;d (5.2); 2
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2.4.2. Absorc¢ao Eletronica e Luminescéncia no
Estado Estacionario

O espectro de absorgao eletronica na regidao do UV-visivel obtido
para o complexo RuApy em PBS (10 mM, NaCl 137 mM, pH 7.4) esta
disposto na Figura 12. E possivel observar duas bandas caracteristicas
dos complexos polipiridinicos de Ru(II). A primeira banda com maximo
em 265 nm (e= 68.000 L.mollcml) refere-se a transicio de
transferéncia de carga interna, ®# — =n* das fenantrolinas (ILCT). A
segunda banda observada entre o intervalo 350 - 600 nm, com maximos
em 450 nm (e= 9.300 L.mol-l.cm) e 480 nm (e= 9.100 L.mol-l.cm1),
refere-se a transicao de transferéncia de carga do metal para o ligante

(MLCT) de natureza dm,Ru(Il) - n* phen/Apy.
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FIGURA 12. Espectro de absorcao eletrénica do complexo RuApy (30 um) em PBS.

O espectro de emissdao do complexo RuApy (Figura 13A) apresenta
uma banda larga entre 550-850 nm vinda da desativagdo do estado

excitado 3MLCT. O deslocamento de Stokes, que é a diferenca entre os
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estados energéticos de emissdao e excitacdo do fluoréforo, para o

complexo estd em torno de 6100 cm! (Figura 13B)

Quanto maior for a separagao dos estados energéticos, menor sera
a sobreposicdo dos niveis vibracionais, reduzindo os processos de
reabsor¢do de energia. Essa caracteristica, aliada ao fato de que o
complexo RuApy apresenta um maximo de emissao em 650 nm,
possibilita seu uso como sonda luminescente, uma vez que evita
processos competitivos com biomoléculas que absorvem na regiao do

ultravioleta e emitem luz entre 250 e 450 nm.
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FIGURA 13. Espectros de (A) emissdo e (B) de deslocamento de Stokes entre a
emissdo (azul) e excitagdo (preto) obtidos para o complexo RuApy.

2.4.3. Agregacdo Homogénea do Peptideo AB42

2.4.3.1. Ensaio de Fluorescéncia com
Tioflavina-T (ThT)

A curva de agregacao para o peptideo A (20 umol.L-1) foi obtida
pelo aumento na resposta luminescente da ThT (1:1) com maximo em
480 nm. Os espectros apresentados na Figura 14A mostram a presenca
de agregados pré-formados em solucdo, atingindo a fase de saturagao

apo6s 3 horas de incubacgao a 37 2C (Figura 14B). A auséncia da fase de
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laténcia no ensaio de ThT é devido a alta concentracdo de Af3, o que leva

a um mecanismo de agrega¢do mais rapido.
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FIGURA 14. Espectros de emissdo obtidos para a cinética de agregacdo do peptideo
AB (20 pmol.L-1) utilizando ThT (1:1) como marcador amiloide (A) e a progressao
da resposta emissiva da ThT ao longo do tempo (B).

2.4.3.2. Ensaio de Luminescéncia Intrinseca

A medida que a autoagregacdo do peptideo Apaz inicia, a emissdo
da tirosina (Tyr10) em 300 nm (atribuida ao grupo fenolico Tyr-OH)
diminui com um aumento concomitante de uma intensa banda de
emissdo em 340 nm, atribuida ao ion tirosinato (Tyr-0). E estabelecido
que Tyr-O é formado pela interacao de TyrOH com atomos de oxigénio
do tampao fosfato, porém em concentragdes acima de 1 mol.L.-1,143 e /ou
com um grupo receptor de proton de uma cadeia lateral de aminoacido

por ligacao de hidrogénio.

Estudos utilizando pequenos peptideos contendo apenas
tirosinas e nenhum triptofano, sugerem que a emissao do ion tirosinato
seja resultante de uma transferéncia intramolecular de préton no estado
excitado entre o grupo fendlico Tyr-OH e grupos carboxilatos -COO de

aminoacidos como glutamato e aspartato.1#* O peptideo AP possui trés
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residuos de glutamato (Glul, Glu7 e Glu23) e trés residuos de aspartato

(Asp3, Aspl1 e Asp23), todos entre o nucleo hidrofébico e o N-terminal.

Uma emissdao ampla e fraca (450 nm), caracteristica das
estruturas folha-f3 ricas em ligacoes de hidrogénio, também € detectada,
indicando a presenca de agregados moleculares. Os espectros obtidos ao
longo de 24 horas de agregacao do peptideo A estdo apresentados na

Figura 15.
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FIGURA 15. Espectros de emissdao da Tyrl0 obtidos durante 24 horas para a
agregacao do peptideo AP.

Estudos recentes sugerem que as mudancgas na resposta emissiva
da Tyr10 seja uma conversdo da sua forma exposta ao solvente, nos
mondmeros e oligdmeros, para a sua forma internalizada nas fibrilas.

Processo envolvido na formacdo das ligagdes de hidrogénio.145146

Curiosamente, a formac¢ao da banda referente ao ion Tyr-O é
pronunciada ap0s as primeiras horas de agregacdao, mesmo que o ensaio
de luminescéncia com ThT tenha atingido sua saturacdo a partir da 32

hora de agregacdo. Isso sugere que a propagacao das fibrilas pode
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continuar formando espécies amiloides mais complexas e que a Tyr10
esta relacionada com a formacao das ligacdes de hidrogénio ao longo do

eixo de crescimento.147

2.4.3.3. Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) detecta o desvio de
luz polarizada por moléculas opticamente ativas, a esquerda ou a direita.
Moléculas quirais, como proteinas e acidos nucleicos possuem essa
capacidade, porisso a técnica de CD é comumente utilizada para estudar

a estrutura secundaria dessas moléculas.

Com intuito de coletar informagdes sobre as estruturas formadas
durante a agregacdao do peptideo AP, foram obtidos espectros de
dicroismo circular em trés diferentes tempos de incubacao (Oh, 3h e
24h). Os tempos foram selecionados a partir do monitoramento da ThT

e da Tyr10.

Ao primeiro momento € possivel notar uma mistura entre a forma
randomica do peptideo Af3 (200 nm) com sinais de folhas-f3, indicando a
presenca de agregados pré-formados (Figura 16). As mudancgas
conformacionais observadas nos espectros de CD mostram a conversao
para a forma fibrilar com minimo de absor¢dao em 220 nm caracteristico
de folhas-B. Entretanto, 24 horas de incubacao a 37 °C levam ao
alargamento da banda e um leve aumento na absorg¢do, mostrando que

o processo de agregacao, apesar da saturacdo da ThT, continua.
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FIGURA 16. Espectros de dicroismo circular obtidos para a agregacdo do peptideo
AB em Oh (preto), 3h (vermelho) e 24h (azul).

2.4.34. Microscopia de For¢ca Atomica

Para melhor elucidacao das estruturas formadas na agregacao do
AB, imagens de AFM também foram obtidas para tempos

representativos (Oh, 3h e 24h).

A Figura 17 mostra, no tempo zero, a presenca de pequenos
agregados pré-formados e estruturas oligoméricas em sua maioria. Apos
3h de incubacao, tempo de saturacdo da ThT, é possivel observar a
formacdo de fibrilas, ao passo que nao se esgotaram as espécies iniciais,
caracteristica do equilibrio formado entre essas espécies.*® Ja 24h de
incubacao levaram a formacao quase que completa de fibrilas alongadas
e retorcidas, confirmando as observagoes anteriores, de que a agregacao
dessas espécies continua e a Tyr10 esta relacionada com a estabilizacao

dessas estruturas.
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24h

FIGURA 17. Imagens de microscopia de forca atbmica obtidas durante a agregacao
do peptideo A3 em (A) e (B) 0 horas; (C) e (D) 3 horas; (E) e (F) 24 horas. As imagens
(A); (C) e (E) possuem varredura de 2x2pm e as imagens (B); (D) e (F) possuem
varredura de 1x1um.

2.4.4. Agregacao cruzada: peptideo AB42, Insulina
humana e RuApy

No presente estudo, a influéncia da Insulina humana (Ins) e do
complexo RuApy na agregacdo do APs2 é relatada em termos das
seguintes variaveis: Ins/AB42 e Ins/RuApy/AB42, em PBS (PBS 10 mM,
NaCl 137 mM, pH 7,4). Ao discutir a fibrilacao da insulina, é importante
observar que o mondmero da insulina nado se agrega em PBS a 37 2C por
24 horas, como foi confirmado pela espectroscopia de fluorescéncia e

CD.
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2.4.4.1. Ensaio de Luminescéncia Intrinseca

Os espectros de emissao coletados para a agregacao-cruzada entre
o peptideo AB42 e Insulina (Figura 18A) foram dominados pela forte
emissdao em 300 nm, vindas das tirosinas de ambas as proteinas, e uma
fraca banda (450 nm), indicando a presenca de ligacdes de hidrogénio.
E notavel que ap6s 24 horas de incubacdo o espectro resultante nio
exibiu a banda de emissio em 340 nm do anion Tyr-O, apesar da

formacao de ligagdes de hidrogénio.

Uma explicacdo razoavel para esses resultados é que a cadeia da
insulina cria uma obstrucdo estérica que limita a interacao do A4z ao
redor da Tyr10 e impede a formacgdo de agregados fibrilares. A presenca
do complexo RuApy no sistema resultou na supressao das bandas do ion
Tyr-O, em 340 nm, e das ligacdes de hidrogénio, em 450 nm, como
mostrado na Figura 18B. Ambos os resultados sugerem inibicdo no

processo de agregacao do Afse.
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FIGURA 18. Espectros de emissdo obtidos para a cinética de agregacdo cruzada
entre (A) AB/Insulina e (B) AB/Insulina/RuApy
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2.4.4.2. Dicroismo Circular

Apds 24 horas de incubacao os espectros de CD para a agregacao
AB/Insulina revelaram uma larga banda de absor¢do com minimos em
210 nm e 228 nm, que sugerem a formacao de estruturas folhas-3,
observada também nos espectros de emissao, e a formacao de espécies
de estrutura randomica (Figura 19A). Na presenca do complexo RuApy
os espectros de CD inicialmente mostraram a auséncia de qualquer
estrutura organizada da proteina, e ap6s o protocolo de agregacdo de 24
horas, foi observada um aumento na absor¢do minima em 200 nm,

sugerindo a formacdo de conformacgodes aleatoriamente estruturadas

(Figura 19B).
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FIGURA 19. Espectros de dicroismo circular obtidos para a agregacao cruzada entre
(A) AB/Insulina e (B) AB/Insulina/RuApy nos tempos Oh (preto) e 24h (azul).

2.4.4.3. Microscopia de For¢ca Atomica

Com o auxilio da AFM foi possivel monitorar as estruturas
formadas para a agregacao do peptideo A3 na auséncia e na presenca de

insulina e do complexo RuApy. As imagens obtidas para o tempo zero,
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dispostas na Figura 20, mostram para todas as condi¢oes a presenca de
espécies oligoméricas e pequenos agregados pré-formados em maior ou

menor quantidade.

I
X5, s B .

FIGURA 20. Imagens de microscopia de forca atdmica obtidas no tempo Oh para a
agregacdo (A) e (B) do peptideo AB; (C) e (D) AB/Insulina; (E) e (F)
AB/Insulina/RuApy. As imagens (A); (C) e (E) possuem varredura de 2x2um e as
imagens (B); (D) e (F) possuem varredura de 1x1 pm.

Entretanto, a diferenga é notavel apds 24 horas de agregacao. Ao
passo que sdo observadas estruturas fibrilares bem definidas para o
peptideo AP, a insulina leva a formacdao de agregados amorfos e
estruturas sem forma definida, corroborando os ensaios de
luminescéncia e dicroismo circular (Figura 21). J& o complexo nao
apresenta nenhuma das duas estruturas fibrilares, ao invés disso sao

observadas pequenos aglomerados sem nenhum tipo de organizagao

definida.
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FIGURA 21. Imagens de microscopia de for¢a atdbmica obtidas no tempo 24h paraa
agregacdo (A) e (B) do peptideo AB; (C) e (D) AB/Insulina; (E) e (F)
AB/Insulina/RuApy. As imagens (A); (C) e (E) possuem varredura de 2x2um e as
imagens (B); (D) e (F) possuem varredura 1x1 pm

2.4.5. Microscopia de Imagem por Tempo de vida
de Fluorescéncia (FLIM)

Os efeitos do complexo RuApy no "cross-seeding"” entre o peptideo
AP e Insulina Humana sugerem que o complexo interfere no mecanismo
de agregacao cruzada, impedindo a formagdo de grandes agregados
toxicos e interrompendo a progressdao das interagdes que levam a
formacdo de estruturas ricas em ligacbes de hidrogénio. Imagens
TCSPC-FLIM foram adquiridas para avaliar as mudancas no decaimento
do estado excitado do complexo RuApy na presenca dessas estruturas

(Figura 22).
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AB/RuApy
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FIGURA 22. Imagens de FLIM para os tempos Oh e 24h de agregacdo do (A,B)
peptideo AB/RuApy e (C,D) AB/Insulina/RuApy.

Inicialmente, os 3 tempos de vida observados para a interagao do
complexo RuApy com o peptideo A3 em solucao foram de ~37 + 0.9 ns,
3.2 + 0.3 ns e 049 = 0.02 ns, com ajuste tri-exponencial. Em tempos
iniciais ndo foram observados grandes agregados e por isso a imagem
foi tomada pela forte emissdao do complexo na regido de leitura (600
nm). Apos as 24 horas de incuba¢cdo na presenca do complexo, o
peptideo AP apresentou estruturas fibrilares com 2 tempos de vida na

ordemde 10 + 0.4 e 1.23 + 0.04 ns.

A juncdo da insulina humana ao sistema apresentou, em tempos
iniciais, também trés tempos de vida com ajuste tri-exponencial. Apds
24 horas, nas periferias das estruturas formadas, foi registrado um
tempo de vida de 19.0 £ 0.57 ns, enquanto no centro, um tempo de vida
de 1.90 = 0.073 ns foi observado. Os tempos de vida obtidos para os

ensaios de FLIM estiao sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de tempo de vida de emissdo obtidos por microscopia de
fluorescéncia resolvida no tempo (FLIM) para as combinacdes AB/RuApy e
AB/Ins/RuApy nos tempos 0h e 24h.

Condicao 11 (ns) 12 (ns) 13 (ns) X2
@ AB/RuApy 37,00+£092 3,20+0,30 0,498 + 0,02 1,043
° E AB/Ins/RuApy 8,8 +0,54 2,20+0,11 0,52 +0,02 1,063
- @ AB/RuApy 10,00 £ 0,47 1,23 +0,04 - 1,031
= E AB/Ins/RuApy  19,00+0,57 1,90+0,07 - 0,096

O tempo de vida de 19.0 ns indica interagdao entre o complexo
RuApy e a superficie das estruturas formadas. O complexo RuApy atua
modulando a agregacao dessas proteinas e impedindo o empilhamento
de pequenas estruturas, interrompendo a fase de alongamento e a

formacdo de agregados fibrilares, como visto nas imagens de AFM.

2.4.6. Viabilidade Celular

As observacoes feitas nas secdes anteriores sugerem que a
insulina e o complexo RuApy exercem efeito modulador na agregacao do
peptideo AB. De modo a investigar a toxicidade dos agregados formados,
células de neuroblastoma SH-SY5Y foram incubadas por 24 e 48 horas
com diversas condi¢des envolvendo a agregacao cruzada entre as duas

proteinas e o complexo de Ru(Il) como apresentados na Figura 23.

Em solu¢des recém preparadas do peptideo Af3, os experimentos
anteriores mostraram a presenca de espécies oligoméricas em grande
quantidade. Coincidentemente, o ensaio de MTT revelou que os maiores
danos celulares foram causados pelas espécies iniciais da agregacdo do

A, reduzindo a viabilidade celular em 40%. Efeitos pronunciados foram
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observados apds 48 horas de incubacao, podendo indicar morte por

apoptose.
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FIGURA 23. Valores de viabilidade celular das células de neuroblastoma SH-SY5Y na
presenca do complexo RuApy (20 umol.L-1); do peptideo A e sua espécies fibrilares
(fAB); E do peptideo AP na presenca de Insulina e Insulina/RuApy. *(p<0,05)

Em contraposicdo, nenhum efeito citotéxico foi observado para
incubacio com fibrilas ja formadas (fAp). E interessante relembrar que
a hipotese do oligbmero propde que estes sdo os responsaveis pelos
danos neuronais causados no desenvolvimento da DA e ndo os depdsitos

fibrilares, assim como observado aqui.

A insulina de fato parece desempenhar um papel neuromodulador
protegendo as células SH-SY5Y da citotoxicidade das espécies iniciais do
peptideo AB. Jd& o complexo RuApy, que também desempenha papel
modulador na agregacdo dessas proteinas, apresenta a mesma reducao
de 20% na viabilidade celular da SH-SY5Y nas condi¢des em que

aparece. Essa observacao nos leva a pensar que os agregados formados
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na agregacao cruzada ndo sao toxicos, embora o proprio complexo

apresente citotoxicidade significativa.

Estudos recentes demonstraram que os monémeros de insulina
interagem diretamente com A retardando sua fibrilacao e aliviando os
danos citotdéxicos causados pelas espécies oligoméricas, preservando a
viabilidade celular de células SH-SY5Y. Em geral, a agregacao cruzada
entre ambas as proteinas desloca o equilibrio para a formacao de
espécies soluveis e nao-téxicas do AB.148149 Nesse sentido, Long et al.
(2016) demonstrou que a insulina atrasa a fase de nucleacao do
peptideo AP, além de proteger contra a ruptura induzida por oligdmeros
de A em modelos de membranas celulares.>0 De forma complementar;
Du et al. (2018) destacaram que a quiralidade de superficie (L-Phe e D-
Phe) influencia diretamente na morfologia dos agregados formados.
Superficies de D-Phe promovem a fibrilacdo da insulina e levam a perda
de bioatividade, enquanto superficies L-Phe favorecem a formacao de
agregados amorfos, que nao se mostraram toxicos para células de

feocromocitoma PC12.151

Em suma, essas observacdes sugerem que a insulina consegue
atenuar os danos citotoxicos causados pelo peptideo A, embora os
mecanismos de acdo de uma proteina sobre a outra ainda ndo sejam
completamente esclarecidos. O entendimento sobre essas interacoes
pode oferecer novas perspectivas para compreender a resisténcia a

insulina no contexto da doenga de Alzheimer.

Neste trabalho demonstramos que a insulina humana leva a
formacdo de agregados amorfos ndo-téxicos do peptideo A4z e que essa
interacdo pode ocorrer via N-terminal, uma vez que a presenca de

insulina suprimiu a formacgao de ions tirosinato. O complexo RuApy, que
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mostrou a mesma supressao nos ensaios de luminescéncia intrinseca,

impede a formacao de grandes agregados hibridos (AB42/Insulina).

2.5. Conclusodes parciais

Com base nas observacoes feitas neste capitulo, conclui-se que
tanto o complexo RuApy quanto a Insulina Humana competem com as
interacdes interpeptidicas, ligando-se ao peptideo AP durante os
estagios iniciais de agregacao e desviando o caminho toxico de formagao

de fibrilas maduras para a formacao de agregados amorfos.

Os ensaios de luminescéncia mostraram a formacdo de ions
tirosinato para o peptideo A3, com concomitante formacgao de agregados
fibrilares ricos em folhas-f3, como visto nos espectros de dicroismo
circular e nas imagens de AFM. Entretanto, a presenca de insulina no
sistema leva a supressao na formacao de ions tirosinato e a formacao de
agregados amorfos, que nao se mostraram tdxicos para células SH-SY5Y.
Podemos concluir que a insulina interage com o N-terminal do peptideo
AB, impedindo a propagacao da rede de ligacoes de hidrogénio e a

formacao de fibrilas maduras.

A agregacado cruzada Af3/Insulina na presen¢a do complexo RuApy
demonstrou comportamentos parecidos, supressao na formacao de ions
tirosinato e a formacdo de pequenos agregados sem forma definida. As
imagens de FLIM mostraram que o complexo RuApy atua na superficie
das espécies iniciais formadas na interacdo cruzada Ap/Insulina.

Conclui-se, por fim, que o complexo RuApy atua na fase de nucleagdo da
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agregacdo cruzada, impedindo o empilhamento das espécies iniciais e a

formacao de grandes agregados.

59



3.

As influéncias do complexo cis-
[Ru(phen)z(pNDIp)]?* na
agregacao do peptideo AP in
vitro e in vivo

“Eu sou apenas um rapaz latino-
americano, sem dinheiro no banco,
sem parentes importantes e vindo

do interior.”

- Belchior



3.1. Contextualizacao

3.1.1. Modelos animais para a doenca de
Alzheimer

O uso de animais transgénicos para o estudo de doencas
neurodegenerativas pode fornecer informagdes preciosas sobre a
etiologia e progressio dessas doencas, além de permitir o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Camundongos que
possuem diferentes genes associados a doenca de Alzheimer
apresentam deposicdo amiloide na forma de placas senis e angiopatia
cerebral amiloide. As modificacbes genéticas envolvem mutagdes nos

genes da APP, da ApoE e das PS1 e PS2.152

Destaque deste capitulo, os camundongos APP/PS1 possuem os
genes mutantes APPswe e PS1dE9. Isto €, esses animais foram injetados
nos nucleos das células embrionarias dos animais foram injetados DNA
transgénico: o transgene quimérico (Mouse/Human) APP695 contendo
a mutacao sueca K594M /N595L associada a produgao do peptideo A3 e
o gene PS1 com delecdo do éxon 9, também relacionada ao
desenvolvimento da doengca de Alzheimer. Os camundongos
transgénicos APP/PS1 possuem deposicdao precoce do AP no cortex e
hipocampo, regioes associadas a memoria e cognicdo, com inicio aos 4
meses de idade.>2-154 O modelo em questao se aproxima da patologia
encontrada em casos de DA familiar ou genética, e nao representam
casos esporadicos ou de desenvolvimento tardio, que representa quase

90% dos casos de DA no mundo.

61



Nos ultimos anos, os avangos nas técnicas de neuroimagem foram
significativos, e sua adaptacdo para modelos animais tem
proporcionado dados com alta resolucdao temporal e sensibilidade. O
surgimento da microscopia de multifétons melhorou significativamente
o estudo cronico de doengas neurodegenerativas in vivo, além de ser

uma alternativa ao acompanhamento feito com radioisétopos.1>5

3.1.2. Microscopia Multifotonica

A microscopia de excitagdo por dois ou mais fétons € uma técnica
de imagem minimamente invasiva ideal para estudar tecidos vivos com
resolucdo subcelular e para realizar imagens tridimensionais, com
profundidades que podem chegar a milimetros. Ao contrario da
microscopia de fluorescéncia convencional, onde a luz de excitagdo tem
menor comprimento de onda que a luz emitida pela amostra, a excitacdo
multifotonica ocorre quando dois ou trés fotons, com comprimento de

onda maior que a luz emitida, sdo absorvidos simultaneamente.15¢

A absor¢ao multifoténica é baseada na ideia de que dois ou mais
fotons de baixa energia podem excitar um fluoréforo em um evento
quantico, porém com probabilidade muito baixa, sendo necessario um
alto fluxo de fétons, geralmente por um laser pulsado na ordem de
femtossegundo. A alta incidéncia de fétons de baixa energia geram um
estado virtual, que nada mais é do que uma flutuacdo quantica
temporaria, com tempo de vida muito curto. O mecanismo dois fétons so6

ocorre se o segundo féton for absorvido nesse curto espago de tempo.1>7
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A vantagem da MMF é justamente o uso de luz infravermelha

proxima, que minimiza a dispersdo no tecido e evita a absorcao de

biomoléculas, reduzindo o sinal de fundo e permitindo maior

profundidade. Além disso, o uso de luzes de baixa energia (altos

comprimentos de onda) causam menos dano a células e ndo promovem

fotobranqueamento.’58 O mecanismo de absor¢ao de dois fotons esta

ilustrado na Figura 24.

S, Sy

400 nm

FIGURA 24. Esquema simplificado do mecanismo de absorg¢do de um e dois f6tons.

3.2. Objetivos do capitulo

Sintetizar e caracterizar 0 complexo cis-
[Ru(phen)z(pNDIp)2](PFs)2  utilizando as  técnicas de
espectroscopia de RMN (1H e 13C) e espectroscopia de massas com
ionizagdo por eletrospray (ESI-MS);

Caracterizar o  complexo  cis-[Ru(phen)z(pNDIp)2](PFs)
utilizando técnicas espectroscdpicas de absorcao eletrénica na

regido do UV-Vis e de luminescéncia no estado estacionario;
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 Avaliar a influéncia do complexo cis-[Ru(phen)z(pNDIp):z](PFs)2
na agregacao do peptideo APsz in vitro utilizando técnicas de
luminescéncia no estado estacionario, dicroismo circular,
nefelometria e microscopia eletronica de transmissao (TEM);

. Observar os efeitos do complexo cis-[Ru(phen)z(pNDIp):](PFs)2
na progressao e desenvolvimento da doenca de Alzheimer em
modelos de camundongos transgénicos APPswe/PSEN1dE9, em
tempo real, utilizando microscopia por excitacao de dois fétons;

. Avaliar os impactos do complexo cis-[Ru(phen)z(pNDIp)2](PFs)2
na deposicdo amiloide em camundongos transgénicos

APPswe/PSEN1dE9 por meio de andlises post-mortem, como

ELISA e imunofluorescéncia em amostras de tecido cerebral.

3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Reagentes

Sao de procedéncia Sigma-Aldrich todos os reagentes utilizados
para a sintese do complexo cis-[Ru(phen),(pNDIp)](PFs)2 -
RuCl3.H20; 1,10-fenantrolina (phen); Cloreto de Litio (LiCl); naftaleno-
1,4,5,8-tetracarboxilico dianidrido, fenantrolina-5-amino,
trietilamina e hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFs). Sao de
procedéncia Synth todos os sais envolvidos na prepara¢do do tampao
fosfato salino (PBS) - Fosfato de potdssio monobasico (KH2PO4);
Fosfato de potassio bibasico (KzHPO4); Cloreto de sddio (NaCl) e
Cloreto de potassio (KCI). Os solventes organicos possuem grau de
pureza HPLC e as solugbes aquosas deste trabalho foram feitas

utilizando agua MilliQ.
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3.3.2. Sintese do complexo cis-[Ru(phen):Clz]

O complexo precursor [Ru(phen),Cl;] foi sintetizado em 15 mL de
DMF previamente destilado e desaerado. Para a sintese, os seguintes

reagentes foram adicionados na seguinte ordem:
(1) 200 mg de RuCl3-H,0 (0,76 mmol);

(2) 1,10-fenantrolina em excesso de 2x + 10% (289,5 mg - 1,60

mmol);

(3) 230 mg de LiCl (5,40 mmol).

A reacgao foi conduzida sob refluxo e agitacdo constante por 8
horas, em atmosfera de N, e auséncia de luz. Apés esse periodo, o
produto da reacao foi filtrado em funil de silica. O s6lido preto obtido foi
lavado com agua gelada até que a agua de lavagem ficasse incolor,
seguido de lavagem com acetona gelada e secagem a vacuo. O

rendimento médio da sintese foi de 60%.

3.3.3. Sintese do ligante N,N’-bis-1,10-
fenantrolina-1,4,5,8-naftalenotetracarboxilico
diimida (pNDIp)

O ligante pNDIp foi sintetizado conforme procedimentos da
literatura com algumas modificacdes,’>® o esquema da sintese esta
apresentado na Figura 25. Assim, em 3 mL de DMF previamente

destilado e desaerado foi adicionado:
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(1) 100 mg (0,37 mmol) de naftaleno-1,4,5,8-tetracarboxilico

dianidrido;

O sistema foi selado e a temperatura foi ajustada a 130 °C em
banho de silicone. Ao atingir a temperatura, adicionou-se gota a gota

com o auxilio de uma seringa:

(2) 225 mg de fenantrolina-5-amino (1,15 mmol) dissolvida em 3
mL de DMF (aqui a sintese deve passar de uma suspensao marrom-claro

para uma solug¢do marrom escuro);

(3) 215 pL de trietilamina (1,53 mmol).

FIGURA 25. Esquema de rota sintética para a produgdo do ligante pNDIp.

A reacao foi conduzida sob refluxo e agitacdo constante por 3
horas em atmosfera de N,. Apos 3 horas de reacao o sistema foi retirado
do banho de silicone e deixado em repouso até atingir temperatura
ambiente (aqui observa-se a precipitacdo de um sélido). O produto foi
filtrado em filtro de silica, lavado com 10 mL de etanol gelado e seco a

vacuo.

Por fim, o sélido amarelo palido foi lavado com DMF quente (50

mL), para retirar o naftaleno precursor que nao reagiu e com 50 mL de
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etanol gelado, para retirar resquicios de fenantrolina-5-amino e DMF. O

s6lido foi seco a vacuo e o rendimento médio da sintese foi de 50%.

3.3.4. Sintese do complexo cis-
[Ru(phen)z(pNDIp)](PF6)2 (RuNDI)

A rota de sintese do complexo cis-[Ru(phen),(pNDIp)](PFs)2 esta
representada na Figura 26. A reacao foi realizada em 15 mL de DMF

previamente destilado e desaerado. Ao meio reacional adicionou-se:
(1) 100 mg (0,18 mmol) do precursor cis-[Ru(phen),Cl;];

(2) 170 mg (0,25 mmol) do ligante pNDIp.

_ . s
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Ru\ + 0 0 “ 3 —_— | N N N|
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FIGURA 26. Esquema de rota sintética para a produg¢do do complexo RuNDI

A reacao foi conduzida sob refluxo e agitagao constante por 24
horas (ao longo do tempo a reagao passa de preto para vermelho), em
atmosfera de N, e na auséncia de luz. Passado o periodo de sintese, a
mistura reacional foi filtrada, ainda quente, em algodao (para retirar o
excesso de ligante insoluvel) e ao filtrado foi adicionado 62 mg (0,37
mmol) de NH4PFs. O produto foi precipitado com 250 mL de éter e

deixado sob refrigeragdo por uma noite.
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Por fim, o sdlido vermelho foi filtrado em filtro de silica e
solubilizado em 50 mL de acetona. As solugdes de coloragao laranja
foram centrifugadas a 12.000 RPM por 10 minutos (aqui nota-se o
acimulo de precipitado no fundo dos tubos de centrifugacdo), para
retirada do excesso de ligante pNDIp. O sobrenadante foi rotaevaporado
e o soOlido obtido novamente solubilizado em acetona, processo
realizado até que nenhum resquicio de precipitado seja observado no
fundo dos tubos de centrifugacdao ou nas paredes dos baldes utilizados
no processo de secagem. O solido vermelho escuro foi isolado por
rotaevaporacgao e seco a vacuo. O rendimento médio da sintese foi de

60%.

3.3.5. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética
Nuclear

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos no espectrometro
BRUKER DXR 400 MHz do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sdao Carlos. Para isso, solubilizou-se 3 mg dos produtos

obtidos nos itens 3.3.3. e 3.3.4. em 600 uL. de DMSO-ds.

3.3.6. Espectroscopia de Absor¢ao no UV-Visivel

Os espectros de absorcdo eletronica na regido do UV-vis foram
obtidos através de um espectrofotometro Agilent 8453A. Para tal, foram

utilizadas celas de quartzo de caminho 6tico 10 mm e volume 3.5 mL.
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3.3.7. Espectroscopia de Luminescéncia no
estado estacionario

Os espectros de emissao foram obtidos no espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5301PC com lampada de xenonio de alta pressao (150 W)
e fotomultiplicadora do tipo R928. Para os experimentos de
caracterizacdao do complexo foram utilizadas celas de quartzo de quatro

lados de caminho 6tico 10 mm e volume 3.5 mL.

3.3.8. Preparo do Peptideo AB4>

Os ensaios de CD, nefelometria e TEM foram realizados pela Dr.2
Mariana Pigozzi Cali. Para isso, o peptideo A2 liofilizado foi dissolvido
em guanidina-HCl 6M e incubado por 3 horas a fim de dissolver
quaisquer agregados pré-formados. O peptideo foi purificado por
cromatografia de exclusdo de tamanho utilizando uma coluna
preparativa (Cytiva Superdex 200 Increase 10/300 GL) e eluido em
tampdo NaPi (fosfato de so6dio 20 mM, EDTA 0.2 mM, pH 8). A
concentracao de proteina foi aferida usando o detector de UV do Sistema
AKTA utilizado na purificacdo, usando a média integrada do pico da

proteina eluida (concentracao = média da area do pico/0,2*1490).

3.3.9. Nefelometria

Solugcdes recém-preparadas de Afs: foram incubadas por 30
minutos a baixas temperaturas, com diferentes propor¢des do complexo

RuNDI, (1:1); (1:2) e (1:5). Ap6s o periodo de pré-incubacao, as
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amostras foram colocadas em placas de 96 pocos de meia-area (Corning
3881) e levadas ao nefelometro (NEPHELOstar Plus, BGM) a 37 °C por

4 horas.

3.3.10. Dicroismo Circular

Amostras do peptideo A2 recém preparadas foram incubadas na
presenca do complexo RuNDI nas proporgdes (1:1) e (1:5) a 37 °C por
24 horas em uma incubadora estatica (HeraTherm Incubator, Thermo
Fischer). As amostras foram centrifugadas a 21000 rfc a 4 2C por 90
minutos. O precipitado foi suspenso em agua deionizada e levadas ao
espectropolarimetro Jasco-815 em uma cela despolarizada de caminho
6tico 1 mm. Os espectros de dicroismo circular e as medidas de

nefelometria foram coletadas pela Dr.2 Mariana Pigozzi Cali.

3.3.11. Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM)

Solucdes frescas do peptideo APs2 foram incubadas com o
complexo RuNDI (1:5) a baixas temperaturas por 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 21000 rcf a 4 2C por 30 minutos e o
precipitado obtido foi suspenso em agua deionizada e depositadas em
grades de cobre recobertas com filme de carbono 400 mesh 3m. Apos
uma lavagem com agua deionizada, as amostras foram incubadas com
acetato de uranila 1 % (m/v) por 2 minutos. Por fim, foram lavadas duas
vezes com agua deionizada e deixadas secar ao ar. As imagens foram
obtidas em um microscépio eletrénico TALOS F200X G2, pertencente ao

Cambridge Advanced Imaging Center pela Dr.2 Heather Greer.
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3.3.12. Animais e Tratamento

Os ensaios in vivo e ex vivo apresentados neste capitulo foram
realizados em parceria com a Prof.2 Dr.2 Monica Garcia-Alloza da
Universidad de Cadiz na Espanha, durante o periodo de doutorado
sanduiche do autor. Para isso, camundongos WT (controle, tipo
selvagem, C57BL/6) e APP/PS1 (APPswe/PSEN1dE9, linhagem
C57BL/6) foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: (1) WT-controle (n = 4); (2) WT-RuNDI (n = 4); (3)
APP/PS1-controle (n = 4); (4) APP/PS1-RuNDI (n = 4).

Durante as primeiras 20 semanas de idade os animais foram
mantidos em convivio com seus pares em jaulas separadas por sexo e
genotipo. Os camundongos foram mantidos em ciclo de luz/escuro de

12h, com comida e 4gua a vontade.

As 20 semanas de idade, os animais passaram a receber um
tratamento diario do complexo RuNDI até que atingissem 30 semanas
de idade. Os grupos (2) e (4) foram tratados diariamente com o
complexo RuNDI (PBS, 1 mg/kg/dia), enquanto os grupos controle (1) e
(3) receberam apenas PBS como tratamento (veiculo da solugdao de

RuNDI). O tratamento foi administrado via intraperitoneal (IP).

Concomitante ao inicio do tratamento, os camundongos foram
submetidos a um processo cirurgico para implantacdo da janela
craniana e realizada a primeira sessao de imagens por microscopia
multifotonica. Aqui foram estabelecidas as zonas cerebrais que seriam
acompanhadas a cada duas semanas durante todo o periodo de
tratamento, ou seja, até as 30 semanas de idade. O periodo de cada etapa

esta ilustrado na Figura 27.
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FIGURA 27. Linha do tempo para os experimentos envolvendo camundongos
transgénicos APP/PS1 dividida em: Crescimento e Desenvolvimento; Tratamento e
Imageamento em tempo real e Sacrificio e Analises post-mortem.

Quando atingiram 30 semanas de idade, os camundongos foram
anestesiados com uma sobredose de hidrato de cloral (70 mg/mL) e
sacrificados por decapitacdao. Amostras de sangue foram coletadas por
puncdo cardiaca e armazenadas em tubos contendo 50 pL de heparina
monossddica para evitar coagulagdo. Posteriormente as amostras foram

centrifugadas para obtencdo do plasma.

Os cérebros dos animais foram coletados e pesados. O hemisfério
esquerdo foi dissecado em partes representativas do cérebro como
cortex visual, cortex somatossensorial, hipocampo e cerebelo e o
hemisfério direito foi fixado em paraformaldeido 4% (PFA). Tanto o
plasma, quanto o tecido fresco foram armazenados a -80 °C e o

hemisfério esquerdo foi armazenado em PFA a 4 °C.

Todos os procedimentos seguiram as normas de Uso e Cuidados
de Animais da Universidade de Cadiz em acordo com as Diretrizes para
Cuidados de Uso de Animais Experimentais (Diretiva da Comissao

Europeia 2010/63/EU e Real Decreto Espanhol 53/2013).
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3.3.13. Janela Craniana

A janela craniana permite o acompanhamento em tempo real de
vasos sanguineos e placas amiloides utilizando um microscépio
multifétons. Para isso, o cranio dos camundongos APP/PS1 foi cortado
entre as regioes do bregma e lambda, com um diametro aproximado de
6 mm, utilizando uma broca giratéria. Esses dois pontos sdo encontros
das suturas do cranio e sdao comumente utilizadas para localizar
estruturas especificas do cérebro, como o hipocampo ou o coértex motor,

neste caso o corte foi feito para expor o cortex somatossensorial.

Em seguida, foi colocado um cristal circular coberto com PBS e
fixado com cimento odontolégico. Uma placa impressa em 3D foi
acoplada ao cristal, garantindo a fixagdo do cranio durante as se¢oes de
imagem, como ilustrado na Figura 28. O procedimento conta com as
seguintes etapas: 1) Fixacdo e limpeza da area; 2) Remocao dos pelos
locais; 3) Exposicao do cranio; 4) Corte e remoc¢ao do cranio; 5)
Implantacdo da janela craniana; 6) Fixacdo da janela craniana para as
secOes de imageamento. Durante todo o procedimento cirdrgico, os
animais foram mantidos sedados em uma atmosfera com 5% de Oz e 2%
de Isofluorano, além de receberem lubrificante ocular para prevenir

olhos ressecados.

FIGURA 28. Processo de implantacio da janela craniana em camundongos
transgénicos APP/PS1 para o seguimento de placas amiloides em tempo real.
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3.3.14. Microscopia Multifoténica

Preparo dos animais: As sessOes de imageamento por
microscopia multifotdnica por excitagcdo de dois fétons foram realizadas
a cada duas semanas a partir da 202 semana de idade dos camundongos
(20, 22, 24, 26, 28 e 30 semanas). Para visualiza¢ao de placas amiloide
os animais APP/PS1 foram injetados intraperitoneal com uma solugao
de Methoxy-X04 (4 mg/kg) 24 horas antes da sessdo de imagens. Para
localizacdo das distintas zonas cerebrais os angiogramas foram
realizados utilizando 100 pL de Texas Red dextran 70 kDa (12.5 mg/mL)
injetados de forma retrorbital momentos antes das sessdes de imagem.
Os animais foram mantidos sob anestesia inalatoria de 2% isoflurano e
5% 02, com manta térmica a 37 2C para evitar hipotermia e lubrificante

ocular para prevenir olhos ressecados.

SessOes de imagem: As imagens foram adquiridas utilizando em um
sistema de varredura a laser multifotonico Fluoroview FV1000 MPE
acoplado em um microscépio Olympus Bx61WI. O mecanismo de dois
fotons foi gerado por um laser de modo bloqueado Deep-See Mai Tai
Ti:Safira (Mai Tai; Spectra-physics) com excitacio em 800 nm e a
emissdao resultante foi coletada em trés fotomultiplicadores
(Hamamatsu) distintos: 380-480 nm (azul), 500-540 nm (verde) e 560-
650 nm (vermelho). Depdsitos amiloides foram visualizados em campos
de 512x512 pum, com 40 saltos de 5 um no eixo Z, num total de 200 um
de profundidade. As imagens foram tratadas e analisadas com o

software de acesso livre Image].
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3.3.15. ELISA para niveis de AB40 e AB42 soluveis e
insolaveis

Preparo das amostras: Niveis de AP e APs2 soliveis foram
obtidos para amostras de plasma sanguineo e de cértex
somatossensorial. Para tal, aliquotas de sangue foram centrifugadas
(12.000 RPM, 10 min, 4°C) e o sobrenadante foi coletado e armazenado
a -80 2C até o uso. Ja o tecido cortical foi homogeneizado em 50 pL de
Pierce™ IP Lysis Buffer (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espanha),
suplementado com o coquetel de inibidores Halt™ de protease e
fosfatase (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espanha). As amostras

foram entdo centrifugadas, e o sobrenadante foi coletado.

O precipitado obtido no processamento das amostras de cortex
somatossensorial foi utilizado para aferir os niveis de ABso e A4z
insoluveis. Assim, o pellet foi ressuspenso em 50 pL de acido férmico
70% e ap6s 10 minutos as amostras foram centrifugadas a 14.500 RPM
por 12 min a 4 2C. Por fim, foram neutralizadas com tampao Tris (pH 11)
em propor¢ao 1:50. Resultados foram obtidos para os quatro grupos
representativos: (1) WT-controle (n = 4); (2) WT-RuNDI (n = 4); (3)
APP/PS1-controle (n = 4); (4) APP/PS1-RuNDI (n = 4).

Montagem das placas: O ensaio de ELISA foi realizado com a
incubacdo de 100 pL de cada tipo de amostra (plasma, cértex soluvel e
cortex insoluvel) em uma placa de 96 pocos, previamente tratada com
anticorpos de deteccdo especificos para captura de antigenos, durante
uma noite a 4 2C, em auséncia de luz. Apos a incubacgao, os po¢os foram

lavados cinco vezes com tampao de lavagem para remover o excesso de
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proteina nao ligada ao anticorpo. Em seguida, foram adicionados 100 uL
de anticorpo conjugado com peroxidase de rabano, e a placa foi incubada
por 1 hora sob refrigeracdo. Apds esse periodo, os pocos foram
novamente lavados cinco vezes e 100 pL de tetrametilbenzidina (TMB)
foram adicionados, sendo incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente e em auséncia de luz. Por fim, foram adicionados 100 uL de
uma solucdo de parada (H2S04 0,2 mol/L), e a absorbancia foi medida a
450 nm. Para a construcao das curvas padrao, foram utilizados os
peptideos humanos AB40 e AB42 fornecidos pelo kit (PAG200910
Antibody (bnt977) - coated microtiter plate. 297-62611).

3.3.16. Imunofluorescéncia de placas amiloides -
4G8 e ThS

Obtencao das amostras: O hemisfério esquerdo foi fixado em
paraformaldeido 4% por duas semanas e, em seguida, imerso em uma
solucdo contendo 30% de sucrose e 0,02% de azida de sédio. Apds a
saturacao do tecido com sucrose, realizou-se a crioprotecao utilizando
Tissue-Tek® O.C.T (Sakura Finetek). O tecido foi cortado em secdes de
30 um no plano coronal a -25 2C, utilizando um criostato (Micrétomo
Criostato HM525, Thermo Fisher Scientific) e armazenadas a 4 2C em
solucdo de PBS/glicerol (1:1) até o wuso. Para o ensaio de
imunofluorescéncia foram selecionadas 6 diferentes se¢des localizadas
a 1 mm de distancia umas das outras (de 1,5 a -3,5 mm a partir do
bregma). As secdes selecionadas sdo representativas para cortex (n = 6)

e hipocampo (n = 3).
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Preparo das amostras: As se¢des foram lavadas com acido
formico 70% durante 10 minutos e bloqueadas por 1h em 3% BSA e
0,5% Triton-X100. Depois disso, foram incubadas em solucao de 4G8
goat anti-mouse (Biolegend, London)(1:1000) e 0,5% BSA a 4°C por
uma noite, seguidas do anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor
594 goat anti-mouse (Molecular Probes, USA) por 2h em auséncia de luz.
Por fim, as secdes foram incubadas com ThS 0,05% por 10 minutos e
montadas em laminas de adesdao Thermo Scientific™ SuperFrost Plus™.
As imagens foram adquiridas com um microscopio de fluorescéncia
Laser Olympus U-RFL-T (Olympus, Tokyo, Japan) e o software
MMICellTools (4G8 (Aex: 540nm; Aem: 575nm), ThS (Aex: 495nm; Aem:
519nm)). O software Image] foi utilizado para tratamento das imagens
e obtencao de parametros como nimero e tamanho de placas (um?2);
densidade (placas/mm?2) e carga de placas (% darea) no cortex e

hipocampo.

3.3.17. Estatistica

As diferencgas foram analisadas por ANOVA de dois fatores e pelo
Teste T de Student para amostras independentes. O software SPSS v.24

foi utilizado para todas as estatisticas.
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3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Ressonancia Magnética Nuclear
3.4.1.1. pNDIp

A obtencao do ligante pNDIp foi confirmada por espectroscopia de
RMN. O ligante pNDIp e os hidrogénios e carbonos da sua estrutura estdo
dispostos na Figura 18. O espectro de RMN !H obtido para o ligante
pNDIp esta apresentado na Figura 29.

FIGURA 29. Atribuicdo dos hidrogénios e carbonos presentes na estrutura do
ligante pNDIp

O espectro de RMN 'H obtido para o ligante pNDIp esta
apresentado na Figura 30. Na estrutura da porc¢ao naftaleno diimida
existem apenas quatro hidrogénios que sao iguais entre si e podem ser
observados como uma ressonancia singleto em § 8.82 ppm. Os
hidrogénios de ambas as fenantrolinas aparecem entre 6 7.70 - 9.30
ppm. Exceto pelo Hs, que nao possui hidrogénios adjacentes, todos os
demais aparecem na forma de duplo-dupleto ou multipleto referentes a

2H por ressonancia.
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FIGURA 30. Espectro de RMN de 1H para a regido desblindada do ligante pNDIp

A estrutura do ligante pNDIp também foi confirmada com o auxilio
de técnicas 2D, como 1H-1H COSY (Figura 31), 1H - 13C{*H} HSCQ (Figura
32) e RMN 1H - 13C{1H} HMBC (Figura 33). As atribuicdes para cada
hidrogénio, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade, constante de
acoplamento (Hz) e a integracao dos sinais de RMN estao dispostos na

Tabela 2.
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FIGURA 31. Espectro de RMN 1H-1H COSY da regido desblindada do ligante pNDIp
em DMSO-d6.
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FIGURA 32. Espectro de RMN 1H - 13C{1H} HSCQ para a regido desblindada do
ligante pNDIp em DMSO-d6.
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FIGURA 33. Espectros de RMN 1H - 13C{1H} HMBC da regidao desblindada do
ligante pNDIp em DMSO-d6.
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Tabela 3. Atribui¢cdes dos espectros de RMN de 1H obtidos para o ligante pNDIp em
DMSO0-d6. Os respectivos hidrogénios estdo apresentados em deslocamento quimico
(ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de
hidrogénios.

N° 13C _HSQC H H-*C - HMBC
Cl, Hl 151.0 9.25; dd (1.59; 4.33); 2H
C2, H2 123.7 7.91; dd (4.33; 7.95); 2H
C3, H3 136.3 8.60 — 8.63; m; 2H
C4 127.7 - 7.91 (H2")
Cs 145.5 - 8.62 (H3")
C6, H6 127.5 8.35; s; 2H
C7 Nd .
Cs8 126.3 - 7.78 (H11")
C9 146.1 - 8.74 (H10”)
C10, H10 132.0 8.74; db (8.30); 2H
Cl1,Hl1 123.4 7.78; dd (4.15; 8.30); 2H
Cl12, HI2 150.4 9.21; dd (1.51; 4.15); 2H
€20, C20’; C13, 13’
c-0) 163.3 - 8.82 (H17, H16)
C19, C19%; C14,
g 127.4 - 8.82 (H17, H16)
Cl15; C18 Nd -
C17,H17; Cl6, H16 130.4 8.82; s; 4H
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3.4.1.2. RuNDI

A obtencao e pureza do complexo RuNDI foi confirmada por
espectroscopia de RMN. O complexo RuNDI esta apresentado na Figura

34, junto dos hidrogénios e carbonos em sua estrutura.

FIGURA 34. Atribuicdo dos hidrogénios e carbonos presentes na estrutura do
complexo RuNDI

A espectroscopia de RMN de 'H do complexo mostra uma
sobreposicao no sinal da fenantrolinas coordenadas ao metal, resultado
da baixa simetria da molécula. Os espectros apresentados na Figura 35
mostram que Hi e Hi2 ndo sofrem alteragdes no deslocamento quimico,
isso por nao estar coordenado ao metal. Entretanto, o sinal que antes
correspondia a dois hidrogénios por ressonancia, agora representa

apenas um, indicando a coordenacao do ligante ao ruténio.
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FIGURA 35. Espectros de RMN de 1H para a regido desblindada do complexo RuNDI
(roxo) e do ligante pNDIp (verde)

Apenas o espectro de RMN de 'H nao é suficiente para atribuirmos
todos os respetivos hidrogénios devido a complexidade dos sinais das
fenantrolinas. Assim, a estrutura do complexo RuNDI também foi
confirmada com o auxilio de técnicas 2D, como 'H-1H COSY (Figura 36),

1H - 13C{1H} HSCQ (Figura 37) e RMN !H - 13C{1H} HMBC (Figura 38).
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FIGURA 36. Espectro de RMN 1H-1H COSY da regido desblindada do complexo
RuNDI em DMSO-d6.
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FIGURA 37. Espectro de RMN 1H - 13C{1H} HSCQ para a regido desblindada do
complexo RuNDI em DMSO-dé6.
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FIGURA 38. Espectros de RMN 1H - 13C{1H} HMBC da regido desblindada do
complexo RuNDI em DMSO-d6.

As atribuicdes para cada hidrogénio, deslocamento quimico
(ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a integracao

dos sinais de RMN estao dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Atribui¢des dos espectros de RMN de 1H obtidos para o complexo RuNDI
em DMSO0-d6. Os hidrogénios estdo apresentados em deslocamento quimico (ppm),
multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de hidrogénios.

N° 3C-HSQC H 1H - 13C - HMBC
C1”,H1” 137.1 8.81 — 8.84; m; 2H
2, H2” 126.5 7.77 —7.83; m; 2H
C3’’, H3” 153.0 8.08 — 8.15; m; 2H
Cc4” 130.2 - 131.6
cs” 147.7 8.13 (H3”)
C6’’, H6” 128.5 8.40 — 8.44; m; 2H
=
(%]
- Cc7, HT” 128.5 8.40 — 8.44; m; 2H
cs” 130.2-131.6
c9” 1477 8.21 (H12”)
C10”’, H10”’ 137.3 8.83 — 8.89; m; 2H
C11”, H11” 126.8 7.84 —7.89; m; 2H
C12”, H12” 152.8 8.17 — 8.23; m; 2H
Cl’, HI’ 133.5 8.97-9.02; m; 1H
Cc2’, HY 126.7 7.71 -7.78; m; 1H
C3’, H3’ 153.9 8.18 — 8.22: m; 1H
- c4 130.2—131.6
=
s Cs’ 147.7 8.21 (H3")
=
‘g‘ C6’, HE’ 128.2 8.40 — 8.44; m; 1H
[P]
g Cc7 Nd
-]
2
= cs’ 130.2 - 131.6
L
a
% Cc9’ 147.7 8.25 (H12’)
C10’, HIO’ 137.3 8.76 — 8.81; m; 1H
C11°, HI1 127.1 7.89 -7.95; m; 1H
C12’, H12’ 153.0 8.23-827;m; 1H
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20, C20° 163.9 8.19 (H12°),7.70
(C=0) (HZ)
C19,C19’ Nd
18 Nd
=
= C17,H17 130.8 8.77 - 8.81; m; 2H
=
z Cl6, H16 130.8 8.80 — 8.88; m; 2H
C1s Nd
C14/C14’ Nd
CI13,C13’ 163.8 8.85 (H16; H16")
CI, HI 150.9 9.22-9.26;m; IH
C2, H2 124.3 7.90 - 7.96; m; 1H
C3, H3 137.5 8.62 - 8.67; m; 1H
% C4 130.2 - 131.6
=
3 cs 145.2 8. 65 (H3); 9.25 (HI)
(=
5 C6, H6 128.1 8.34 - 8.39; m; 1H
= 7 Nd
=
e C8 130.2 - 131.6
=
2 9 145.1 8.36 (H6); 9.20 (H10)
=7
C10, H10 150.5 9.19-9.22; m; IH
CI1, H11 124.1 7.80 - 7.84; m; 1H
CI2, H12 129.5 8.71 - 8.77; m; 1H
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3.4.2. Espetroscopia de Absorcao e
Luminescéncia

O espectro de absorgao eletronica na regidao do UV-visivel obtido
para o complexo RuNDI em PBS (10 mM, NaCl 137 mM, pH 7.4) é
resultado da somatoria das absorc¢des da porcao [Ru(phen)s]?* e do
ligante pNDIp. Isso sugere que a incorporacao do anel naftaleno diimida
ao sistema nao afeta a intensidade do campo cristalino, e a diade é capaz

de assimilar as propriedades de ambas.

A diade é composta pelas absor¢des caracteristicas das partes que
a compoe (Figura 39). A primeira banda com maximo em 265 nm esta
associada a transicao de transferéncia de carga interna (ILCT), © — m*
das fenantrolinas. As bandas em 365 e 385 nm, também de carater T —
m*, correspondem as transicoes ILCT do ligante pNDIp. E por fim, a
banda com maximo em 450 nm refere-se a transicao de transferéncia de

carga do metal para o ligante (MLCT) de natureza dm,Ru(Il) —» 7*phen.
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FIGURA 39. Espectros de absor¢ao do complexo Ru(phen)s]?+ (verde), do ligante
pNDIp (vermelho) e do complexo RuNDI (preto)




Os valores de absortividade molar para o complexo RuNDI em PBS
foram determinados a partir da inclinagdo da curva de calibracdo
(Figura 40), obtida para cada pico de absor¢cio em diferentes
concentracdes (inset). Os valores de € para cada transicao eletronica

estdo organizados na tabela 5.
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FIGURA 40. Curva de calibragao para o complexo RuNDI com concentragdes entre 0
- 40 umol.L-L inset: retas obtidas para o aumento da absorbancia de acordo com o
aumento da concentracdo molar em 265 nm (azul). 365 nm (vermelho), 385 nm
(verde) e 450 nm (rosa)

Tabela 5. Valores de absortividade molar (mol.L-l.cm-l) para as transigdes
eletronicas do complexo RuNDI em PBS.

260 nm 365 nm 385 nm 450 nm

€ (mol.L-t.cm?) 59.700 15.300 17.900 9.300

Quando excitado em 450 nm, regido de absor¢ao da MLCT, o
complexo RuNDI apresenta uma banda de emissdo intensa com maximo
em 600 nm, que vai de 550 nm a 750 nm, como observado na Figura 43A.

A emissao do ligante pNDIp é suprimida apds a coordenacao.

88



Um estudo de concentracdo foi realizado para determinar a
melhor faixa de trabalho para o complexo, evitando qualquer tipo de
influéncias da concentracgao (Figura 41A), como propensao a agregacao
ou efeito de filtro. Pela saturacdao na resposta emissiva do complexo,
nota-se que a melhor faixa de concentracao para se trabalhar é entre 0 e

40 pmol.L1 (Figura 41B).
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FIGURA 41. Espectros de emissao do complexo RuNDI em diferentes concentragoes
(0 - 100 pmol.L'1) (A) e o comportamento da resposta emissiva com o aumento da
concentragdo (B).

O complexo RuNDI ainda disp6e de um deslocamento de Stokes na

ordem de 5300 cm-! em solu¢ao aquosa, como mostrado na Figura 42.
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FIGURA 42. Deslocamento de Stokes entre a emissao (azul) e excitacdo (preto)
obtidos para o complexo RuNDI em PBS.
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3.4.3. Marcador amiloide

O complexo RuNDI parece, num primeiro momento, nao alterar a
formacdo do ion tirosinato durante a formacao de fibrilas amiloides.
Entretanto, mostrou comportamentos interessantes em ensaios ex-situ.
Apoés a adicdo do complexo a fibrilas pré-formadas os espectros da
Figura 43A mostram um aumento na intensidade da emissao em 340
nm, previamente atribuido a formacao do ion tirosinato via ligacdes de
hidrogénio. Esse aumento pode ser explicado pelo estabelecimento de
ligagcdes de hidrogénio entre o hidrogénio do grupo fendlico da Tyr10 e

os oxigénios do ligante pNDIp.

Além da possivel interagdao entre o ligante pNDIp e o grupo
fenolico da Tyr10, a resposta emissiva da banda de MLCT também sofre
alteracoes. A emissao do complexo RuNDI, com maximo em 600 nm,
aumenta significativamente na presenca de fibrilas do peptideo A,

como mostrado na Figura 43B.
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FIGURA 43. Espectros de emissdo obtidos apds a adigdo do complexo RuNDI a
fibrilas pré-formadas do peptideo A3 em (A) 340 nm e (B) 600 nm.
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3.4.4. Nefelometria

A nefelometria é uma técnica alternativa ao uso de corantes
amiloides. E comumente utilizada para medir a concentracido de
particulas em suspensdo com base na dispersio da luz incidente.
Particulas presentes em uma amostra podem dispersar a luz
dependendo do tamanho, da forma ou da concentracao em solucdo, em
suma, a nefelometria monitora a turbidez da solucdo a medida que

agregados vao se formando.

Pelas curvas observadas na Figura 44 o complexo RuNDI
demonstra efeito significativo na formag¢do de agregados do peptideo
AB42. Amostras incubadas em propor¢ées 1:2 e 1:5 (ABs2/RuNDI)
mostraram valores reduzidos de Unidades Relativas de Nefelometria
(URNs) quando comparadas ao controle. Além disso, o efeito observado

é dependente da concentracao de complexo em solugao.

o 3.0 @ controle

< e 1:1
» E 2.51 : i #ﬁﬁ%ﬁﬁ 333530 3993a3%095,2
2 £ 0 gﬁiﬁggﬁ%géﬁﬁéﬁﬁﬁgiﬁéﬁ
1]
g ?.; 151 ! &0 ”"ﬁﬂﬂﬁﬂﬁ% fare
$ £ % ¢
%‘ g 1.0- °§;§§§§
= %os] &

Z ofe

S 0.0

“ 00 05 10 15 20

Tempo (horas)

FIGURA 44. Nefelometria do processo de agregacdo do peptideo A3 na auséncia e
na presenca do complexo RuNDI em diferentes proporgoes.
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3.4.5. Dicroismo Circular

Os espectros de CD obtidos para agregacdo do peptideo A
mostram uma absor¢do com minimo em 218 nm caracteristica da
formacao de folhas-f3 e, nesse caso, de fibrilas amiloides (Figura 45).
Entretanto, os espectros obtidos para incubacdo in situ com o complexo
RuNDI em proporgdes 1:1 e 1:5 sugerem um desvio na agregacdo do
peptideo AB que nao leva a formacdo de folhas-f e este efeito é

dependente da concentracgao.
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FIGURA 45. Espectros de dicroismo circular obtidos ao final da agregacdao do
peptideo AP na auséncia e presenca do complexo RuNDI em diferentes proporgoes

3.4.6. Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM)

As imagens de TEM confirmam os resultados observados para
nefelometria e dicroismo circular. A formagdo de fibrilas amiloides €
prejudicado na presenca do complexo RuNDI em altas concentragdes -
1:5 (Complexo : amiloide). As imagens obtidas para a agregacao do

peptideo BA mostram a formacado de estruturas fibrilares, enquanto a
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adicdo do complexo RuNDI de fato modula a fibrilacao do AfB42 levando

a formacdo de agregados amorfos (Figura 46).

FIGURA 46. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo das estruturas
formadas na agregacdo do peptideo AP na auséncia e na presenca do complexo
RuNDI (1:5).

Agregados amorfos do BA ja sdo reportados na presenca de
complexos de metais de transicdo. Entretanto, o mecanismo de acao
envolve a coordenacao de residuos de histidina presentes na estrutura

da proteina aos sitios de ligacao livre do metal através de uma ligacao
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covalente. O problema de interacdes desse tipo é a falta de
especificidade, levando a interacdes ndo seletivas com outras espécies
em meio biologico e culminando na perda de eficacia ou efeitos

secundarios indesejados.

Até entdo, os dados de nefelometria e TEM mostram menor
formacdo de agregados amiloides e os espectros de CD sugerem que 0s
agregados formados ndo sao intermediados por folhas-, estrutura
organizada e termodinamicamente estavel caracteristica da agregacao
do AB. Uma justificativa plausivel para este comportamento pode ser a
formacao de ligacdes de hidrogénio entre o ligante pNDIp e a Tyr10 que

prejudicam a formagdo de grandes agregados.

Além disso, o complexo também apresentou mudangas no
comportamento emissivo na presenca de espécies fibrilares do Af,

possibilitando seu uso como sonda luminescente.

3.4.7. Microscopia Multifotonica

A microscopia MMF permitiu o segmento de placas amiloides em
tempo real em camundongos transgénicos do tipo APP/PS1-Controle e
APP/PS1-RuNDI por 6 semanas. As imagens mostram, em azul,

depositos amiloides e em vermelho, vasos e microvasos sanguineos.

As imagens apresentadas na Figura 47 mostram os angiogramas,
e o seguimento de placas amiloides ao longo de 6 semanas. A partir da
analise das imagens, parametros como tamanho de placas (um?) e carga

de placas (% area) foram obtidos para ambos os grupos.
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20 semanas 22 semanas 26 semanas

FIGURA 47. Imagens representativas de microscopia multifotonica de vasos

RuNDI

sanguineos marcados com Texas-Red (vermelho) e depdsitos amiloides marcados
com Methoxy-X04 (azul). Imagens coletadas para um camundongo APP/PS1-
Controle (azul) e para um camundongo APP/PS1-RuNDI (1 mg/kg/dia) (laranja).

As placas amiloides deveriam ser acompanhadas até as 30
semanas de idade de cada camundongo APP/PS1. Entretanto, um tempo
muito longo para a realizagdo desse tipo de experimento pode levar a
regeneracao dos tecidos e do cranio desses animais. Isso teria feito com
que o acompanhamento ao longo das semanas fosse prejudicado,
aumentando a dispersao de luz e perda de foco. Por esse motivo, os
depositos amiloides encontrados foram acompanhados apenas até as 26

semanas de idade.

O tamanho das placas encontradas nao foi significativamente

afetado pelo tratamento com RuNDI quando analisado semanalmente
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(Figura 48A), em tempo real, por microscopia multifotonica. Nenhum
efeito de interacao tratamento x sessao foi observado [F(3,200)=1,296,
p=0,277] e a avaliagdo semanal individual ndo revelou diferencas
(semana 20: p=0,095; semana 22: p=0,395; semana 24: p=0,431;
semana 26: p=0,456). Os dados sdo representativos de 3 camundongos

por grupo e 21-39 placas.

O mesmo comportamento foi observado para a carga de placas (%
area), [F(3,64)=0,367, p=0,777] (Figura 48B). A avaliagdo semanal
individual também nado revelou diferencas (semana 20: p=0,693;
semana 22: p=0,391; semana 24: p=0,621; semana 26: p=0,662). Os
dados sao representativos de 3 camundongos por grupo e 4-23 campos.
As diferencas foram analisadas por ANOVA de dois fatores (tratamento
x sessdo) e pelo Teste T de Student para amostras independentes.
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FIGURA 48. (A) Tamanho de placas amiloides (um?2) e (B) Carga de placas amiloides
(%) para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja).
Nenhuma diferencga estatistica observada.

Os resultados obtidos através da MMF sdo inconclusivos quanto

aos efeitos do complexo RuNDI in vivo ao longo das semanas .
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3.4.8. Peso Corporal e Cerebral

O peso corporal dos camundongos dos quatro grupos
experimentais foi monitorado durante todo o tratamento, para ajuste de
dose do tratamento com o complexo e para garantir o bem-estar dos

animais.

Durante as 10 semanas de tratamento continuo nao foi observado
nenhuma anomalia quanto ao peso corporal dos animais. Todos os
grupos apresentaram um aumento linear condizente com o
amadurecimento dos camundongos, apesar dos grupos que receberam
o tratamento apresentarem maior peso corporal quando comparados

aos respectivos controles (Figura 49).
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FIGURA 49. Peso corporal dos camundongos WT com (laranja) e sem (azul escuro)
tratamento e de camundongos APP/PS1 com (azul claro) e sem (verde) tratamento
com o complexo RuNDI durantes as 10 semanas de experimento.

Apoés atingirem 30 semanas de idade os camundongos foram
sacrificados para coleta de amostras de sangue e de tecido cerebral. Os
cérebros foram pesados logo que coletados para avaliar possiveis efeitos

sobre o cérebro, como atrofia cerebral ou outras mudancgas
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morfolégicas. Também ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes para o peso cerebral dos camundongos tratados com o

complexo RuNDI quando comparados ao grupo controle (Figura 50).
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FIGURA 50. Peso cerebral dos camundongos WT e APP/PS1 com (laranja) e sem
(azul) tratamento com o complexo RuNDI.

3.4.9. ELISA

Os ensaios de ELISA sdao amplamente utilizados para detectar e
quantificar a presenca de proteinas, anticorpos ou antigenos em
amostras bioldgicas. Neste caso, a técnica foi utilizada para quantificar
as espécies soluveis do peptideo A3 em amostras de plasma e tecido

cortical, bem como as espécies insoluveis presentes no tecido cortical.

Nenhuma diferenga foi detectada quando os niveis de Ao
(p=0,376) ou ABs2 (p=0,498) soluveis no plasma foram comparados
entre os camundongos APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (Figura
51). Os dados sao representativos de 4 camundongos por grupo e as
diferencas foram analisadas pelo Teste T de Student para amostras

independentes.
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FIGURA 51. Niveis de AB40-42 soluveis (pmol/L) em amostras de plasma sanguineo
para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja).

A avaliagdo dos niveis de AP solivel em amostras de cortex
somatossensorial ndo revelou diferencas significativas quando os niveis
de ABso soluvel (p=0,495) ou AB42 (p=0,304) foram comparados entre os
camundongos APP/PS1 e APP/PS1 tratados com RuNDI (Figura 524).

Entretando, niveis ligeiramente mais baixos de ABs0 (p=0,143) e
AB42 (p=0,170) insoluvel foram detectados no cértex dos camundongos
tratados com RuNDI, embora as diferencas nao tenham atingido
significancia estatistica (Figura 52B). Diferencas foram analisadas pelo

Teste T de Student para amostras independentes (n = 4).
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FIGURA 52. Niveis de AB40-42 (A) soluveis (pg/g) e (B) insoluveis (pg/g) em
amostras de cortex para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI

(Laranja).
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3.4.10. Imunofluorescéncia

Semelhante ao ensaio de ELISA, a imunofluorescéncia também é
usada para detectar e quantificar a presenga de proteinas e antigenos
em amostras bioldgicas, neste caso em tecido cerebral. O ELISA é uma
técnica colorimétrica, enquanto a imunofluorescéncia é uma técnica de

imagem.

O principio de ambas é basicamente o mesmo, a deteccdo de
proteinas ou antigenos especificos por anticorpos marcados. O
anticorpo 4G8 e a Tioflavina-S (ThS) sdo amplamente utilizados no
estudo de agregados proteicos, como os encontrados na DA. O 4G8
reconhece a sequéncia 17-24 do peptideo AP, isso permite a
identificacdo dos trés estagios da agregacdo amiloide: os agregados
fibrilares densos, os depdsitos difusos nao fibrilares e precursores de
placas. Ja a ThS se liga especificamente a estruturas amiloides de
maneira geral, independente da especificidade, contanto que

apresentem conformacao de folha-3 pregueada.

3.4.10.1. Cortex

As secOes de coOrtex coletadas do cérebro de camundongos
APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia) submetidas a
processos de coloracdo com Tioflavina-S e com o anticorpo monoclonal
4G8 mostram, em verde, depdsitos fibrilares densos marcados pela ThS,
ao passo que em vermelho estao marcados por 4G8 depdsitos densos e

difusos (Figura 53).
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4G8 ThS Merge

FIGURA 53. Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia de secdes do
cortex de camundongos APP/PS1-Controle (azul) e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia),
laranja. Depdsitos amiloides foram marcados com ThS (Aex: 495nm; Aem: 519nm),
em verde e 4G8 (Aex: 540nm; Aem: 575nm), em vermelho.

O tratamento com RuNDI em camundongos APP/PS1 nao afetou o
tamanho das placas analisadas pela coloracdao com ThS (p=0,421) ou
pela imunofluorescéncia com 4G8 (p=0,325), como observado na figura
54A. No entanto, o tratamento com RuNDI em camundongos APP/PS1
reduziu significativamente a densidade das placas amiloides no cértex
(Figura 54B), ThS (**p<0,0001 vs. APP/PS1) e 4G8 (**p<0,0001 vs.
APP/PS1).
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Além disso, também reduziu significativamente a carga de placas
amiloides (Figura 54C), ThS (**p<0,0001 vs. APP/PS1) ou 4G8
(**p<0,0001 vs. APP/PS1). Os dados sao representativos de 4

camundongos por grupo.
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FIGURA 54. Parametros obtidos pela andlise das imagens representativas do cértex
de camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja) marcados
com ThS e 4G8. (A) Tamanho de placas (um2); (B) Densidade de placas (numero de
placas/mm?2) e (C) Carga de placas (% area).

3.4.10.2. Hipocampo

A Figura 55 mostra as secoes de hipocampo do cérebro de
camundongos APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia) que

foram submetidas a processos de coloragcdo com ThS e com o anticorpo
4G8.
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RuNDI

FIGURA 55. Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia de secdes do
hipocampo de camundongos APP/PS1-Controle (azul) e APP/PS1-RuNDI
(Img/kg/dia), laranja. Depdsitos amiloides foram marcados com ThS (Aex: 495nm;
Aem: 519nm), em verde e 4G8 (Aex: 540nm; Aem: 575nm), em vermelho.

As analises para o hipocampo mostraram comportamento similar
aquele observado para tamanho de placas no cortex. A Figura 56A
mostra que o tratamento com o complexo RuNDI nao afetou o tamanho
das placas, ThS (p=0,333) ou 4G8 (p=0,306). Porém, reduziu
significativamente a densidade das placas amiloides no hipocampo
(Figura 56B), ThS (*p=0,042 vs. APP/PS1) ou 4G8 (**p=0,009 vs.

APP/PS1). E na Figura 56C observa-se uma tendéncia para reducdo da
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carga de placas amiloides no hipocampo apdés o tratamento com RuNDI
em camundongos APP/PS1, embora as diferencas ndao tenham atingido
significancia estatistica, ThS (p=0,082) ou 4G8 (p=0,057). Os dados sao

representativos de 4 camundongos por grupo.
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FIGURA 56. Parametros obtidos pela andlise das imagens representativas do
hipocampo de camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja)
marcados com ThS e 4G8. (A) Tamanho de placas (um?); (B) Densidade de placas
(nimero de placas/mm?) e (C) Carga de placas (% area).

O estado da arte para este tipo de estudo foi estabelecido atraveés
de uma revisdo sistematica da literatura disponivel na base de dados
PubMed, uma plataforma de acesso livre que indexa milhoes de artigos
cientificos na area de ciéncias da vida e biomedicina. Foram investigados
artigos publicados sem definigdo de periodo, utilizando combinag¢des
especificas de palavras-chave relacionadas a: (1) Ruthenium; (2)
Ruthenium Complexes; (3) Ruthenium compounds; (4) Ruthenium-
based drugs; (5) Transgenic mice; (6) Transgenic animals; (7) Animals

Models and (7) Alzheimer’s Disease.

A busca foi conduzida utilizando critérios de inclusao e exclusao
predefinidos, buscando selecionar estudos que abordassem a
administracao de compostos de ruténio em camundongos modelos da

DA. A Tabela 6 resume os trabalhos encontrados durante o processo de
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revisao, destacando: o ano de publicacdo; o composto utilizado e a dose;

o método de administra¢do; o modelo animal utilizado e os principais

resultados observados.

Tabela 6. Levantamento bibliograficos realizado na plataforma PubMed para
aplicagdo de compostos de Ru(ll) em camundongos modelos da doenca de
Alzheimer. Os trabalhos foram analisados e sumarizados em: Ano; Composto/Dose;
Modelo animal; Via de administragdo e principais resultados.

ANO COMPOSTO/DOSE MODELO VIA RESULTADOS
NGF-PCM@Ru e RBT-
Melhora o  déficit
2020 | PCM@Ru (20 pg/mL) — C57BL/6 Intravenoso -
} cognitivo, reduz EO.
dose tnica
Atenua toxicidade
Ruthenium Red ) mitocondrial e a
2020 _ _ Sprague-Dawley  Intraperitoneal
(6 mg/kg/dia) — 18 dias porcentagem de células
apoptaticas.
Melhora o  déficit
cognitivo, ativando
Ru360 (2.25 nmol) —
2021 . Wistar rats Intraventricular ~ mecanismos de
4 dias
manutenc¢do e estimulo
de neurdnios.
Sob NIR  melhora
PDA-Ru (20 pg/mL) — .
memoria, modula
2023 1 vez na semana, por APP/PS1 Intracraniana . . o
microglia e  alivia
duas semanas )
neuroinflamagao.
Melhora o  déficit
RuO2@Bor (1 mg/kg) — cognitivo, elimina
2023 @ ( gke) C57BL/6 Intraventricular s _
3 dias deposicdo de AP e
alivia EO.
Ru-HCIO (50 uM) — Monitora a produgao de
2023 APP/PS1 Intracraniana

dose unica

acido cloroso (HCIO).
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Em geral, a maioria dos estudos listados induzem a deposicao
amiloide ou deméncia em camundongos do tipo C57BL/6; Wistar Rats
ou Sprague-Dawley. Dois estudos utilizam camundongos transgénicos

APP/PS1.160.161

Os estudos referenciados demonstram um impacto positivo dos
compostos de ruténio sobre os efeitos da deméncia induzida. Os
resultados mais comuns incluem melhora na capacidade cognitiva
(aprendizagem e memoéria) e reducao da neuroinflamagdo.162163 Apenas
um dos estudos investigou diretamente a deposicao amiloide no
hipocampo de camundongos C57BL/6 com deposicao induzida,
revelando a auséncia de formacgao de depoésitos amiloides nessa regiao
ap6s o tratamento com nanoparticulas de RuO.@Bor (1 mg/kg/dia), por

trés dias.164

Um dos estudos utilizando ratos Sprague-Dawley com deméncia
induzida, demonstrou que o tratamento continuo com Ruténio Red (6
mg/kg/dia) durante 18 dias resultou na reducdo da toxicidade

mitocondrial e da morte celular apoptotica.165

No mesmo sentido, o presente trabalho demonstrou que o
complexo RuNDI reduz a deposicao de placas amiloides no cortex e
hipocampo de camundongos transgénicos APP/PS1. Este estudo avanca
o conhecimento ao acompanhar a formacao de depésitos amiloides ap6s
10 semanas de tratamento continuo com o complexo RuND]I, na dose de
1 mg/kg/dia, e motiva a exploracao de complexos de Ru(Il) como

potenciais terapéuticos para a DA.

Esse comportamento observado para o complexo RuNDI pode ser
atribuido, ao menos em parte, a interagcdes hidrofébicas entre a

estrutura do ligante pNDIp e o nticleo hidrofébico do peptideo AB. Essas
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interacbes provavelmente interferem na organizacdo tipica da
agregacdo do AP, desviando sua conformagdao para formas fibrilares
amorfas, como demonstrado nos ensaios de dicroismo circular,
nefelometria e TEM. A formacao desses agregados nao fibrilares pode
comprometer a estabilidade das placas amiloides, tornando-as mais
suscetiveis a degradacdo. Assim, as redugdes observadas na densidade e
na carga de placas amiloides no cortex e n hipocampo de camundongos
tratados com o complexo RuNDI podem refletir ndo apenas um
redirecionamento da via de agregacdo, mas também que os agregados
amorfos formados podem ser degradados no ambiente cerebral,

impedindo a formacao de novos depdsitos amiloides.

3.5. Conclusoes Finais

Conclui-se a partir das observagdes experimentais deste trabalho,
que o complexo RuApy e a insulina humana atuam como moduladores
no processo de agregacdo do peptideo As2, interrompendo o
mecanismo de formacao de ligagdes de hidrogénio ao longo do eixo de
crescimento das fibrilas através do impedimento estérico ao redor do N-
terminal. A conversdo da Tyr10 para sua forma anidnica Tyr-O~ esta
relacionada com a formacao e estabilizacdo dessas estruturas e a
supressdo na formagdo dessas espécies esta relacionada com o desvio
na agregacao classica do Af3, levando a formacao de agregados amorfos

e nao-toxicos em células de neuroblastoma.

Por sua vez, o complexo RuNDI demonstrou propriedades
moduladoras do processo de agregacdo do peptideo A4z, levando a

formacao de fibrilas amorfas e prejudicando a formagdao de novos
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agregados. Além do aumento significativo da emissdo centrada em
600nm na presenca de fibrilas do APs2, indicando uma interagdo
especifica com estruturas fibrilares, Em modelo murino transgénico de
Alzheimer (APP/PS1), o tratamento com RuNDI resultou em reducgao
significativa da densidade e da carga de placas amiloides no cortex e no
hipocampo, o que sugere que os agregados formados sao mais
susceptiveis a metabolizacdo e remocao, prevenindo a deposicdo

progressiva.

Dessa forma, conclui-se que ambos os complexos apresentam
forte potencial como agentes moduladores da fibrilagdo do A, com
efeitos comprovados in vitro e in vivo, sendo que o complexo RuNDI se
destaca como uma plataforma versatil para abordagens terandsticas em

doencgas neurodegenerativas.
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