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RESUMO 

IMPACTOS DE COMPLEXOS DE RUTÊNIO (II) EM DIFERENTES 

ABORDAGENS DA AGREGAÇÃO DO PEPTÍDEO BETA AMILOIDE. A 

Doença de Alzheimer é a forma mais comum de demência, com custos 

projetados de 1 trilhão de dólares até 2030. Suas características 

principais incluem depósitos do peptídeo Aβ e emaranhados 

neurofibrilares da proteína tau hiperfosforilada. O aumento da 

expectativa de vida está relacionado ao aumento da incidência da 

doença, gerando um grande impacto social e financeiro. Este trabalho 

tem como objetivo avaliar os efeitos do uso de complexos de Ru(II) como 

moduladores de agregação do Aβ em diferentes abordagens, da 

agregação heterogênea com insulina à aplicação em modelos in vivo. O 

efeito modulador do complexo RuApy na agregação cruzada entre o Aβ 

e insulina foi monitorado pela emissão da Tyr10, dicroísmo circular 

(CD) e AFM. Os espectros de emissão para o Aβ mostraram supressão da 

emissão da Tyr-OH (300 nm) para formação do íon Tyr-O¯ (340 nm), 

comportamento não observado na presença de insulina e do complexo 

RuApy.  As análises de CD e AFM mostraram a formação de agregados 

amorfos ao invés das fibrilas observadas para o Aβ. Os agregados 

formados na interação Aβ/Insulina e Aβ/Insulina/RuApy se mostraram 

menos tóxicos em relação aos agregados do Aβ, frente a células de 

neuroblastoma SH-SY5Y. Em outra vertente, as influências do complexo 

RuNDI na agregação do Aβ foram monitoradas por nefelometria, CD e 

TEM. A presença do complexo RuNDI apresentou redução significativa 

nas unidades relativas de nefelometria, além de suprimir sinais de 

folhas-β nos espectros de CD, indicando menor formação de agregados. 

As imagens de TEM revelaram a formação de agregados amorfos. As 

influências do complexo RuNDI na agregação do Aβ também foram 
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avaliadas em camundongos APP/PS1 modelos da DA. Esses animais 

desenvolvem a formação de depósitos de Aβ no córtex e hipocampo 

após 16 semanas de idade. O complexo foi ministrado via 

intraperitoneal com doses diárias de 1mg/kg/dia durante 10 semanas. 

A deposição amiloide foi acompanhada em tempo real por microscopia 

multifotônica e ao final dos experimentos foram realizados ensaios de 

ELISA e imunofluorescência em amostras de sangue e córtex. Embora 

não tenha sido possível avaliar a progressão da doença em tempo real, 

foram observados níveis mais baixos de Aβ40/42 em amostras de córtex 

de camundongos tratados. A imunofluorescência usando ThS e 4G8 

mostrou que o complexo RuNDI não afeta o tamanho das placas já 

existentes, mas reduz significativamente a densidade e carga de placas 

no córtex e hipocampo. Essas observações demonstram que os 

complexos RuApy e RuNDI impactam diretamente na fibrilação do Aβ 

em diferentes abordagens, levando a formação de fibrilas amorfas e 

atóxicas e reduzindo a formação de depósitos em áreas críticas do 

cérebro de camundongos transgênicos.    

 

Palavras-chave: Complexos de Rutênio; Doença de Alzheimer; 

peptídeo beta-amiloide; agregação cruzada; animais transgênicos.  
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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 Aβ 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(II) complexes as modulators of Aβ aggregation 

in different approaches, from heterogeneous aggregation with insulin to 

in vivo applications. The modulating effect of the RuApy complex on 

cross-aggregation between Aβ and insulin was monitored through 

Tyr10 emission, circular dichroism (CD), and AFM. Emission spectra for 

Aβ 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 Aβ. The aggregates formed in the Aβ/Insulin and 

Aβ/Insulin/RuApy interactions were less toxic compared to Aβ 

aggregates when tested on SH-SY5Y neuroblastoma cells. In another 

approach, the influence of the RuNDI complex on Aβ aggregation was 

monitored by nephelometry, CD, and TEM. The presence of the RuNDI 

complex significantly reduced relative nephelometry units and 

suppressed β-sheet signals in CD spectra, indicating reduced aggregate 

formation. TEM images revealed the formation of amorphous 

aggregates. The effects of the RuNDI complex on Aβ aggregation were 

also evaluated in APP/PS1 mice, a model for Alzheimer's Disease. These 
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animals develop Aβ 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 Aβ40/42 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 Aβ 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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1.  
Introdução 
 

 

 

 

 

‘’Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe tudo. 

Todos nós sabemos alguma coisa. Todos 

nós ignoramos alguma coisa. Por isso 

aprendemos sempre’’ 

- Paulo Freire 

 

 

 

 



 
 

 
2 

 

1.1. A doença de Alzheimer  
 

As doenças neurodegenerativas sa o causadas pela destruiça o 

irreversí vel dos neuro nios afetando diretamente diversas funço es do 

sistema nervoso central (SNC), causando problemas motores e 

cognitivos.1 Segundo a OMS (Organizaça o Mundial da Sau de) a doença 

de Alzheimer (DA) esta  associada a  60-70% dos casos de deme ncia no 

mundo e so  nos EUA possui um gasto de 172 bilho es de do lares por ano 

com assiste ncia me dica.2,3   

         O aumento da expectativa de vida reflete diretamente na 

incide ncia da DA, criando um cena rio de alto custo social e financeiro 

tanto para os pacientes quanto para os sistemas pu blicos de sau de. Esse 

impacto se estende a diversos setores da sociedade, sendo ainda mais 

crí tico em paí ses de baixa renda, onde a populaça o esta  mais vulnera vel 

a fatores de risco e enfrenta maiores barreiras no acesso a tecnologias, 

diagno stico precoce e estrate gias de prevença o.4–6 A DA e  considerada 

um ‘’transtorno neurocognitivo maior’’, de diagno stico clí nico, 

caracterizada pelo desenvolvimento de de ficits cognitivos que 

comprometem a funcionalidade do indiví duo. Diante disso, torna-se 

necessa rio o desenvolvimento de estrate gias para seu diagno stico 

precoce.7  

Reportada pela primeira vez ha  120 anos pelo me dico psiquiatra 

alema o Alois Alzheimer, os sintomas da DA incluí am perda da memo ria 

recente, paranoia, problemas motores e de linguagem. Ana lises post-

mortem realizadas por ele mostraram a presença de depo sitos fibrilares 

intra e extracelulares, ale m de atrofia cerebral. 8  
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As causas reais da DA na o sa o completamente esclarecidas, 

entretanto, existem diversos fatores de risco associados ao 

desenvolvimento dessa neuropatologia. Os fatores na o-modifica veis 

para a DA incluem predisposiça o gene tica, idade avançada e a presença 

do alelo ApoE ε4.9 Ja  os fatores de risco modifica veis incluem a presença 

de outras doenças, como hipertensa o, diabetes e depressa o, mas 

tambe m esta o relacionados a aspectos do estilo de vida e do ambiente 

em que o indiví duo esta  inserido. De acordo com Livingston et al. (2020), 

foram identificados 14 fatores de risco modifica veis ao longo da vida 

que, juntos, poderiam prevenir ou retardar ate  40% dos casos de 

deme ncia. Entre eles, destacam-se: baixa escolaridade, inatividade 

fí sica, obesidade, tabagismo, consumo excessivo de a lcool, perda 

auditiva na o tratada, traumatismo craniano, exposiça o prolongada a  

poluiça o do ar, isolamento social, ale m de hipertensa o, diabetes, 

depressa o, exposiça o ocupacional a pesticidas e condiço es adversas de 

desenvolvimento associadas a  desigualdade social. A identificaça o e o 

manejo desses fatores ao longo da vida sa o fundamentais para 

estrate gias de prevença o e para a reduça o da carga global da doença de 

Alzheimer e outras deme ncias.10–12  

 

1.2. A hipótese de cascata amiloide 

 

A DA tem sido amplamente estudada sob diversas perspectivas, 

resultando em mu ltiplas hipo teses sobre sua origem e progressa o. A 

mais aceita atualmente e  a hipo tese da cascata amiloide, que propo e que 

a produça o e deposiça o excessiva do peptí deo β-amiloide (Aβ) no meio 

extracelular e  o evento inicial da patoge nese. Considerada a principal 

causa da DA, a agregaça o do Aβ desencadeia uma se rie de desequilí brios 
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bioquí micos que culminam em neurodegeneraça o.13 Esse acu mulo 

induz, ainda, a formaça o dos emaranhados neurofibrilares (ENFs) da 

proteí na tau, outro marcador patolo gico fortemente associado a  morte 

neuronal. Com base nessa hipo tese, buscam-se terapias que inibam a 

formaça o dos depo sitos amiloides ou que favoreçam sua eliminaça o no 

ce rebro de pacientes com DA.14 

A partir da hipo tese da cascata amiloide, surgiram outras abordagens 

complementares que visam aprofundar o entendimento da DA. Entre 

elas, destaca-se a hipo tese dos oligo meros de Aβ, que considera essas 

formas solu veis como mais neuroto xicas do que as placas amiloides 

maduras. Ja  a hipo tese da proteí na tau passou a ganhar destaque ao 

evidenciar que a hiperfosforilaça o dessa proteí na e a formaça o dos ENFs 

esta o diretamente relacionadas a  disfunça o sina ptica e a  progressa o da 

doença.13,14 Embora mais recentes, essas hipo teses na o sa o excludentes, 

mas sim extenso es ou refinamentos da hipo tese amiloide, reforçando a 

complexidade dos mecanismos envolvidos na neurodegeneraça o 

observada na DA. 

 

1.3. O peptídeo β-amiloide 

1.3.1. A formação 
 

O peptí deo Aβ e  produto da clivagem da proteí na precursora do 

amiloide (APP), uma proteí na transmembrana expressa em diversas 

ce lulas do SNC, principalmente nos neuro nios, envolvida na manutença o 

da neuroplasticidade e da homeostase sina ptica.15 Podendo variar entre 

37-43 aminoa cidos, as isoformas mais comuns do peptí deo Aβ sa o os 

fragmentos Aβ40 e Aβ42. A isoforma Aβ40 e  a mais abundante no ce rebro 
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e a isoforma Aβ42 (Figura 1) e  considerada a mais to xica e propensa a 

agregaça o, sendo a principal componente dos depo sitos fibrilares do 

peptí deo Aβ encontrados no ce rebro de pessoas com DA.16,17   

 

FIGURA 1. Seque ncia de aminoa cidos do peptí deo Aβ42. 

 

A APP pode ser clivada por duas vias diferentes (Figura 2). A via 

amiloidoge nica leva a clivagem da APP pelas enzimas β-secretase e γ-

secretase, resultando na formaça o do peptí deo Aβ.18,19 A β-secretase 

define a regia o N-terminal da proteí na, liberando o fragmento sAPPβ 

(hidrossolu vel), enquanto a γ-secretase cliva a regia o C-terminal, 

liberando o peptí deo Aβ no espaço extracelular. Na via na o 

amiloidoge nica, a APP e  clivada pela α-secretase, gerando sAPPα que e  

solu vel, impedindo a formaça o de β-amiloide. O fragmento gerado e  

processado pela γ-secretase, liberando o peptí deo p3, que na o esta  

associado a toxicidade.18,19 

A clivagem da APP pode ser influenciada por diversos fatores, e 

qualquer alteraça o que afete o balanço entre as duas vias de 

processamento resultara  na produça o excessiva do peptí deo Aβ. Por 

exemplo, a atividade da β-secretase e  otimizada em pH baixo, sendo 
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estimulada em condiço es de acidose, estresse oxidativo ou hipo xia.20,21 

Ja  a aça o da γ-secretase e da β-secretase e  induzida por altos ní veis de 

colesterol no sangue.22 Ale m disso, o mau funcionamento da α-secretase, 

causado pela deficie ncia de Zn(II) nos sí tios ativos, favorece a via que 

leva a  produça o de Aβ.23 

Mutaço es gene ticas tambe m podem alterar o mecanismo de 

clivagem da APP, promovendo a formaça o de Aβ. O gene APP, localizado 

no cromossomo 21, pode sofrer mutaço es e aumentar a propensa o para 

a produça o de Aβ.24 Indiví duos com sí ndrome de Down, que possuem 

uma co pia extra do cromossomo 21, apresentam um risco superior a 

90% de desenvolver DA apo s os 70 anos.25 Ale m disso, mutaço es nos 

genes da presenilina 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2), que regulam a atividade do 

grupo das γ-secretase, tambe m contribuem para a via amiloidoge nica.26 

 

 

 

FIGURA 2. Proteo lise da proteí na precursora do amiloide (APP) pelas vias 
amiloidoge nica e na o-amiloidoge nica. Criada usando BioRender.com 
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1.3.2. A eliminação 

 

Na o so  um desequilí brio nas vias de processamento da APP leva 

ao acu mulo do peptí deo Aβ. Na verdade, a produça o de Aβ no ce rebro 

em ní veis sauda veis e  normal, e existem mecanismos que atuam na 

remoça o e processamento das espe cies formadas durante o seu 

processo de agregaça o, a fim de evitar o acu mulo de amiloides. Em um 

ce rebro sauda vel, a produça o e eliminaça o de Aβ esta o em equilí brio, 

com uma taxa de processamento de aproximadamente 8% por hora.27 

Portanto, corrigir alteraço es dos ní veis de Aβ e  essencial para 

garantia da sau de cerebral. Existem dois mecanismos principais quando 

se trata da depuraça o das espe cies amiloidoge nicas do Aβ, o escoamento 

de Aβ solu vel para a circulaça o perife rica e a degradaça o das formas 

solu veis e fibrilares pela aça o de enzimas.28 Para isso, existe uma rede 

funcional responsa vel pela eliminaça o de resí duos metabo licos do 

ce rebro, conhecida como sistema glinfa tico. O funcionamento do 

sistema glinfa tico ocorre por meio do fluxo de  fluido cerebroespinal ao 

longo dos vasos sanguí neos, processo mediado por astro citos. As 

substa ncias sa o enta o direcionadas ao sistema linfa tico mení ngeo e 

eliminadas pela circulaça o perife rica.29,30 Disfunço es nesses 

mecanismos favorecem o acu mulo de Aβ, contribuindo para a 

progressa o da DA.  

O efluxo de Aβ solu vel pode ocorrer atrave s da barreira 

hematoencefa lica (BHE) para o sangue perife rico, processo mediado 

pela proteí na 1 relacionada ao receptor de lipoproteí nas de baixa 

densidade (LRP1) e a remoça o em massa do fluido cerebroespinal 

(CSF)/fluido intersticial (ISF) para o sistema linfa tico.28,31 Esses 
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mecanismos podem ser alterados caso o peptí deo Aβ esteja ligado a 

proteí nas chaperonas como e  o caso da ApoE, envolvida na 

redistribuiça o de colesterol e fosfolipí deos no ce rebro.32 A ApoE e  a 

Apolipoproteí na envolvida no transporte de lipí deos, presente em 

lipoproteí nas como VLDL, IDL e HDL, desempenhando papel 

fundamental no metabolismo do colesterol e na homeostase lipí dica, 

principalmente no SNC. E  produzida nos astro citos e se une a  lipí deos 

atrave s do transportador de ATP A1 (ABCA1) para formar HDL e facilitar 

o transporte de lipí deos insolu veis.32,33  

A ApoE possui tre s isoformas codificadas pelos alelos ε2, ε3 e ε4, 

com variaço es nos aminoa cidos das posiço es 112 e 158,  modificando 

propriedades como efluxo de colesterol, formaça o de HDL e afinidade de 

ligaça o aos receptores.34 O alelo ε3 e  o mais comum em seres humanos 

e o alelo ε2 esta  associado a ní veis elevados de HDL e menor risco de 

doenças cardiovasculares. O alelo ε4, por sua vez, e  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 

ce rebro.35,36 Ale m disso, as ApoE podem atuar como chaperonas, 

ligando-se a  proteí nas mal dobradas ou agregadas, prevenindo a 

formaça o de depo sitos amiloides. O alelo ε4 e  menos eficiente que as 

outras isoformas na remoça o de Aβ do ce rebro.37  

 Quando falamos do processamento do Aβ, a microglia e  o conjunto 

de ce lulas especialistas na remoça o de espe cies to xicas do ce rebro. Sa o 

fago citos do sistema imunolo gico inato do SNC, essenciais para a 

captaça o e eliminaça o de espe cies amiloidoge nicas do peptí deo Aβ, 

desde mono meros e oligo meros ate  fibrilas.38 A deposiça o amiloide ativa 

a microglia, desencadeando uma se rie de eventos que visam minimizar 

os impactos do acu mulo de Aβ. Uma das principais estrate gias da 
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microglia para interferir na progressa o da agregaça o amiloide e  a 

formaça o de uma barreira fí sica ao redor dos depo sitos de Aβ.39 Essa 

barreira impede a nucleaça o secunda ria e a formaça o de novos 

oligo meros a partir de fibrilas existentes. Em outras palavras, as ce lulas 

da glia envolvem e compactam os depo sitos fibrilares, bloqueando a 

geraça o de novas espe cies to xicas.  

 Outra alternativa adotada pela microglia e  expressa o de proteases 

que ajudam na quebra de oligo meros e fibrilas, como e  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 e  a 

principal protease responsa vel pela degradaça o do Aβ, facilitando sua 

captaça o e eliminaça o. Essas proteases sa o enzimas dependentes de 

zinco ligados aos seus sí tios ativos, ao passo que í ons Zn(II) livres 

estabilizam o Aβ, impedindo sua degradaça o, ainda favorecerem a via 

amiloidoge nica.41,42  

 Para melhorar a captaça o de Aβ extracelular e seus fragmentos, a 

microglia expressa diversos receptores de superfí cie, receptores para 

produtos finais de glicaça o avançada (RAGE) e scavenger sa o 

exemplos.43 As respostas celulares da microglia esta o ilustrados na 

Figura 3. 
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FIGURA 3. Principais mecanismos de aça o da microglia frente a  deposiça o amiloide. 
Criada usando BioRender.com 

 

E  nota vel os esforços da microglia para controlar os ní veis de Aβ 

no ce rebro, para isso essas ce lulas geram uma resposta inflamato ria no 

ambiente, de modo a induzir ‘’um estado de alerta’’ e estimular os 

mecanismos celulares descritos acima. Entretanto, a superexposiça o aos 

agentes pro -inflamato rios gerados pela microglia acabam afetando a 

eliminaça o de Aβ por fagocitose e ainda aceleram a deposiça o 

amiloide.44  

 

1.3.3. A agregação 

 

As alteraço es na produça o e eliminaça o dos fragmentos do 

peptí deo Aβ levam ao seu acu mulo no meio extracelular, iniciando um 

processo de autoagregaça o. As espe cies monome ricas de Aβ, que sa o 

solu veis, se agregam formando oligo meros de diversos tamanhos. Esses 

oligo meros 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 

nucleaça o secunda ria domina a reaça o. Isto e , os agregados pre -

formados atuam como nu cleos de agregaça o, formando novas espe cies 

oligome ricas na superfí cie.46,47 Esse fato reflete no comportamento da 

curva de agregaça o sigmoidal do Aβ, caracterizada por uma longa fase 

de nucleaça o, seguida de um aumento exponencial durante a fase de 

alongamento, que dura ate  que se estabeleça um equilí brio entre 

agregados e mono meros,48 como ilustrado na Figura 4. 

 

FIGURA 4. Curva sigmoide para a formaça o de estruturas caracterí stica da 
agregaça o de peptí deo Aβ. Criada usando BioRender.com 

 

As fibrilas sa o estruturas altamente organizadas e 

termodinamicamente esta veis. Seu empilhamento e  mediado 

principalmente por ligaço es de hidroge nio, que estabilizam a 

conformaça o de folhas-β ao longo do eixo de crescimento, como mostra 

a Figura 5. Durante o processo de fibrilaça o, o contato entre o meio 

fisiolo gico (aquoso) e a porça o hidrofo bica do peptí deo Aβ aumenta, 
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especificamente entre os  aminoa cidos 17-21 (Leucina-Valina-

Fenilalanina-Fenilalanina-Alanina), tornando-as insolu veis.49 

 

FIGURA 5. Esquema representativo da formaça o de ligaço es de hidroge nio em 
estruturas folha-β Paralela e Antiparalela em fibrilas amiloides. Criada usando 
BioRender.com 

 

Embora as fibrilas sejam consideradas a fase final da agregaça o do 

Aβ e, portanto, associadas ao desenvolvimento da DA, estudos sugerem 

que a formaça o dessas estruturas na o esta  diretamente relacionada aos 

danos neurolo gicos observados em pacientes. Na verdade, evide ncias 

apontam que os oligo meros solu veis de Aβ sa o os principais 

responsa veis pela perda sina ptica e neuronal.50 

Estudos com indiví duos cognitivamente sauda veis mostraram que 

a carga de placas amiloides na o esta  diretamente relacionada ao 

comprometimento cognitivo, uma vez que esses indiví duos 

apresentavam uma carga significativa de placas no ce rebro, mas na o 
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demonstravam perda de memo ria ou atrofia cerebral.51,52 Ale m disso, 

observou-se que oligo meros solu veis de Aβ induziram de ficits 

cognitivos em modelos animais, mesmo na ause ncia de placas 

amiloides.50 Por outro lado, agregados maiores, como as placas, na o 

comprometeram a memo ria de camundongos Tg2576, que desenvolvem 

patologia de placas e de ficits comportamentais.50,53  

A partir dessas observaço es levantou-se a ‘’hipo tese do 

oligo mero’’, que versa sobre os danos citoto xicos das espe cies iniciais da 

agregaça o do Aβ.54 Segundo ela, os oligo meros possuem atuaça o 

semelhante a de neurotoxinas, abrindo poros na membrana celular. Isso 

afeta diretamente a cadeia de transporte de ele trons, desregulando a 

homeostase de í ons Ca2+ e levando a formaça o de radicais livres, 

responsa veis pelo aumento do estresse oxidativo nas ce lulas.54,55 Ainda 

se sugere que os oligo meros menores sa o responsa veis por ativar as vias 

pro -inflamato rias da microglia.56  

Os primeiros efeitos do processo de agregaça o do peptí deo Aβ 

podem preceder os principais sintomas clí nicos em ate  20 anos.57 Dado 

a preocupaça o em torno da formaça o das espe cies iniciais, e  essencial o 

desenvolvimento de novas te cnicas de detecça o e diagno stico precoce, 

ale m de te cnicas que possam intervir na fibrilaça o do Aβ.  

 

1.4. A proteína tau 

 

Para ale m do acu mulo e deposiça o do peptí deo Aβ, sa o observados 

em pessoas com DA a presença de emaranhados neurofibrilares (ENFs) 

intracelulares. Os ENFs sa o constituí dos da forma hiperfosforilada da 

proteí na tau (p-tau) e e  resultado do efeito ‘’cascata’’ sugerido pela 



 
 

 
14 

 

hipo tese amiloide.58 A proteí na tau e  expressa em todo o SNC, 

principalmente nos axo nios dos neuro nios, desempenhando papel 

crucial na estabilizaça o dos microtu bulos, na manutença o da forma e do 

transporte celular. Essa proteí na se encontra associada aos 

microtu bulos por uma seque ncia de aminoa cidos que permitem sua 

interaça o com a tubulina, proteí na formadora dos microtu bulos.59 

A fosforilaça o e desfosforilaça o da proteí na tau envolve a adiça o 

de grupos fosfato a  sua estrutura, processo realizado por quinasas como 

GSK-3β, CDK5 e Akt. Esse mecanismo e  crucial para controlar a interaça o 

da tau com os microtu bulos e garantir o funcionamento neuronal.60 Um 

desequilí brio nesse processo provoca a hiperfosforilaça o da proteí na 

tau, levando a  formaça o de aglomerados e prejudicando sua ligaça o com 

a tubulina, resultando em disfunço es das ce lulas nervosas e favorecendo 

o avanço de doenças neurodegenerativas, como e  o caso da DA.60,61 A 

Figura 6 compara a integridade dos microtu bulos em neuro nios 

sauda veis e afetados pelos emaranhados neurofibrilares da proteí na tau.  

 

FIGURA 6. Comparaça o entre os microtu bulos de um neuro nio sauda vel (verde) e 
um neuro nio afetado por emaranhados neurofibrilares da proteí na tau (marrom). 
Criada usando BioRender.com 
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Estudos te m mostrado uma relaça o significativa entre a toxicidade 

dos depo sitos fibrilares do peptí deo Aβ e a formaça o de emaranhados 

intracelulares de proteí na tau. Por exemplo, camundongos transge nicos, 

modelo de taupatia na o-Alzheimer (P301L), apresentaram uma 

produça o cinco vezes maior de ENFs quando receberam injeço es de Aβ 

sinte tico diretamente no ce rebro.62 Um estudo mais recente revelou que 

camundongos hí bridos PS19:PDAPP, que possuem as mutaço es 

humanas tauP301S e APPV717F, apresentaram uma deposiça o 

acelerada de ENFs em comparaça o com os camundongos que expressam 

apenas uma das mutaço es. No entanto, a formaça o de placas amiloides 

na o foi alterada.63 Juntos, esses estudos sugerem que a patologia tau na o 

e  apenas um epifeno meno da deposiça o amiloide, mas sim necessa ria 

para a toxicidade do Aβ in vivo.62,63  

 

1.5. Diagnósticos para a doença de Alzheimer 

 

Diagnosticar a DA em seus esta gios iniciais e  um dos grandes 

obsta culos enfrentados pela comunidade. Em geral, o diagno stico clí nico 

ocorre quando o paciente se encontra em esta gio avançado da doença e 

apresenta sintomas de deme ncia.  

Te cnicas atuais disponí veis para o diagno stico da DA baseiam-se 

em imageamento por tomografia por emissa o de po sitrons (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 radioiso topos 

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.64,65 

O Tauvid™ (18F-flortaucipir) tambe m se mostrou eficiente na detecça o 

dos ENFs da proteí na tau.66 Entretanto, nenhum deles detecta 

oligo meros solu veis.65  

 As te cnicas de CT e ressona ncia magne tica (MRI) sa o te cnicas de 

imageamento que podem avaliar o volume cerebral, danos a  mate ria 

branca do ce rebro  e alteraço es vasculares.67 Contudo, te cnicas de 

imageamento como PET, CT e MRI representam alto custo para o 

paciente, necessitam de equipamentos especializados e ainda assim na o 

possuem um alto cara ter  preditivo.  

Esse cena rio reforça a necessidade de te cnicas de detecça o 

precoce que sejam de fa cil acesso, baixo custo e sem efeitos secunda rios 

indesejados. Para isso, ha  um esforço da comunidade em estabelecer um 

painel de biomarcadores sanguí neos para a DA, que podem contribuir 

com um diagno stico nos primeiros esta gios da doença.    

 

1.6. Biomarcadores para a doença de Alzheimer 

 

A utilizaça o de um painel de biomarcadores sanguí neos para a 

doença e  fundamental devido a  complexidade e heterogeneidade dos 

mecanismos patolo gicos envolvidos na DA. A interaça o de processos 

como a deposiça o de Aβ, hiperfosforilaça o da tau, neuroinflamaça o e 

disfunça o sina ptica requer uma abordagem integrativa para capturar 

com maior precisa o as diferentes dimenso es da doença.  

Para isso, a utilizaça o de amostras de sangue tem se revelado uma 

proposta promissora, de fa cil acesso e baixo custo para o diagno stico da 

DA. Desde o desenvolvimento de te cnicas ultrassensí veis, pequenas 
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concentraço es de biomarcadores especí ficos para a DA podem ser 

detectadas em amostras de sangue.68 Estudos recentes demonstraram 

que o ce rebro e os linfo citos do sangue de pacientes com DA possuem 

diversas semelhanças, como a expressa o anormal da APP, aumento do 

estresse oxidativo, alteraça o nos ní veis de enzimas antioxidantes e altas 

taxas de apoptose.69  

Derivadas da te cnica de imunoabsorça o enzima tica (ELISA), 

te cnicas como SIMOA (single-molecule array), reduça o imunomagne tica 

(IMR) e imunoprecipitaça o acoplada a  espectroscopia de massas (IP-

MS) se mostraram sensí veis o suficiente para dar iní cio ao mapeamento 

de biomarcadores pelo sangue.70 

Dentre os biomarcadores mais estudados em amostras de sangue, 

destacam-se o peptí deo Aβ, as isoformas da proteí na tau 

hiperfosforilada, os neurofilamentos leves (NfL) e a proteí na a cida 

fibrilar glial (GFAP).71  

Aβ: Me todos de detecça o ultrassensí veis no plasma sanguí neo 

permitiram a detecça o de baixí ssimas concentraço es de Aβ40/42 em 

pessoas com DA quando comparados a indiví duos com declí nio 

cognitivo subjetivo. A raza o Aβ40/42 e  um bom biomarcador para o 

diagno stico clí nico de deme ncia, pois na o sofre influe ncias de fatores 

clí nicos ou pre -clí nicos.72 Pore m, a produça o perife rica e a depuraça o 

hepa tica de Aβ limitam a precisa o em amostras de sangue, afinal foram 

aferidas reduço es de 10-20% dos ní veis plasma ticos de Aβ em pessoas 

com DA, enquanto a reduça o no fluido cerebroespinal apresenta 

reduço es de 40-60%.73 

Proteína tau: Os ENFs sa o uma marca da DA juntamente com os 

agregados do peptí deo Aβ. A proteí na tau pode ser liberada no fluido 
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intersticial e fundir-se com o fluido cerebroespinal, sendo transportado 

para o plasma sanguí neo.71 Ainda que os ní veis totais de tau na o tenham 

valor diagno stico para declí nio cognitivo, outras isoformas da tau 

hiperfosforilada (p-tau) presentes no plasma tem se mostrado bons 

biomarcadores para diferenciar pessoas com DA de pessoas sem 

declí nio cognitivo.74  

A p-tau181 e  a isoforma mais estudada da proteí na tau 

hiperfosforilada, com evide ncias mostrando que ní veis elevados no 

plasma esta o associados ao declí nio cognitivo futuro em indiví duos 

cognitivamente intactos. A p-tau181 plasma tica tem mostrado maior 

precisa o do que a p-tau181 do lí quor na previsa o da progressa o da DA.75 

Estudos recentes indicam que a reatividade dos astro citos desempenha 

um papel crucial ao conectar o aumento de p-tau181 com Aβ em 

indiví duos, e as ana lises de Tau-PET mostraram um padra o de 

acumulaça o de tau relacionado a  DA.76  

A p-tau217 plasma tica e  um biomarcador promissor para detectar 

o declí nio cognitivo, com estudos mostrando que aumentos em seus 

ní veis esta o associados a  piora da cogniça o, atrofia cerebral e maior 

risco de conversa o para doença de Alzheimer. Assim como taxas 

aceleradas de declí nio cognitivo e alteraço es cerebrais.77 A p-tau217 na o 

mostrou ní veis elevados em pacientes com tauopatias na o-DA, 

sugerindo sua especificidade para DA, embora mais estudos sejam 

necessa rios para confirmar isso.77 Influenciada pela agregaça o do Aβ, a 

p-tau217 tem seus ní veis elevados no plasma sanguí neo antes mesmo 

da disseminaça o de ENFs. Este biomarcador tambe m mostrou o melhor 

desempenho em testes de variabilidade entre biomarcadores 

plasma ticos, e foi o melhor preditor de declí nio cognitivo em duas 

coortes pre -clí nicas de DA. A combinaça o de p-tau217 com outros 
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biomarcadores, como Aβ, NfL e GFAP, mostrou maior precisa o para 

diagnosticar DA em estudos.78 

NfL: Os neurofilamentos leves sa o proteí nas estruturais 

responsa veis, principalmente, pela manutença o da forma e integridade 

dos axo nios nos neuro nios. A presença dessas espe cies no sangue ou no 

lí quor esta  associada a  danos neuronais, caracterí stica de diversas 

doenças neurodegenerativas.79 Os NfLs sa o liberados quando os 

neuro nios sofrem lesa o ou degeneraça o, podendo ser utilizado como 

biomarcador para neurodegeneraça o na DA, mas tambe m em outras 

neuropatologias como Parkinson e Esclerose Mu ltipla.80 

GFAP: A proteí na a cida fibrilar glial (GFAP), encontrada nos 

astro citos, tem funça o estrutural e sua produça o aumenta em resposta a  

leso es, inflamaço es ou danos cerebrais, auxiliando no reparo das ce lulas 

da glia.81 No entanto, a ativaça o excessiva dos astro citos pode agravar 

processos degenerativos ao aumentar a neuroinflamaça o. Ní veis 

plasma ticos de GFAP sa o preditivos para o risco de neurodegeneraça o, 

estando elevados em pessoas com DA,82 e, quando combinados com 

fatores como idade, sexo e presença do alelo ApoE, conseguem distinguir 

indiví duos com placas amiloides daqueles sem placas com alta 

precisa o.83 A formaça o dos principais biomarcadores para a DA e seu 

escoamento atrave s da BHE esta o ilustrados na Figura 7. 
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FIGURA 7. Expressa o e escoamento de biomarcadores da doença de Alzheimer do 
ce rebro para a corrente sanguí nea. Criada usando BioRender.com 

 

1.7. Tratamentos para a doença de Alzheimer 

 

Atualmente, por possuir um diagno stico tardio, a intervença o na 

doença de Alzheimer e  feita atrave s de medicamentos que aliviam os 

sintomas, mas na o impedem a progressa o da doença. Ate  enta o, a DA na o 

tem cura. Os principais medicamentos visam combater os efeitos 

debilitantes que a DA impo e sobre a memo ria e a cogniça o, melhorando 

a qualidade de vida desses pacientes.   

Esses medicamentos foram inicialmente implementados com base 

nas hipo teses coline rgica e glutamine rgica. Ambas propo em que um 

desequilí brio no metabolismo desses neurotransmissores sa o os 

responsa veis pelo declí nio cognitivo em pessoas com DA.84  

A galantamina,85 a rivastigmina86 e o donepezil87 sa o tre s 

medicamentos que atuam como inibidores das enzimas 
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acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, responsa veis pela degradaça o 

da acetilcolina, um neurotransmissor ligado a  funço es como memo ria e 

cogniça o. Inibir a quebra desse neurotransmissor e  essencial para 

manter ní veis equilibrados e garantir alí vio do declí nio cognitivo. 

Entretanto, efeitos colaterais como na useas e problemas 

gastrointestinais levam ao abandono do tratamento.88  

Ja  a memantina, medicamento aprovado para uso em 2003, atua 

na via glutamine rgica, bloqueando a ativaça o dos canais io nicos N-metil-

d-aspartato (NMDA) de forma controlada, isso reduz a permeabilidade 

da Ca2+ e previne a liberaça o de indutores apopto ticos. No entanto, 

ensaios clí nicos com memantina no tratamento do Alzheimer moderado 

ao grave na o atingiram as expectativas.89 

Outra classe de medicamentos aprovados para o tratamento da DA 

sa o os anticorpos monoclonais, que atuam facilitando o processamento 

das espe cies amiloidoge nicas do peptí deo Aβ. O aducanumab 

(Aduhelm™, Biogen) foi o primeiro fa rmaco aprovado para a DA desde a 

memantina em 2003. No entanto, sua aprovaça o ocorreu apesar de 

resultados conflitantes em relaça o a  efica cia e segurança, ale m de um 

custo anual de US$ 56.000,00 por paciente, estabelecido pela Biogen.90  

Os anticorpos mais recentes sa o o donanemabe e o lecanemab, da 

classe imunoglobulina G1 (IgG1). O donanemabe esta  direcionado 

contra a forma truncada e modificada do Aβ insolu vel, atuando 

principalmente nos depo sitos fibrilares,91 enquanto o lecanemab e  

projetado para reconhecer as formas solu veis e to xicas do Aβ.92  Ambos 

buscam auxiliar na remoça o do excesso de placas e oligo meros solu veis 

por meio da fagocitose mediada pela microglia.  
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Apesar dos avanços, esses tratamentos te m limitaço es 

significativas. Sa o eficazes nas fases iniciais da doença e te m um efeito 

modesto na melhora dos sintomas, ale m de na o interromperem 

completamente a progressa o do declí nio cognitivo.93 Somado a isso, 

esta o associados a efeitos colaterais graves, como edema cerebral e 

micro-hemorragias, chamados de ARIA (anormalidades relacionadas ao 

amiloide detectadas em exames de imagem).94 O custo elevado desses 

medicamentos e a infraestrutura necessa ria para sua administraça o 

tambe m limitam o acesso, principalmente em paí ses de baixa e me dia 

renda. Isso reforça a urge ncia de mais pesquisas para desenvolver 

terapias acessí veis, eficazes e seguras. 

 

1.8. Complexos de Ru(II)  

 

Um agente terano stico e  uma mole cula capaz de fornecer 

simultaneamente informaço es diagno sticas e atividade terape utica, 

oferecendo uma abordagem integrada e eficiente no tratamento de 

diversas enfermidades. Essa combinaça o permite o avanço da medicina 

personalizada, com diagno stico precoce e possibilidade de ajustes finos 

em terapias com um ní vel de controle que as ferramentas atuais na o 

podem atingir.95  

No caso da doença de Alzheimer, os depo sitos de peptí deo Aβ sa o 

uma marca patolo gica, mas tambe m sa o considerados um alvo 

terape utico. Detectar precocemente as espe cies iniciais de agregaça o de 

Aβ e  essencial para aumentar a efica cia terape utica, ja  que os fa rmacos 

atuais geralmente sa o administrados em esta gios avançados da 

doença.96 Nesse cena rio, complexos meta licos te m ganhado destaque 
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como plataformas terano sticas, devido a  sua capacidade de se ligar 

seletivamente a  biomole culas, alterar sua resposta emissiva na presença 

de alvos biolo gicos e modular processos patolo gicos como a agregaça o 

proteica, o estresse oxidativo e o desequilí brio da homeostase 

meta lica.97–99 

Entre os metais de transiça o estudados, os complexos de Ru(II) 

surgem como candidatos promissores para aplicaço es terano sticas em 

doenças neurodegenerativas. Sendo um metal de transiça o do segundo 

perí odo, denso e pesado, o a tomo de Rute nio apresenta forte 

acoplamento spin-o rbita (J = ∑ L,S), resultado da interaça o entre o 

movimento angular dos ele trons (mS) e o movimento angular orbital 

(mL), favorecendo a conversa o entre estados excitados com diferentes 

multiplicidades de spin.100 Isso e  fundamental para a geraça o de 

espe cies excitadas com longo tempo de vida, u teis tanto para processos 

terape uticos quanto para te cnicas de imagem. Os complexos 

polipiridí nicos de Ru(II) exibem emissa o na regia o do infravermelho 

pro ximo, evitando interfere ncia com a emissa o e absorça o de 

biomole culas endo genas, melhorando significativamente a resoluça o e 

profundidade na aquisiça o de imagens biolo gicas.101 Ale m disso, 

possuem elevada estabilidade te rmica e fotoquí mica, podendo ter suas 

propriedades ajustadas pela modificaça o dos ligantes coordenados ao 

centro meta lico. 

Outro ponto relevante e  a presença de um par redox Ru(II)/Ru(III) 

altamente esta vel, que permite a participaça o desses complexos em 

processos redox fisiolo gicos sem perda estrutural. Dessa forma, os 

complexos de Ru(II) se configuram como plataformas multifuncionais 

ideais para aplicaço es terano sticas, unindo diagno stico sensí vel, 

imagem de alta resoluça o e aça o terape utica dirigida, com grande 
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potencial para o tratamento e monitoramento da Doença de Alzheimer 

e outras condiço es neurodegenerativas. 

Os complexos polipiridí nicos de Ru(II), foco deste trabalho, sa o 

amplamente utilizados como sondas luminescentes. Um exemplo e  o 

[Ru(bpy)2dppz]2+ (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 agregaça o do Aβ.102 Ale m disso, esses complexos 

tambe m atuam como inibidores de agregaça o, como no caso do fac-

[Ru(CO)3Cl2(N1-thz)], que forma um intermedia rio esta vel Aβ-Ru, 

bloqueando a autoagregaça o do Aβ apo s coordenar-se a resí duos de 

histidina.103 

Esses compostos te m aplicaço es em diversas a reas, desde a 

conversa o de energia solar ate  intercaladores de DNA. Complexos 

polipiridí nicos de Ru(II) podem ser fotoativados, para dissociaça o 

controlada de ligantes la beis ou para geraça o de EROs.104 Por exemplo, a 

fotoativaça o do complexo [Ru(bpy)3]2+ leva a  desfragmentaça o de 

agregados esta veis do peptí deo Aβ, gerando fragmentos menores e 

menos to xicos.105     

Ja  o complexo [Ru(bxbg)]2+ demonstrou valores de inibiça o da 

acetilcolinesterase em taxas semelhantes aos fa rmacos aprovados pela 

FDA.106 E o complexo [Ru(phen)2(3,4Apy)]2+ mostrou efeito 

antioxidante, ale m de proteger ce lulas PC12 contra os danos citoto xicos 

do Aβ,107 mostrando a versatilidade dos complexos de rute nio.  

 As pesquisas utilizando complexos de rute nio tem ganhado 

interesse nas u ltimas de cadas, devido a sua baixa toxicidade, liberaça o 

controlada de fa rmacos, diferentes mecanismos de ativaça o, alta 

atividade biolo gica e possuem estrutura facilmente modifica vel, 
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permitindo a investigaça o especifica sobre os mecanismos de 

progressa o da DA.108,109 A Figura 8 resume os possí veis usos de 

complexos de Rute nio em diferentes abordagens para doenças 

neurodegenerativas.  

 

 

FIGURA 8. Usos possí veis dos complexos de Rute nio em diversas vertentes para 
tratamento e diagno stico da doença de Alzheimer. Criada usando BioRender.com 

 

1.9. Os ligantes 3,4Apy e pNDIp 
 

Este trabalho propo e a aplicaça o dos complexos   cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)]2+ (RuApy) e cis-[Ru(phen)₂(pNDIp)](PF6)2 

(RuNDI) como moduladores no processo de agregaça o do peptí deo Aβ. 
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O ligante 3,4-diaminopiridina (3,4Apy) e  um bloqueador de canais de 

pota ssio, utilizada principalmente no tratamento da sí ndrome de 

Lambert-Eaton, onde promove a liberaça o aumentada de acetilcolina 

nas terminaço es nervosas e melhora a transmissa o neuromuscular.110,111 

No entanto, seu uso pode levar a efeitos adversos relacionados a  

hiperexcitabilidade do sistema nervoso, como convulso es, tremores, 

inso nia e ansiedade, especialmente em doses elevadas.112 Nesse 

contexto, o uso de complexos de rute nio como plataformas para 

liberaça o controlada de 3,4Apy representa uma estrate gia promissora 

ao permitir a ativaça o seletiva do fa rmaco por estí mulos especí ficos, 

como luz ou variaço es do microambiente celular.113  

 Ja  o ligante pNDIp envolve a adiça o de duas unidades de 

fenantrolina a  estrutura central da naftaleno diimida (NDI), 

constituindo um sistema molecular plano e altamente conjugado, com 

propriedades eletro nicas e fotofí sicas semelhantes a s do corante ANS 

(1-anilino-8-naftalenossulfonato).114,115 Espera-se que assim como o 

ANS, o pNDIp apresente afinidade por regio es hidrofo bicas expostas em 

proteí nas agregadas. Essa prefere ncia pelo ambiente hidrofo bico das 

proteí nas permite que o ligante se insira em domí nios especí ficos do Aβ 

durante sua conversa o de formas solu veis para agregados to xicos, 

servindo tanto como marcador fluorescente quanto como possí vel 

modulador da agregaça o.115,116 Quando coordenado a centros meta licos 

como o rute nio, o sistema pNDIp pode ainda incorporar funcionalidade 

fotoativa, oferecendo uma alternativa para o desenvolvimento de sondas 

e agentes terape uticos direcionados a  detecça o precoce e ao controle da 

formaça o de placas amiloides na doença de Alzheimer. 
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1.10. Hipótese 

 

O estudo de complexos de Ru(II) tem ganhado destaque por sua 

versatilidade e surgem como candidatos para o desenvolvimento de 

novas estrate gias terape uticas para a doença de Alzheimer. Os depo sitos 

amiloides sa o uma marca patolo gica da DA, mas tambe m sa o 

considerados alvos terape uticos, afinal sa o os responsa veis por 

desencadear diversos desequilí brios no ambiente cerebral. 

Portanto, a hipo tese do presente trabalho e  de que os complexos 

cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)]2+ e cis-[Ru(phen)₂(pNDIp)](PF6)2 sejam 

capazes de interagir com o peptí deo Aβ, modulando seu processo de 

agregaça o e, consequentemente, contribuindo para a inibiça o da 

formaça o ou para a desestabilizaça o de depo sitos fibrilares associados 

a  patologia da doença de Alzheimer. Considerando a versatilidade 

estrutural e eletro nica desses complexos, bem como sua capacidade 

reconhecida de interagir com biomole culas, acredita-se que eles possam 

atuar em diferentes etapas da agregaça o do Aβ, seja por meio de ligaço es 

especí ficas, interfere ncia este rica ou alteraça o do microambiente 

quí mico. Dessa forma, a sí ntese e caracterizaça o desses compostos visa 

avaliar seu potencial como agentes moduladores da agregaça o amiloide, 

contribuindo para o desenvolvimento de novas estrate gias terape uticas 

para a doença de Alzheimer. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

2.  
O complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)2]2+ como 

agente modulador na agregação 

cruzada entre o peptídeo Aβ  e 

insulina humana  
 

 

 

 

‘’O otimista é um tolo. O pessimista, um chato. 

Bom mesmo é ser um realista esperançoso.’’ 

-Ariano Suassuna  
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2.1. Contextualização 

2.1.1. Doenças Amiloides 
 

O acu mulo de proteí nas mal dobradas na o e  uma caracterí stica 

exclusiva da doença de Alzheimer. Diversas outras condiço es esta o 

associadas a  formaça o de agregados insolu veis ricos em folhas-β,117 

incluindo doenças neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e 

esclerose lateral amiotro fica, ale m de condiço es na o relacionadas ao 

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

 Pesquisas recentes observaram a deposiça o de va rias proteí nas 

amiloides no mesmo tecido ou o rga o, sugerindo uma conexa o entre 

diversas doenças.119 A presença de uma ou mais dessas condiço es em 

um indiví duo esta  associada a quadros mais graves e de progressa o 

acelerada. Ale m disso, indiví duos diagnosticados com uma doença 

amiloide possuem maior suscetibilidade de desenvolver outra.120  

 A agregaça o cruzada ou heteroge nea de proteí nas amiloides pode 

representar uma via importante para a compreensa o dos impactos 

causados pelas doenças amiloides, embora os mecanismos exatos por 

tra s desses processos ainda na o sejam totalmente conhecidos. 

 

2.1.2. Diabetes e Insulina 
 

A Diabetes, assim com a DA, esta  relacionada com a formaça o de 

fibrilas amiloides. O Polipeptí deo Amiloide das Ilhotas Humanas 

(hIAPP) e  secretado com junto com a insulina, entretanto a hIAPP tende 
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a formar agregados insolu veis responsa veis pela disfunça o e morte das 

ce lulas β-pancrea ticas. 121 

Segundo a OMS, a Diabetes Mellitus (DM) e  uma doença 

metabo lica cro nica, heredita ria ou adquirida, que afeta a produça o ou a 

efica cia da insulina, elevando os ní veis de glicose no sangue. Estima-se 

que, ate  2045, 700 milho es de pessoas sera o afetadas pela DM, que e  

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 esta gios iniciais, e  marcada pela resiste ncia a  

insulina, levando a  hiperestimulaça o das ce lulas β-pancrea ticas, 

iniciando um estado pre -diabe tico. Com o tempo, a exausta o dessas 

ce lulas resulta no desenvolvimento da DT2.123 

A insulina e  um hormo nio peptí dico que, juntamente com seu 

receptor, regula os ní veis de glicose no sangue. Por isso e  essencial e 

indispensa vel no tratamento da Diabetes. 

 

2.1.3. A doença de Alzheimer e a Diabetes Tipo II 
 

Va rios estudos relacionam a DT2 ao comprometimento cognitivo 

e a  DA. A ana lise post-mortem de ce rebros diabe ticos mostrou diversos 

danos estruturais aos tecidos, atribuí dos a neuroinflamaça o, 

neurodegeneraça o e disfunça o cognitiva progressiva.124  

Pessoas acometidas com DT2 possuem maior chance de 

desenvolver deme ncia e doença de Alzheimer. Diversos aspectos 

parecem estar envolvidos nessa relaça o, como leso es vasculares, 
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neuroinflamaça o, aumento no estresse oxidativo, resiste ncia e 

degradaça o da insulina.125  

Estes estudos, somados a investigaço es em ní vel molecular e 

clí nico, indicam uma relaça o direta entre a DA e a DT2. Por exemplo: (1) 

Receptores de insulina esta o presentes em grandes quantidades no SNC, 

desempenhando papel fundamental na memo ria e aprendizagem, 

principalmente no co rtex e no hipocampo, que sa o os maiores 

consumidores de glicose do corpo humano;126 (2) Oligo meros do 

peptí deo Aβ promovem resiste ncia a  insulina, pois causam danos 

delete rios aos receptores dos neuro nios, prejudicando o metabolismo 

de glicose;127 (3) Os danos neurovasculares causados pela deficie ncia de 

insulina levam ao mau processamento do peptí deo Aβ no organismo e 

consequentemente a  sua agregaça o;127 (4) A presença de doenças 

metabo licas aumenta a produça o do Aβ;128 (5) Ma  sinalizaça o da 

insulina leva a hiperfosforilaça o da tau;129 (6) Aumento nos ní veis de 

Aβ42 no CSF em pessoas com altas taxas de insulina no sangue;130 (7) 

Drogas antidiabe ticas mostraram cara ter protetivo para danos 

neurolo gicos em camundongos que expressam uma ou ambas as 

doenças.131 

 

2.1.4. Agregação cruzada entre o peptídeo Aβ  e 

insulina humana  
 

A agregaça o cruzada tem sido alvo de estudos nos u ltimos anos 

devido a s semelhanças e relaço es que essas proteí nas apresentam entre 

si. Ale m dos aspectos estruturais, busca-se compreender os mecanismos 

de formaça o de fibrilas, uma vez que a agregaça o cruzada parece ocorrer 
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por meio do mecanismo de nucleaça o secunda ria, no qual o processo de 

formaça o de fibrilas de uma proteí na influencia diretamente a agregaça o 

de outra.132 A Figura 10 elucida, de forma simples, o mecanismo de 

agregaça o homoge nea e cruzada para proteí nas amiloides.  

O entendimento dessas interaço es tambe m pode fornecer 

informaço es sobre a presença de uma ou mais proteí nas em depo sitos 

amiloides e qual a relaça o desses agregados com o aumento do risco de 

desenvolvimento de outras doenças metabo licas.133  

 A insulina, foco deste capí tulo, desempenha um papel importante 

no ce rebro. Estudos mostram que ela tem um efeito protetor sobre as 

sinapses, ajudando a combater a toxicidade do peptí deo Aβ, ale m de 

melhorar o desempenho cognitivo.134 No entanto, tambe m ha  evide ncias 

que sugerem que o tratamento com insulina em pessoas com DT2 pode 

aumentar o risco de desenvolver Alzheimer.135,136 

A ní vel molecular, estudos demonstraram que a insulina e o 

peptí deo Aβ regulam mutuamente sua produça o, funça o e 

degradaça o.137 Ale m disso, os agregados de Aβ promovem a fibrilaça o da 

insulina, embora esses agregados tenham se mostrado menos to xicos do 

que os oligo meros de Aβ.138  

 Dado a necessidade de entendimento do processo de interaça o 

entre diferentes proteí nas amiloidoge nicas, propo e-se o uso do 

complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)](PF6)2 como modulador no processo 

de agregaça o heteroge nea entre o peptí deo Aβ e insulina humana. O 

complexo RuApy consegue identificar espe cies amiloides do peptí deo 

Aβ1-40 e fragmentos Aβ1-28, Aβ29-40, Aβ11-22. E ainda e  capaz de prejudicar 

o processo de fibrilaça o, protegendo ce lulas PC12.139,140 
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2.2. Objetivos do capítulo 
 

• Sintetizar e caracterizar o complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)](PF6)2 utilizando te cnicas de espectroscopia 

de RMN (1H) e espectroscopia de massas com ionizaça o por 

eletrospray (ESI-MS); 

• Caracterizar o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4Apy)](PF6)2 por 

te cnicas espectrosco picas de absorça o eletro nica na regia o UV-Vis 

e luminesce ncia no estado estaciona rio; 

• Investigar as influe ncias do complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)](PF6)2 na agregaça o heteroge nea do 

peptí deo Aβ42 in vitro na presença de insulina humana, utilizando 

te cnicas de luminesce ncia no estado estaciona rio, dicroí smo 

circular, microscopia de força ato mica (AFM) e microscopia de 

fluoresce ncia resolvida no tempo (FLIM); 

• Avaliar a toxicidade das espe cies formadas na agregaça o 

homoge nea e heteroge nea em ce lulas de neuroblastoma SH-SY5Y. 

 

2.3. Materiais e métodos 

2.3.1. Reagentes 
 

Sa o de procede ncia Sigma-Aldrich todos os reagentes utilizados 

para a sí ntese dos complexos de Ru(II) – RuCl3.H2O; 1,10-fenantrolina 

(phen); Cloreto de Lí tio (LiCl); 3,4-diaminopiridina (3,4Apy) e 

hexafluorofosfato de amo nio (NH4PF6). Sa o de procede ncia Synth 

todos os sais envolvidos na preparaça o do tampa o fosfato salino (PBS) 

- Fosfato de pota ssio monoba sico (KH2PO4); Fosfato de pota ssio 
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biba sico (K2HPO4); Cloreto de so dio (NaCl) e Cloreto de pota ssio (KCl). 

Os solventes orga nicos possuem grau de pureza HPLC e as soluço es 

aquosas deste trabalho foram feitas utilizando a gua MilliQ.   

 

2.3.2. Síntese do complexo cis-[Ru(phen)2Cl2] 
 

O complexo precursor Ru(phen)₂Cl₂ foi sintetizado em 15 mL de 

DMF previamente destilado e desaerado. Para a sí ntese, os seguintes 

reagentes foram adicionados na seguinte ordem:  

(1) 200 mg de RuCl₃·H₂O (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 reaça o foi conduzida sob refluxo e agitaça o constante por 8 

horas, em atmosfera de N₂ e ause ncia de luz. Apo s esse perí odo, o 

produto da reaça o foi filtrado em funil de sí lica. O so lido preto obtido foi 

lavado com a gua gelada ate  que a a gua de lavagem ficasse incolor, 

seguido de lavagem com acetona gelada e secagem a  va cuo. O 

rendimento me dio da sí ntese foi de 60%. 

 

2.3.3. Síntese do complexo cis-

[Ru(phen)2(3,4Apy)2] 
 

A sí ntese do complexo cis-[Ru(phen)₂(3,4Apy)₂] foi realizada 

conforme a literatura e o protocolo do grupo (Figura 9).141 Para isso, em 

uma mistura de 12 mL de etanol/a gua (1:1) previamente desaerado, 

foram adicionados:  
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(1) 150 mg (0,284 mmol) do precursor cis-[Ru(phen)₂Cl₂] e  

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

 

A reaça o foi conduzida sob refluxo e agitaça o constante por 8 

horas, em atmosfera de N₂ e na ause ncia de luz. Apo s esse perí odo, a 

reaça o foi filtrada a va cuo, ainda quente, para remover qualquer so lido 

do meio reacional. Ao filtrado, foram adicionados 92 mg (0,564 mmol) 

de hexafluorofosfato de amo nio (NH₄PF₆), e a mistura foi deixada em 

repouso sob refrigeraça o durante a noite para permitir a precipitaça o. O 

produto foi filtrado a va cuo e lavado com a gua gelada. O so lido vermelho 

escuro foi seco a va cuo e o rendimento me dio da sí ntese foi de 60% 

 

2.3.4. Espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear 
 

Os espectros de RMN de 1H foram obtidos no espectro metro 

BRUKER DXR 400 MHz do Departamento de Quí mica da Universidade 

Federal de Sa o Carlos. Para isso, solubilizou-se 3 mg do produto obtido 

no item 2.3.3. em 600 µL de DMSO-d6. 

 

FIGURA 9. Esquema de rota sinte tica para obtença o do complexo RuApy. 



 
 

 
36 

 

2.3.5. Espectroscopia de Absorção no UV-visível 
 

Os espectros de absorça o eletro nica na regia o do UV-vis foram 

obtidos atrave s de um espectrofoto metro Agilent 8453A. Para tal, foram 

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

 

2.3.6. Espectroscopia de Luminescência no 

Estado Estacionário 
 

Os espectros de emissa o foram obtidos no espectrofluorí metro 

Shimadzu RF-5301PC com la mpada de xeno nio de alta pressa o (150 W) 

e fotomultiplicadora do tipo R928. Para os experimentos de 

caracterizaça o do complexo foram utilizadas celas de quartzo de quatro 

lados de caminho o tico 10 mm e volume 3.5 mL. Para os ensaios in vitro 

com o peptí deo βA e Insulina humana, foram utilizadas celas de quartzo 

de caminho o tico 10 mm x 4 mm e volume de 700 µL. 

 

2.3.7. Preparo do Peptídeo Aβ42 

 

Aβ1-42 (10017-1, GenScript, Piscataway, NJ, EUA) foi preparado de 

acordo com protocolo previamente descrito.142 1 mg do peptí deo 

liofilizado foi dissolvido em 150 µL de HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-

propanol) e sonicado por 10 minutos a  baixa temperatura. Alí quotas de 

10 µL foram transferidas para vials de vidro e o solvente foi removido 

por evaporaça o com um fluxo suave de N2. Em seguida, os filmes obtidos 

foram secos a va cuo e armazenados a -20ºC.  
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Os filmes de Aβ foram ressuspendidos em PBS (133 mM NaCl, pH 

7,4) para obter uma soluça o de 20 µM. A concentraça o foi confirmada 

por absorça o em um NanoDrop (MM = 4,51 kDa, ε280 nm = 1,49).  

 

2.3.8. Preparo da Insulina Humana 
 

10 mg de insulina humana (I2643, Sigma Aldrich) foram 

dissolvidas em 1 mL de soluça o de HCl (100 mM NaCl, pH 2,0) e 

armazenada a -20 ºC. O estoque de insulina foi diluí do para 20 µM em 

PBS (133 mM NaCl, pH 7,4). A concentraça o foi confirmada por absorça o 

(ɛ278= 6080 mol-1.L.cm-1). 

 

2.3.9. Protocolo de Agregação 
 

As agregaço es homoge nea e heteroge nea foram realizadas 

incubando Aβ (20 µM), Insulina (20 µM), Aβ/Insulina (1:1) e 

Aβ/Insulina/RuApy (1:1:1) em tampa o PBS, pH 7,4 a  37 ºC por 24 horas. 

 

2.3.10. Ensaio de Fluorescência com Tioflavina-T 
 

A Tioflavina-T (ThT) (Sigma Aldrich) foi dissolvida em tampa o 

PBS. Para medir a fluoresce ncia de ThT, a concentraça o foi ajustada para 

20 µM na presença de Aβ1-42 a uma temperatura de 37°C por 480 

minutos. A fluoresce ncia de ThT foi medida usando um 

espectrofluorí metro (Shimadzu RF-5301 PC) com um filtro de excitaça o 

de 440 nm. Os espectros de emissa o foram registrados em uma faixa de 

460 - 700 nm. 
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2.3.11. Ensaio de Fluorescência Intrínseca  
 

A emissa o intrí nseca do aminoa cido tirosina (Tyr), presente na 

estrutura do βA e da insulina, foi medida em um espectrofluorí metro 

(Shimadzu RF-5301 PC) colocando 400 µL de cada amostra em uma cela 

de 10x7 mm e com a excitaça o da amostra a 270 nm. Os espectros de 

emissa o foram registrados em uma faixa de 285 - 500 nm. 

 

2.3.12. Dicroísmo Circular  
 

Os espectros de dicroí smo circular foram obtidos junto ao Grupo 

de Biofí sica Molecular ‘’Se rgio Mascarenhas’’ do Departamento de Fí sica 

da Universidade de Sa o Paulo – Sa o Carlos, em colaboraça o com a Prof.ª 

Dr.ª Ana Paula Ulian de Arau jo. 

Para monitorar as estruturas secunda rias formadas na agregaça o 

homoge nea e heteroge nea de Aβ/Insulina (20 µM) utilizou-se um 

espectropolarí metro Jasco-815. Para isso, 200 µL das soluço es de 

mono meros e fibrilas rece m preparadas foram colocadas em uma cela 

de quartzo despolarizado de caminho o tico 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 acu mulos.  

 

2.3.13. Microscopia de Força Atômica (AFM) 
 

A morfologia das estruturas formadas na agregaça o homoge nea 

de Aβ (20 µM) e na agregaça o cruzada entre Aβ/Insulina (1:1) e 

Aβ/Insulina/RuApy (1:1:1) foi monitorada utilizando um sistema AFM 

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

(CNPEM; proposta 20221197).  

Para isso, 10 µL de soluço es rece m preparadas das proteí nas (0h 

e 24h de incubaça o a  37 ºC) foram colocados em um substrato de mica 

recentemente desfolhado para aderir por 15 minutos. As amostras 

foram lavadas tre s vezes com a gua deionizada, para remover o excesso 

de sal do tampa o e proteí nas fracamente ligadas. Em seguida, as folhas 

de mica foram secas por 2 horas com um fluxo suave de N₂. As imagens 

foram adquiridas com resoluça o de 512x512 pixels a 1 Hz, com 

varreduras de 5x5 µm, 2x2 µm e 1x1 µm em diferentes regio es, e os 

dados foram processados com o software Gwiddion. 

 

2.3.14. Microscopia de Imagem por Tempo de Vida 

de Fluorescência (FLIM) 
 

As imagens de FLIM foram obtidas utilizando um MicroTime 200 

(PicoQuant) acoplado a um microsco pio invertido Olympus IX71 no 

Laborato rio de Fotobiofí sica da USP – Ribeira o Preto. As imagens foram 

coletadas com um pulso de laser picosegundo a 440 nm. Para as ana lises, 

20 µL de cada amostra foram aplicados em uma la mina de vidro de 20 

mm x 20 mm (Knittel Glass, Alemanha). A emissa o de fluoresce ncia foi 

capturada com um objetivo de imersa o em a gua de 60x, utilizando um 

filtro dicro ico para bloquear a dispersa o da luz. A coleta foi feita por um 

u nico fotodiodo de avalanche (SPAD), empregando o me todo de 

contagem de fo tons u nicos 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 

resoluça o de 512x512 pixels. 
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2.3.15. Viabilidade Celular  
 

O ensaio de MTT para as ce lulas SH-SY5Y foi realizado no 

Laborato rio de Biologia do Envelhecimento (LABEN-UFSCar) em 

colaboraça o com a Prof.ª Dr.ª Ma rcia Regina Cominetti. As ce lulas 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 so dio, 10% 

de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA) em um 

incubador umidificado com atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC, em frasco 

especí fico para cultura celular, ate  atingirem 80% de conflue ncia. Apo s 

esse tempo, 2 mL de tripsina 10% foram adicionados ao frasco e as 

ce lulas 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 

poços a 3x10⁴ ce lulas/poço e deixado aderir por 24 horas em 

incubadora a 37 ºC. Em seguida, as ce lulas foram tratadas com soluço es 

de βA1-42 (20 µM), Insulina (20 µM), Aβ/Insulina (1:1:1), Aβ/RuApy 

(1:1), Insulina/RuApy (1:1), Aβ/Insulina/RuApy (1:1:1) e retornaram 

ao incubador por 24 e 48 horas. A viabilidade celular foi avaliada 

colocando 100 µL de MTT (0,75 mg/mL) para metabolizar a 37 ºC. Apo s 

3 horas, a soluça o foi removida e 100 µL de DMSO foram adicionados a  

temperatura ambiente ate  completa lise celular. A absorba ncia do 

formazan foi medida em um leitor de microplaca (Thermo Plate TP-

READER) a 540 nm. As ce lulas via veis foram calculadas pela seguinte 

equaça o: 

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

2.4.1. Ressonância Magnética Nuclear 

 

A sí ntese e caracterizaça o do complexo RuApy ja  e  bem 

estabelecida na literatura. A espectroscopia de RMN foi utilizada para 

confirmar a obtença o do complexo. A Figura 10 mostra o complexo 

RuApy e destaca os hidroge nios em sua estrutura.  

 

 

A Figura 11 mostra o espectro de RMN de 1H obtido para o 

complexo RuApy em DMSO-d6.  

 

FIGURA 10. Atribuiça o dos hidroge nios presentes na estrutura do complexo RuApy 

FIGURA 11. Espectro de RMN de 1H para a regia o desblindada do complexo RuApy 
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Os sinais caracterí sticos das diaminopiridinas aparecem na regia o 

entre δ 4.50 – 7.50 ppm e os sinais das fenantrolinas coordenadas ao 

metal aparecem entre δ 7.5 – 9.5 ppm. As atribuiço es para cada 

hidroge nio, deslocamento quí mico (ppm), multiplicidade, constante de 

acoplamento (Hz) e a integraça o dos sinais de RMN esta o dispostos na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Atribuiço es dos espectros de RMN de 1H obtidos para o complexo RuApy 
em DMSO-d6. Os respectivos hidroge nios esta o apresentados em deslocamento 
quí mico (ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de 
hidroge nios. 

 Nº 1H 

3
,4

A
p

y
 

1, 1’ 7.31; d (6.1); 2 

2, 2’ 6.24; d (6.1); 2 

3, 3’ 5.86; s; 4 

4, 4’ 4.67; s; 4 

5, 5’ 7.47; s; 2 

p
h

e
n

 

1, 1’ 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. Absorção Eletrônica e Luminescência no 

Estado Estacionário 
 

O espectro de absorça o eletro nica na regia o do UV-visí vel obtido 

para o complexo RuApy em PBS (10 mM, NaCl 137 mM, pH 7.4) esta  

disposto na Figura 12. E  possí vel observar duas bandas caracterí sticas 

dos complexos polipiridí nicos de Ru(II). A primeira banda com ma ximo 

em 265 nm (ε= 68.000 L.mol-1.cm-1) refere-se a  transiça o de 

transfere ncia de carga interna, 𝜋 → 𝜋*, das fenantrolinas (ILCT). A 

segunda banda observada entre o intervalo 350 – 600 nm, com ma ximos 

em 450 nm (ε= 9.300 L.mol-1.cm-1) e 480 nm (ε= 9.100 L.mol-1.cm-1), 

refere-se a  transiça o de transfere ncia de carga do metal para o ligante 

(MLCT) de natureza d𝜋,Ru(II) → 𝜋*,phen/Apy. 

 

FIGURA 12. Espectro de absorça o eletro nica do complexo RuApy (30 µm) em PBS. 

  

O espectro de emissa o do complexo RuApy (Figura 13A) apresenta 

uma banda larga entre 550–850 nm vinda da desativaça o do estado 

excitado 3MLCT. O deslocamento de Stokes, que e  a diferença entre os 
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estados energe ticos de emissa o e excitaça o do fluoro foro, para o  

complexo esta  em torno de 6100 cm-1 (Figura 13B)  

Quanto maior for a separaça o dos estados energe ticos, menor sera  

a sobreposiça o dos ní veis vibracionais, reduzindo os processos de 

reabsorça o de energia. Essa caracterí stica, aliada ao fato de que o 

complexo RuApy apresenta um ma ximo de emissa o em 650 nm, 

possibilita seu uso como sonda luminescente, uma vez que evita 

processos competitivos com biomole culas que absorvem na regia o do 

ultravioleta e emitem luz entre 250 e 450 nm.  

 

FIGURA 13. Espectros de (A) emissa o e (B) de deslocamento de Stokes entre a 
emissa o (azul) e excitaça o (preto) obtidos para o complexo RuApy. 

 

2.4.3. Agregação Homogênea do Peptídeo Aβ42 

2.4.3.1. Ensaio de Fluorescência com 

Tioflavina-T (ThT) 
 

A curva de agregaça o para o peptí deo Aβ (20 µmol.L-1) foi obtida 

pelo aumento na resposta luminescente da ThT (1:1) com ma ximo em 

480 nm. Os espectros apresentados na Figura 14A mostram a presença 

de agregados pre -formados em soluça o, atingindo a fase de saturaça o 

apo s 3 horas de incubaça o a  37 ºC (Figura 14B). A ause ncia da fase de 
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late ncia no ensaio de ThT e  devido a  alta concentraça o de Aβ, o que leva 

a um mecanismo de agregaça o mais ra pido.  

 

 

FIGURA 14. Espectros de emissa o obtidos para a cine tica de agregaça o do peptí deo 
Aβ (20 µmol.L-1) utilizando ThT (1:1) como marcador amiloide (A) e a progressa o 
da resposta emissiva da ThT ao longo do tempo (B). 

 

2.4.3.2. Ensaio de Luminescência Intrínseca  

 

A  medida que a autoagregaça o do peptí deo Aβ42 inicia, a emissa o 

da tirosina (Tyr10) em 300 nm (atribuí da ao grupo feno lico Tyr-OH) 

diminui com um aumento concomitante de uma intensa banda de 

emissa o em 340 nm, atribuí da ao í on tirosinato (Tyr-O¯). E  estabelecido 

que Tyr-O¯ e  formado pela interaça o de TyrOH com a tomos de oxige nio 

do tampa o fosfato, pore m em concentraço es acima de 1 mol.L-1,143 e/ou 

com um grupo receptor de pro ton de uma cadeia lateral de aminoa cido 

por ligaça o de hidroge nio.  

Estudos utilizando pequenos peptí deos contendo apenas 

tirosinas e nenhum triptofano, sugerem que a emissa o do í on tirosinato 

seja resultante de uma transfere ncia intramolecular de pro ton no estado 

excitado entre o grupo feno lico Tyr-OH e grupos carboxilatos -COO¯ de 

aminoa cidos como glutamato e aspartato.144 O peptí deo Aβ possui tre s 
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resí duos de glutamato (Glu1, Glu7 e Glu23) e tre s resí duos de aspartato 

(Asp3, Asp11 e Asp23), todos entre o nu cleo hidrofo bico e o N-terminal.  

Uma emissa o ampla e fraca (450 nm), caracterí stica das 

estruturas folha-β ricas em ligaço es de hidroge nio, tambe m e  detectada, 

indicando a presença de agregados moleculares. Os espectros obtidos ao 

longo de 24 horas de agregaça o do peptí deo Aβ esta o apresentados na 

Figura 15.  

 

 

FIGURA 15. Espectros de emissa o da Tyr10 obtidos durante 24 horas para a 
agregaça o do peptí deo Aβ. 

 

Estudos recentes sugerem que as mudanças na resposta emissiva 

da Tyr10 seja uma conversa o da sua forma exposta ao solvente, nos 

mono meros e oligo meros, para a sua forma internalizada nas fibrilas. 

Processo envolvido na formaça o das ligaço es de hidroge nio.145,146  

Curiosamente, a formaça o da banda referente ao í on Tyr-O¯ e  

pronunciada apo s as primeiras horas de agregaça o, mesmo que o ensaio 

de luminesce ncia com ThT tenha atingido sua saturaça o a partir da 3ª 

hora de agregaça o. Isso sugere que a propagaça o das fibrilas pode 
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continuar formando espe cies amiloides mais complexas e que a Tyr10 

esta  relacionada com a formaça o das ligaço es de hidroge nio ao longo do 

eixo de crescimento.147  

 

2.4.3.3. Dicroísmo Circular 

 

A espectroscopia de dicroí smo circular (CD) detecta o desvio de 

luz polarizada por mole culas opticamente ativas, a  esquerda ou a  direita. 

Mole culas quirais, como proteí nas e a cidos nucleicos possuem essa 

capacidade, por isso a te cnica de CD e  comumente utilizada para estudar 

a estrutura secunda ria dessas mole culas.  

Com intuito de coletar informaço es sobre as estruturas formadas 

durante a agregaça o do peptí deo Aβ, foram obtidos espectros de 

dicroí smo circular em tre s diferentes tempos de incubaça o (0h, 3h e 

24h). Os tempos foram selecionados a partir do monitoramento da ThT 

e da Tyr10.    

Ao primeiro momento e  possí vel notar uma mistura entre a forma 

rando mica do peptí deo Aβ (200 nm) com sinais de folhas-β, indicando a 

presença de agregados pre -formados (Figura 16). As mudanças 

conformacionais observadas nos espectros de CD mostram a conversa o 

para a forma fibrilar com mí nimo de absorça o em 220 nm caracterí stico 

de folhas-β. Entretanto, 24 horas de incubaça o a  37 ºC levam ao 

alargamento da banda e um leve aumento na absorça o, mostrando que 

o processo de agregaça o, apesar da saturaça o da ThT, continua. 
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FIGURA 16. Espectros de dicroí smo circular obtidos para a agregaça o do peptí deo 
Aβ em 0h (preto), 3h (vermelho) e 24h (azul). 

 

2.4.3.4. Microscopia de Força Atômica  

 

Para melhor elucidaça o das estruturas formadas na agregaça o do 

Aβ, imagens de AFM tambe m foram obtidas para tempos 

representativos (0h, 3h e 24h).  

A Figura 17 mostra, no tempo zero, a presença de pequenos 

agregados pre -formados e estruturas oligome ricas em sua maioria. Apo s 

3h de incubaça o, tempo de saturaça o da ThT, e  possí vel observar a 

formaça o de fibrilas, ao passo que na o se esgotaram as espe cies iniciais, 

caracterí stica do equilí brio formado entre essas espe cies.48 Ja  24h de 

incubaça o levaram a  formaça o quase que completa de fibrilas alongadas 

e retorcidas, confirmando as observaço es anteriores, de que a agregaça o 

dessas espe cies continua e a Tyr10 esta  relacionada com a estabilizaça o 

dessas estruturas.  
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FIGURA 17. Imagens de microscopia de força ato mica obtidas durante a agregaça o 
do peptí deo Aβ 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 2x2µm e as imagens (B); (D) e (F) possuem 
varredura de 1x1µm. 

 

2.4.4. Agregação cruzada: peptídeo Aβ42, Insulina 

humana e RuApy 
 

No presente estudo, a influe ncia da Insulina humana (Ins) e do 

complexo RuApy na agregaça o do Aβ42 e  relatada em termos das 

seguintes varia veis: Ins/Aβ42 e Ins/RuApy/Aβ42, em PBS (PBS 10 mM, 

NaCl 137 mM, pH 7,4). Ao discutir a fibrilaça o da insulina, e  importante 

observar que o mono mero da insulina na o se agrega em PBS a  37 ºC por 

24 horas, como foi confirmado pela espectroscopia de fluoresce ncia e 

CD. 
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2.4.4.1. Ensaio de Luminescência Intrínseca  

 

Os espectros de emissa o coletados para a agregaça o-cruzada entre 

o peptí deo Aβ42 e Insulina (Figura 18A) foram dominados pela forte 

emissa o em 300 nm, vindas das tirosinas de ambas as proteí nas, e uma 

fraca banda (450 nm), indicando a presença de ligaço es de hidroge nio. 

E  nota vel que apo s 24 horas de incubaça o o espectro resultante na o 

exibiu a banda de emissa o em 340 nm do a nion Tyr-O¯, apesar da 

formaça o de ligaço es de hidroge nio.  

Uma explicaça o razoa vel para esses resultados e  que a cadeia da 

insulina cria uma obstruça o este rica que limita a interaça o do Aβ42 ao 

redor da Tyr10 e impede a formaça o de agregados fibrilares. A presença 

do complexo RuApy no sistema resultou na supressa o das bandas do í on 

Tyr-O¯, em 340 nm, e das ligaço es de hidroge nio, em 450 nm, como 

mostrado na Figura 18B. Ambos os resultados sugerem inibiça o no 

processo de agregaça o do Aβ42.  

 

 

FIGURA 18. Espectros de emissa o obtidos para a cine tica de agregaça o cruzada 
entre (A) Aβ/Insulina e (B) Aβ/Insulina/RuApy 
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2.4.4.2. Dicroísmo Circular  
 

Apo s 24 horas de incubaça o os espectros de CD para a agregaça o 

Aβ/Insulina revelaram uma larga banda de absorça o com mí nimos em 

210 nm e 228 nm, que sugerem a formaça o de estruturas folhas-β, 

observada tambe m nos espectros de emissa o, e a formaça o de espe cies 

de estrutura rando mica (Figura 19A). Na presença do complexo RuApy 

os espectros de CD inicialmente mostraram a ause ncia de qualquer 

estrutura organizada da proteí na, e apo s o protocolo de agregaça o de 24 

horas, foi observada um aumento na absorça o mí nima em 200 nm, 

sugerindo a formaça o de conformaço es aleatoriamente estruturadas 

(Figura 19B).  

 

 

FIGURA 19. Espectros de dicroí smo circular obtidos para a agregaça o cruzada entre 
(A) Aβ/Insulina e (B) Aβ/Insulina/RuApy nos tempos 0h (preto) e 24h (azul). 

 

2.4.4.3. Microscopia de Força Atômica  

 

Com o auxí lio da AFM foi possí vel monitorar as estruturas 

formadas para a agregaça o do peptí deo Aβ na ause ncia e na presença 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 condiço es a presença de 

espe cies oligome ricas e pequenos agregados pre -formados em maior ou 

menor quantidade.  

 

 

FIGURA 20. Imagens de microscopia de força ato mica obtidas no tempo 0h  para a 
agregaça o (A) e (B) do peptí deo Aβ; (C) e (D) Aβ/Insulina; (E) e (F) 
Aβ/Insulina/RuApy. As imagens (A); (C) e (E) possuem varredura de 2x2µm e as 
imagens (B); (D) e (F) possuem varredura de 1x1 µm. 

 

Entretanto, a diferença e  nota vel apo s 24 horas de agregaça o. Ao 

passo que sa o observadas estruturas fibrilares bem definidas para o 

peptí deo Aβ, a insulina leva a  formaça o de agregados amorfos e 

estruturas sem forma definida, corroborando os ensaios de 

luminesce ncia e dicroí smo circular (Figura 21). Ja  o complexo na o 

apresenta nenhuma das duas estruturas fibrilares, ao inve s disso sa o 

observadas pequenos aglomerados sem nenhum tipo de organizaça o 

definida.  
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FIGURA 21. Imagens de microscopia de força ato mica obtidas no tempo 24h  para a 
agregaça o (A) e (B) do peptí deo Aβ; (C) e (D) Aβ/Insulina; (E) e (F) 
Aβ/Insulina/RuApy. As imagens (A); (C) e (E) possuem varredura de 2x2µm e as 
imagens (B); (D) e (F) possuem varredura 1x1 µm 

 

2.4.5. Microscopia de Imagem por Tempo de vida 

de Fluorescência (FLIM) 
 

Os efeitos do complexo RuApy no "cross-seeding" entre o peptí deo 

Aβ e Insulina Humana sugerem que o complexo interfere no mecanismo 

de agregaça o cruzada, impedindo a formaça o de grandes agregados 

to xicos e interrompendo a progressa o das interaço es que levam a  

formaça o de estruturas ricas em ligaço es de hidroge nio. Imagens 

TCSPC-FLIM foram adquiridas para avaliar as mudanças no decaimento 

do estado excitado do complexo RuApy na presença dessas estruturas 

(Figura 22).  
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FIGURA 22. Imagens de FLIM para os tempos 0h e 24h de agregaça o do (A,B) 
peptí deo Aβ/RuApy e (C,D) Aβ/Insulina/RuApy. 

 

Inicialmente, os 3 tempos de vida observados para a interaça o do 

complexo RuApy com o peptí deo Aβ em soluça o foram de ~37 ± 0.9 ns, 

3.2 ± 0.3 ns e 0.49 ± 0.02 ns, com ajuste tri-exponencial. Em tempos 

iniciais na o foram observados grandes agregados e por isso a imagem 

foi tomada pela forte emissa o do complexo na regia o de leitura (600 

nm). Apo s as 24 horas de incubaça o na presença do complexo, o 

peptí deo Aβ apresentou estruturas fibrilares com 2 tempos de vida na 

ordem de 10 ± 0.4 e 1.23 ± 0.04 ns.  

A junça o da insulina humana ao sistema apresentou, em tempos 

iniciais, tambe m tre s tempos de vida com ajuste tri-exponencial. Apo s 

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 esta o sumarizados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Valores de tempo de vida de emissa o obtidos por microscopia de 
fluoresce ncia resolvida no tempo (FLIM) para as combinaço es Aβ/RuApy e 
Aβ/Ins/RuApy nos tempos 0h e 24h. 

 Condição τ1 (ns) τ2 (ns) τ3 (ns) χ2 

0
 

h
o

ra
s Aβ/RuApy 37,00 ± 0,92 3,20 ± 0,30 0,498 ± 0,02 1,043 

Aβ/Ins/RuApy 8,8 ± 0,54 2,20 ± 0,11 0,52 ± 0,02 1,063 

2
4

 
h

o
ra

s Aβ/RuApy 10,00 ± 0,47 1,23 ± 0,04 -- 1,031 

Aβ/Ins/RuApy 19,00 ± 0,57 1,90 ± 0,07 -- 0,096 

 

O tempo de vida de 19.0 ns indica interaça o entre o complexo 

RuApy e a superfí cie das estruturas formadas. O complexo RuApy atua 

modulando a agregaça o dessas proteí nas e impedindo o empilhamento 

de pequenas estruturas, interrompendo a fase de alongamento e a 

formaça o de agregados fibrilares, como visto nas imagens de AFM. 

 

2.4.6. Viabilidade Celular  

 

As observaço es feitas nas seço es anteriores sugerem que a 

insulina e o complexo RuApy exercem efeito modulador na agregaça o do 

peptí deo Aβ. De modo a investigar a toxicidade dos agregados formados, 

ce lulas de neuroblastoma SH-SY5Y foram incubadas por 24 e 48 horas 

com diversas condiço es envolvendo a agregaça o cruzada entre as duas 

proteí nas e o complexo de Ru(II) como apresentados na Figura 23.  

Em soluço es rece m preparadas do peptí deo Aβ, os experimentos 

anteriores mostraram a presença de espe cies oligome ricas em grande 

quantidade. Coincidentemente, o ensaio de MTT revelou que os maiores 

danos celulares foram causados pelas espe cies iniciais da agregaça o do 

Aβ, reduzindo a viabilidade celular em 40%. Efeitos pronunciados foram 
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observados apo s 48 horas de incubaça o, podendo indicar morte por 

apoptose.  

 

FIGURA 23. Valores de viabilidade celular das ce lulas de neuroblastoma SH-SY5Y na 
presença do complexo RuApy (20 µmol.L-1); do peptí deo Aβ e sua espe cies fibrilares 
(fAβ); E do peptí deo Aβ na presença de Insulina e Insulina/RuApy. *(p<0,05) 

 

Em contraposiça o, nenhum efeito citoto xico foi observado para 

incubaça o com fibrilas ja  formadas (fAβ). E  interessante relembrar que 

a hipo tese do oligo mero propo e que estes sa o os responsa veis pelos 

danos neuronais causados no desenvolvimento da DA e na o os depo sitos 

fibrilares, assim como observado aqui.  

A insulina de fato parece desempenhar um papel neuromodulador 

protegendo as ce lulas SH-SY5Y da citotoxicidade das espe cies iniciais  do 

peptí deo Aβ. Ja  o complexo RuApy, que tambe m desempenha papel 

modulador na agregaça o dessas proteí nas, apresenta a mesma reduça o 

de 20% na viabilidade celular da SH-SY5Y nas condiço es em que 

aparece. Essa observaça o nos leva a pensar que os agregados formados 
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na agregaça o cruzada na o sa o to xicos, embora o pro prio complexo 

apresente citotoxicidade significativa.  

Estudos recentes demonstraram que os mono meros de insulina 

interagem diretamente com Aβ retardando sua fibrilaça o e aliviando os 

danos citoto xicos causados pelas espe cies oligome ricas, preservando a 

viabilidade celular de ce lulas SH-SY5Y. Em geral, a agregaça o cruzada 

entre ambas as proteí nas desloca o equilí brio para a formaça o de 

espe cies solu veis e na o-to xicas do Aβ.148,149 Nesse sentido, Long et al. 

(2016) demonstrou que a insulina atrasa a fase de nucleaça o do 

peptí deo Aβ, ale m de proteger contra a ruptura induzida por oligo meros 

de Aβ em modelos de membranas celulares.150 De forma complementar, 

Du et al. (2018)  destacaram que a quiralidade de superfí cie (L-Phe e D-

Phe) influencia diretamente na morfologia dos agregados formados. 

Superfí cies de D-Phe promovem a fibrilaça o da insulina e levam a perda 

de bioatividade, enquanto superfí cies L-Phe favorecem a formaça o de 

agregados amorfos, que na o se mostraram to xicos para ce lulas de 

feocromocitoma PC12.151  

Em suma, essas observaço es sugerem que a insulina consegue 

atenuar os danos citoto xicos causados pelo peptí deo Aβ, embora os 

mecanismos de aça o de uma proteí na sobre a outra ainda na o sejam 

completamente esclarecidos. O entendimento sobre essas interaço es 

pode oferecer novas perspectivas para compreender a resiste ncia a  

insulina no contexto da doença de Alzheimer.  

Neste trabalho demonstramos que a insulina humana leva a  

formaça o de agregados amorfos na o-to xicos do peptí deo Aβ42 e que essa 

interaça o pode ocorrer via N-terminal, uma vez que a presença de 

insulina suprimiu a formaça o de í ons tirosinato. O complexo RuApy, que 
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mostrou a mesma supressa o nos ensaios de luminesce ncia intrí nseca, 

impede a formaça o de grandes agregados hí bridos (Aβ42/Insulina). 

 

2.5. Conclusões parciais 

 

Com base nas observaço es feitas neste capí tulo, conclui-se que 

tanto o complexo RuApy quanto a Insulina Humana competem com as 

interaço es interpeptí dicas, ligando-se ao peptí deo Aβ durante os 

esta gios iniciais de agregaça o e desviando o caminho to xico de formaça o 

de fibrilas maduras para a formaça o de agregados amorfos.  

Os ensaios de luminesce ncia mostraram a formaça o de í ons 

tirosinato para o peptí deo Aβ, com concomitante formaça o de agregados 

fibrilares ricos em folhas-β, como visto nos espectros de dicroí smo 

circular e nas imagens de AFM. Entretanto, a presença de insulina no 

sistema leva a  supressa o na formaça o de í ons tirosinato e a  formaça o de 

agregados amorfos, que na o se mostraram to xicos para ce lulas SH-SY5Y. 

Podemos concluir que a insulina interage com o N-terminal do peptí deo 

Aβ, impedindo a propagaça o da rede de ligaço es de hidroge nio e a 

formaça o de fibrilas maduras.  

A agregaça o cruzada Aβ/Insulina na presença do complexo RuApy 

demonstrou comportamentos parecidos, supressa o na formaça o de í ons 

tirosinato e a formaça o de pequenos agregados sem forma definida. As 

imagens de FLIM mostraram que o complexo RuApy atua na superfí cie 

das espe cies iniciais formadas na interaça o cruzada Aβ/Insulina. 

Conclui-se, por fim, que o complexo RuApy atua na fase de nucleaça o da 
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agregaça o cruzada, impedindo o empilhamento das espe cies iniciais e a 

formaça o de grandes agregados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

3.  
As influências do complexo cis-

[Ru(phen)2(pNDIp)]2+ na 

agregação do peptídeo Aβ in 

vitro e in vivo 
 

 

 

‘’Eu sou apenas um rapaz latino-

americano, sem dinheiro no banco, 

sem parentes importantes e vindo 

do interior.’’  

- Belchior 
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3.1. Contextualização 

3.1.1. Modelos animais para a doença de 

Alzheimer  

 

O uso de animais transgênicos para o estudo de doenças 

neurodegenerativas pode fornecer informações preciosas sobre a 

etiologia e progressão dessas doenças, além de permitir o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas. Camundongos que 

possuem diferentes genes associados à doença de Alzheimer 

apresentam deposição amiloide na forma de placas senis e angiopatia 

cerebral amiloide. As modificações genéticas envolvem mutações nos 

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

Destaque deste capítulo, os camundongos APP/PS1 possuem os 

genes mutantes APPswe e PS1dE9. Isto é, esses animais foram injetados 

nos núcleos das células embrionárias dos animais foram injetados DNA 

transgênico: o transgene quimérico (Mouse/Human) APP695 contendo 

a mutação sueca K594M/N595L associada à produção do peptídeo Aβ e 

o gene PS1 com deleção do éxon 9, também relacionada ao 

desenvolvimento da doença de Alzheimer. Os camundongos 

transgênicos APP/PS1 possuem deposição precoce do Aβ no córtex e 

hipocampo, regiões associadas à memória e cognição, com início aos 4 

meses de idade.152–154 O modelo em questão se aproxima da patologia 

encontrada em casos de DA familiar ou genética, e não representam 

casos esporádicos ou de desenvolvimento tardio, que representa quase 

90% dos casos de DA no mundo.  
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Nos últimos anos, os avanços nas técnicas de neuroimagem foram 

significativos, e sua adaptação para modelos animais tem 

proporcionado dados com alta resolução temporal e sensibilidade. O 

surgimento da microscopia de multifótons melhorou significativamente 

o estudo crônico de doenças neurodegenerativas in vivo, além de ser 

uma alternativa ao acompanhamento feito com radioisótopos.155  

 

3.1.2. Microscopia Multifotônica  

 

A microscopia de excitaça o por dois ou mais fo tons e  uma te cnica 

de imagem minimamente invasiva ideal para estudar tecidos vivos com 

resoluça o subcelular e para realizar imagens tridimensionais, com 

profundidades que podem chegar a milí metros. Ao contra rio da 

microscopia de fluoresce ncia convencional, onde a luz de excitaça o tem 

menor comprimento de onda que a luz emitida pela amostra, a excitaça o 

multifoto nica ocorre quando dois ou tre s fo tons, com comprimento de 

onda maior que a luz emitida, sa o absorvidos simultaneamente.156 

A absorça o multifoto nica e  baseada na ideia de que dois ou mais 

fo tons de baixa energia podem excitar um fluoro foro em um evento 

qua ntico, pore m com probabilidade muito baixa, sendo necessa rio um 

alto fluxo de fo tons, geralmente por um laser pulsado na ordem de 

femtossegundo. A alta incide ncia de fo tons de baixa energia geram um 

estado virtual, que nada mais e  do que uma flutuaça o qua ntica 

tempora ria, com tempo de vida muito curto. O mecanismo dois fo tons so  

ocorre se o segundo fo ton for absorvido nesse curto espaço de tempo.157   
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A vantagem da MMF e  justamente o uso de luz infravermelha 

pro xima, que minimiza a dispersa o no tecido e evita a absorça o de 

biomole culas, reduzindo o sinal de fundo e permitindo maior 

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

comprimentos de onda) causam menos dano a  ce lulas e na o promovem 

fotobranqueamento.158 O mecanismo de absorça o de dois fo tons esta  

ilustrado na Figura 24. 

 

FIGURA 24. Esquema simplificado do mecanismo de absorça o de um e dois fo tons. 

 

3.2. Objetivos do capítulo 
 

• Sintetizar e caracterizar o complexo cis-

[Ru(phen)2(pNDIp)2](PF6)2 utilizando as te cnicas de 

espectroscopia de RMN (1H e 13C) e espectroscopia de massas com 

ionizaça o por eletrospray (ESI-MS); 

• Caracterizar o complexo cis-[Ru(phen)2(pNDIp)2](PF6)2 

utilizando te cnicas espectrosco picas de absorça o eletro nica na 

regia o do UV-Vis e de luminesce ncia no estado estaciona rio; 
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• Avaliar a influe ncia do complexo cis-[Ru(phen)2(pNDIp)2](PF6)2 

na agregaça o do peptí deo Aβ42 in vitro utilizando te cnicas de 

luminesce ncia no estado estaciona rio, dicroí smo circular, 

nefelometria e microscopia eletro nica de transmissa o (TEM); 

• Observar os efeitos do complexo cis-[Ru(phen)2(pNDIp)2](PF6)2 

na progressa o e desenvolvimento da doença de Alzheimer em 

modelos de camundongos transge nicos APPswe/PSEN1dE9, em 

tempo real, utilizando microscopia por excitaça o de dois fo tons; 

• Avaliar os impactos do complexo cis-[Ru(phen)2(pNDIp)2](PF6)2 

na deposiça o amiloide em camundongos transge nicos 

APPswe/PSEN1dE9 por meio de ana lises post-mortem, como 

ELISA e imunofluoresce ncia em amostras de tecido cerebral. 

 

3.3. Materiais e Métodos  

3.3.1. Reagentes  

 

Sa o de procede ncia Sigma-Aldrich todos os reagentes utilizados 

para a sí ntese do complexo cis-[Ru(phen)₂(pNDIp)](PF6)2 – 

RuCl3.H2O; 1,10-fenantrolina (phen); Cloreto de Lí tio (LiCl); naftaleno-

1,4,5,8-tetracarboxí lico dianidrido, fenantrolina-5-amino, 

trietilamina e hexafluorofosfato de amo nio (NH4PF6). Sa o de 

procede ncia Synth todos os sais envolvidos na preparaça o do tampa o 

fosfato salino (PBS) - Fosfato de pota ssio monoba sico (KH2PO4); 

Fosfato de pota ssio biba sico (K2HPO4); Cloreto de so dio (NaCl) e 

Cloreto de pota ssio (KCl). Os solventes orga nicos possuem grau de 

pureza HPLC e as soluço es aquosas deste trabalho foram feitas 

utilizando a gua MilliQ.   
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3.3.2. Síntese do complexo cis-[Ru(phen)2Cl2] 

 

O complexo precursor [Ru(phen)₂Cl₂] foi sintetizado em 15 mL de 

DMF previamente destilado e desaerado. Para a sí ntese, os seguintes 

reagentes foram adicionados na seguinte ordem:  

(1) 200 mg de RuCl₃·H₂O (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 reaça o foi conduzida sob refluxo e agitaça o constante por 8 

horas, em atmosfera de N₂ e ause ncia de luz. Apo s esse perí odo, o 

produto da reaça o foi filtrado em funil de sí lica. O so lido preto obtido foi 

lavado com a gua gelada ate  que a a gua de lavagem ficasse incolor, 

seguido de lavagem com acetona gelada e secagem a  va cuo. O 

rendimento me dio da sí ntese foi de 60%. 

 

3.3.3. Síntese do ligante N,N’-bis-1,10-

fenantrolina-1,4,5,8-naftalenotetracarboxílico 

diimida (pNDIp) 

 

O ligante pNDIp foi sintetizado conforme procedimentos da 

literatura com algumas modificaço es,159 o esquema da sí ntese 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-tetracarboxí lico 

dianidrido; 

O sistema foi selado e a temperatura foi ajustada a 130 ºC em 

banho de silicone. Ao atingir a temperatura, adicionou-se gota a gota 

com o auxí lio de uma seringa:  

(2) 225 mg de fenantrolina-5-amino (1,15 mmol) dissolvida em 3 

mL de DMF (aqui a sí ntese deve passar de uma suspensa o marrom-claro 

para uma soluça o marrom escuro); 

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

 

FIGURA 25. Esquema de rota sinte tica para a produça o do ligante pNDIp. 

 

A reaça o foi conduzida sob refluxo e agitaça o constante por 3 

horas em atmosfera de N₂. Apo s 3 horas de reaça o o sistema foi retirado 

do banho de silicone e deixado em repouso ate  atingir temperatura 

ambiente (aqui observa-se a precipitaça o de um so lido). O produto foi 

filtrado em filtro de sí lica, lavado com 10 mL de etanol gelado e seco a 

va cuo.  

Por fim, o so lido amarelo pa lido foi lavado com DMF quente (50 

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

so lido foi seco a va cuo e o rendimento me dio da sí ntese foi de 50%. 

 

3.3.4. Síntese do complexo cis-

[Ru(phen)2(pNDIp)](PF6)2 (RuNDI) 

 

A rota de sí ntese do complexo cis-[Ru(phen)₂(pNDIp)](PF6)2 esta  

representada na Figura 26. A reaça o 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)₂Cl₂]; 

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

 

FIGURA 26. Esquema de rota sinte tica para a produça o do complexo RuNDI 

 

A reaça o foi conduzida sob refluxo e agitaça o constante por 24 

horas (ao longo do tempo a reaça o passa de preto para vermelho), em 

atmosfera de N₂ e na ause ncia de luz. Passado o perí odo de sí ntese, a 

mistura reacional foi filtrada, ainda quente, em algoda o (para retirar o 

excesso de ligante insolu vel) e ao filtrado foi adicionado 62 mg (0,37 

mmol) de NH4PF6. O produto foi precipitado com 250 mL de e ter e 

deixado sob refrigeraça o por uma noite.  
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Por fim, o so lido vermelho foi filtrado em filtro de sí lica e 

solubilizado em 50 mL de acetona. As soluço es de coloraça o laranja 

foram centrifugadas a  12.000 RPM por 10 minutos (aqui nota-se o 

acu mulo de precipitado no fundo dos tubos de centrifugaça o), para 

retirada do excesso de ligante pNDIp. O sobrenadante foi rotaevaporado 

e o so lido obtido novamente solubilizado em acetona, processo 

realizado ate  que nenhum resquí cio de precipitado seja observado no 

fundo dos tubos de centrifugaça o ou nas paredes dos balo es utilizados 

no processo de secagem. O so lido vermelho escuro foi isolado por 

rotaevaporaça o e seco a va cuo. O rendimento me dio da sí ntese foi de 

60%. 

 

3.3.5. Espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear  
 

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos no espectro metro 

BRUKER DXR 400 MHz do Departamento de Quí mica da Universidade 

Federal de Sa o Carlos. Para isso, solubilizou-se 3 mg dos produtos 

obtidos nos itens 3.3.3. e 3.3.4. em 600 µL de DMSO-d6. 

 

3.3.6. Espectroscopia de Absorção no UV-Visível 

 

Os espectros de absorça o eletro nica na regia o do UV-vis foram 

obtidos atrave s de um espectrofoto metro Agilent 8453A. Para tal, foram 

utilizadas celas de quartzo de caminho o tico 10 mm e volume 3.5 mL. 
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3.3.7. Espectroscopia de Luminescência no 

estado estacionário 
 

Os espectros de emissa o foram obtidos no espectrofluorí metro 

Shimadzu RF-5301PC com la mpada de xeno nio de alta pressa o (150 W) 

e fotomultiplicadora do tipo R928. Para os experimentos de 

caracterizaça o do complexo foram utilizadas celas de quartzo de quatro 

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

 

3.3.8. Preparo do Peptídeo Aβ42 

 

Os ensaios de CD, nefelometria e TEM foram realizados pela Dr.ª 

Mariana Pigozzi Cali. Para isso, o peptí deo Aβ42 liofilizado foi dissolvido 

em guanidina-HCl 6M e incubado por 3 horas a fim de dissolver 

quaisquer agregados pre -formados. O peptí deo foi purificado por 

cromatografia de exclusa o de tamanho utilizando uma coluna 

preparativa (Cytiva Superdex 200 Increase 10/300 GL) e eluí do em 

tampa o NaPi (fosfato de so dio 20 mM, EDTA 0.2 mM, pH 8). A 

concentraça o de proteí na foi aferida usando o detector de UV do Sistema 

A KTA utilizado na purificaça o, usando a me dia integrada do pico da 

proteí na eluida (concentraça o = me dia da a rea do pico/0,2*1490).  

 

3.3.9. Nefelometria 

 

Soluço es rece m-preparadas de Aβ42 foram incubadas por 30 

minutos a  baixas temperaturas, com diferentes proporço es do complexo 

RuNDI, (1:1); (1:2) e (1:5). Apo s o perí odo de pre -incubaça o, as 
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amostras foram colocadas em placas de 96 poços de meia-a rea (Corning 

3881) e levadas ao nefelo metro (NEPHELOstar Plus, BGM)  a  37 ºC por 

4 horas. 

 

3.3.10. Dicroísmo Circular 
 

Amostras do peptí deo Aβ42 rece m preparadas foram incubadas na 

presença do complexo RuNDI nas proporço es (1:1) e (1:5) a  37 ºC por 

24 horas em uma incubadora esta tica (HeraTherm Incubator, Thermo 

Fischer). As amostras foram centrifugadas a 21000 rfc a  4 ºC por 90 

minutos. O precipitado foi suspenso em a gua deionizada e levadas ao 

espectropolarí metro Jasco-815 em uma cela despolarizada de caminho 

o tico 1 mm. Os espectros de dicroí smo circular e as medidas de 

nefelometria foram coletadas pela Dr.ª Mariana Pigozzi Cali.  

 

3.3.11. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(TEM) 
 

Soluço es frescas do peptí deo Aβ42 foram incubadas com o 

complexo RuNDI (1:5) a  baixas temperaturas por 30 minutos. As 

amostras foram centrifugadas a 21000 rcf a  4 ºC por 30 minutos e o 

precipitado obtido foi suspenso em a gua deionizada e depositadas em 

grades de cobre recobertas com filme de carbono 400 mesh 3m. Apo s 

uma lavagem com a gua deionizada, as amostras foram incubadas com 

acetato de uranila 1 % (m/v) por 2 minutos. Por fim, foram lavadas duas 

vezes com a gua deionizada e deixadas secar ao ar. As imagens foram 

obtidas em um microsco pio eletro nico TALOS F200X G2, pertencente ao 

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

Os ensaios in vivo e ex vivo apresentados neste capí tulo foram 

realizados em parceria com a Prof.ª Dr.ª Mo nica Garcia-Alloza da 

Universidad de Ca diz na Espanha, durante o perí odo de doutorado 

sanduí che do autor. Para isso, camundongos WT (controle, tipo 

selvagem, C57BL/6) e APP/PS1 (APPswe/PSEN1dE9, linhagem 

C57BL/6) foram distribuí dos 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 conví vio com seus pares em jaulas separadas por sexo e 

geno tipo. Os camundongos foram mantidos em ciclo de luz/escuro de 

12h, com comida e a gua a vontade.  

A s 20 semanas de idade, os animais passaram a receber um 

tratamento dia rio do complexo RuNDI ate  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 (veí culo da soluça o de 

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

Concomitante ao iní cio do tratamento, os camundongos foram 

submetidos a um processo ciru rgico para implantaça o da janela 

craniana e realizada a primeira sessa o de imagens por microscopia 

multifoto nica. Aqui foram estabelecidas as zonas cerebrais que seriam 

acompanhadas a cada duas semanas durante todo o perí odo de 

tratamento, ou seja, ate  as 30 semanas de idade. O perí odo de cada etapa 

esta  ilustrado na Figura 27. 
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FIGURA 27. Linha do tempo para os experimentos envolvendo camundongos 
transge nicos APP/PS1 dividida em: Crescimento e Desenvolvimento; Tratamento e 
Imageamento em tempo real e Sacrifí cio e Ana lises 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 decapitaça o. Amostras de sangue foram coletadas por 

punça o cardí aca e armazenadas em tubos contendo 50 µL de heparina 

monosso dica para evitar coagulaça o. Posteriormente as amostras foram 

centrifugadas para obtença o do plasma.  

Os ce rebros dos animais foram coletados e pesados. O hemisfe rio 

esquerdo foi dissecado em partes representativas do ce rebro como 

co rtex visual, co rtex somatossensorial, hipocampo e cerebelo e o 

hemisfe rio direito foi fixado em paraformaldeí do 4% (PFA). Tanto o 

plasma, quanto o tecido fresco foram armazenados a  -80 ºC e o 

hemisfe rio esquerdo foi armazenado em PFA a  4 ºC. 

Todos os procedimentos seguiram as normas de Uso e Cuidados 

de Animais da Universidade de Ca diz em acordo com as Diretrizes para 

Cuidados de Uso de Animais Experimentais (Diretiva da Comissa o 

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 sanguí neos e placas amiloides utilizando um microsco pio 

multifo tons. Para isso, o cra nio dos camundongos APP/PS1 foi cortado 

entre as regio es do bregma e lambda, com um dia metro aproximado de 

6 mm, utilizando uma broca girato ria. Esses dois pontos sa o encontros 

das suturas do cra nio e sa o comumente utilizadas para localizar 

estruturas especificas do ce rebro, como o hipocampo ou o co rtex motor, 

neste caso o corte foi feito para expor o co rtex somatossensorial.  

Em seguida, foi colocado um cristal circular coberto com PBS e 

fixado com cimento odontolo gico. Uma placa impressa em 3D foi 

acoplada ao cristal, garantindo a fixaça o do cra nio durante as seço es de 

imagem, como ilustrado na Figura 28. O procedimento conta com as 

seguintes etapas: 1) Fixaça o e limpeza da a rea; 2) Remoça o dos pelos 

locais; 3) Exposiça o do cra nio; 4) Corte e remoça o do cra nio; 5) 

Implantaça o da janela craniana; 6) Fixaça o da janela craniana para as 

seço es de imageamento. Durante todo o procedimento ciru rgico, os 

animais foram mantidos sedados em uma atmosfera com 5% de O2 e 2% 

de Isofluorano, ale m de receberem lubrificante ocular para prevenir 

olhos ressecados. 

 

FIGURA 28. Processo de implantaça o da janela craniana em camundongos 
transge nicos APP/PS1 para o seguimento de placas amiloides em tempo real. 
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3.3.14. Microscopia Multifotônica 
 

Preparo dos animais: As sesso es de imageamento por 

microscopia multifoto nica por excitaça o de dois fo tons foram realizadas 

a cada duas semanas a partir da 20ª semana de idade dos camundongos 

(20, 22, 24, 26, 28 e 30 semanas). Para visualizaça o de placas amiloide 

os animais APP/PS1 foram injetados intraperitoneal com uma soluça o 

de Methoxy-XO4 (4 mg/kg) 24 horas antes da sessa o de imagens. Para 

localizaça o das distintas zonas cerebrais os angiogramas foram 

realizados utilizando 100 µL de Texas Red dextran 70 kDa (12.5 mg/mL) 

injetados de forma retrorbital momentos antes das sesso es de imagem. 

Os animais foram mantidos sob anestesia inalato ria de 2% isoflurano e 

5% O2, com manta te rmica a  37 ºC para evitar hipotermia e lubrificante 

ocular para prevenir olhos ressecados.  

Sessões de imagem: As imagens foram adquiridas utilizando em um 

sistema de varredura a laser multifoto nico Fluoroview FV1000 MPE 

acoplado em um microsco pio Olympus Bx61WI. O mecanismo de dois 

fo tons foi gerado por um laser de modo bloqueado Deep-See Mai Tai 

Ti:Safira (Mai Tai; Spectra-physics) com excitaça o em 800 nm e a 

emissa o resultante foi coletada em tre s fotomultiplicadores 

(Hamamatsu) distintos: 380-480 nm (azul), 500-540 nm (verde) e 560-

650 nm (vermelho). Depo sitos amiloides foram visualizados em campos 

de 512x512 µm, com 40 saltos de 5 µm no eixo Z, num total de 200 µm 

de profundidade. As imagens foram tratadas e analisadas com o 

software de acesso livre ImageJ. 
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3.3.15. ELISA para níveis de Aβ40 e Aβ42 solúveis e 

insolúveis  

 

Preparo das amostras: Ní veis de Aβ40 e Aβ42 solúveis foram 

obtidos para amostras de plasma sanguí neo e de co rtex 

somatossensorial. Para tal, alí quotas de sangue foram centrifugadas 

(12.000 RPM, 10 min, 4°C) e o sobrenadante foi coletado e armazenado 

a -80 ºC ate  o uso. Ja  o tecido cortical foi homogeneizado em 50 µL 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 enta o centrifugadas, e o sobrenadante foi coletado. 

O precipitado obtido no processamento das amostras de co rtex 

somatossensorial foi utilizado para aferir os ní veis de Aβ40 e Aβ42 

insolúveis. Assim, o pellet foi ressuspenso em 50 µL de a cido fo rmico 

70% e apo s 10 minutos as amostras foram centrifugadas a 14.500 RPM 

por 12 min a 4 ºC. Por fim, foram neutralizadas com tampa o Tris (pH 11) 

em proporça o 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 

incubaça o de 100 µL de cada tipo de amostra (plasma, co rtex solu vel e 

co rtex insolu vel) em uma placa de 96 poços, previamente tratada com 

anticorpos de detecça o especí ficos para captura de antí genos, durante 

uma noite a 4 ºC, em ause ncia de luz. Apo s a incubaça o, os poços foram 

lavados cinco vezes com tampa o de lavagem para remover o excesso de 
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proteí na na o ligada ao anticorpo. Em seguida, foram adicionados 100 µL 

de anticorpo conjugado com peroxidase de ra bano, e a placa foi incubada 

por 1 hora sob refrigeraça o. Apo s esse perí odo, os poços foram 

novamente lavados cinco vezes e 100 µL de tetrametilbenzidina (TMB) 

foram adicionados, sendo incubado por 30 minutos a  temperatura 

ambiente e em ause ncia de luz. Por fim, foram adicionados 100 µL de 

uma soluça o de parada (H2SO4 0,2 mol/L), e a absorba ncia foi medida a 

450 nm. Para a construça o das curvas padra o, foram utilizados os 

peptí deos humanos Aβ40 e Aβ42 fornecidos pelo kit (PAG200910 

Antibody (bnt977) - coated microtiter plate. 297-62611).   

 

3.3.16. Imunofluorescência de placas amiloides – 

4G8 e ThS 

 

Obtenção das amostras: O hemisfe rio esquerdo foi fixado em 

paraformaldeí do 4% por duas semanas e, em seguida, imerso em uma 

soluça o contendo 30% de sucrose e 0,02% de azida de so dio. Apo s a 

saturaça o do tecido com sucrose, realizou-se a crioproteça o utilizando 

Tissue-Tek® O.C.T (Sakura Finetek). O tecido foi cortado em seço es de 

30 µm no plano coronal a -25 ºC, utilizando um criostato (Micro tomo 

Criostato HM525, Thermo Fisher Scientific) e armazenadas a 4 ºC em 

soluça o de PBS/glicerol (1:1) ate  o uso. Para o ensaio de 

imunofluoresce ncia foram selecionadas 6 diferentes seço es localizadas 

a 1 mm de dista ncia umas das outras (de 1,5 a -3,5 mm a partir do 

bregma). As seço es selecionadas sa o representativas para co rtex (n = 6) 

e hipocampo (n = 3).  
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Preparo das amostras: As seço es foram lavadas com a cido 

fo rmico 70% durante 10 minutos e bloqueadas por 1h em 3% BSA e 

0,5% Triton-X100. Depois disso, foram incubadas em soluça o de 4G8 

goat anti-mouse (Biolegend, London)(1:1000) e 0,5% BSA a  4ºC por 

uma noite, seguidas do anticorpo secunda rio conjugado a  Alexa Fluor 

594 goat anti-mouse (Molecular Probes, USA) por 2h em ause ncia de luz. 

Por fim, as seço es foram incubadas com ThS 0,05% por 10 minutos e 

montadas em la minas de adesa o Thermo ScientificTM SuperFrost PlusTM. 

As imagens foram adquiridas com um microsco pio de fluoresce ncia 

Laser Olympus U-RFL-T (Olympus, Tokyo, Japan) e o software 

MMICellTools (4G8 (λex: 540nm; λem: 575nm), ThS (λex: 495nm; λem: 

519nm)). O software ImageJ foi utilizado para tratamento das imagens 

e  obtença o de para metros como nu mero e tamanho de placas (µm2); 

densidade (placas/mm2) e carga de placas (% a rea) no co rtex e 

hipocampo. 

 

3.3.17. Estatística 
 

As diferenças 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 estatí sticas.  
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3.4. Resultados e Discussão  

3.4.1. Ressonância Magnética Nuclear 

3.4.1.1. pNDIp 

 

A obtença o do ligante pNDIp foi confirmada por espectroscopia de 

RMN. O ligante pNDIp e os hidroge nios e carbonos da sua estrutura esta o 

dispostos na Figura 18. O espectro de RMN 1H obtido para o ligante 

pNDIp esta  apresentado na Figura 29. 

 

 

FIGURA 29. Atribuiça o dos hidroge nios e carbonos presentes na estrutura do 
ligante pNDIp 

 

O espectro de RMN 1H obtido para o ligante pNDIp esta  

apresentado na Figura 30. Na estrutura da porça o naftaleno diimida 

existem apenas quatro hidroge nios que sa o iguais entre si e podem ser 

observados como uma ressona ncia singleto em δ 8.82 ppm. Os 

hidroge nios de ambas as fenantrolinas aparecem entre δ 7.70 – 9.30 

ppm. Exceto pelo H6, que na o possui hidroge nios adjacentes, todos os 

demais aparecem na forma de duplo-dupleto ou multipleto referentes a 

2H por ressona ncia. 
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A estrutura do ligante pNDIp tambe m foi confirmada com o auxí lio 

de te cnicas 2D, como 1H-1H COSY (Figura 31), 1H – 13C{1H} HSCQ (Figura 

32) e RMN 1H – 13C{1H} HMBC (Figura 33). As atribuiço es para cada 

hidroge nio, deslocamento quí mico (ppm), multiplicidade, constante de 

acoplamento (Hz) e a integraça o dos sinais de RMN esta o dispostos na 

Tabela 2. 

 

FIGURA 31. Espectro de RMN 1H-1H COSY da regia o desblindada do ligante pNDIp 
em DMSO-d6. 

FIGURA 30. Espectro de RMN de 1H para a regia o desblindada do ligante pNDIp 
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FIGURA 32. Espectro de RMN 1H – 13C{1H} HSCQ para a regia o desblindada do 
ligante pNDIp em DMSO-d6. 

 

 

FIGURA 33. Espectros de RMN 1H – 13C{1H} HMBC da regia o desblindada do 
ligante pNDIp em DMSO-d6. 
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Tabela 3. Atribuiço es dos espectros de RMN de 1H obtidos para o ligante pNDIp em 
DMSO-d6. Os respectivos hidroge nios esta o apresentados em deslocamento quí mico 
(ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de 
hidroge nios. 

Nº 13C – HSQC 1H 1H-13C – HMBC 

C1, H1 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’) 

C5 145.5 -- 8.62 (H3’) 

C6, H6 127.5 8.35; s; 2H  

C7 Nd --  

C8 126.3 -- 7.78 (H11’) 

C9 146.1 -- 8.74 (H10’) 

C10, H10 132.0 8.74; db (8.30); 2H  

C11, H11 123.4 7.78; dd (4.15; 8.30); 2H  

C12, H12 150.4 9.21; dd (1.51; 4.15); 2H  

C20, C20’; C13, 13’ 

(C=O) 
163.3 -- 8.82 (H17, H16) 

C19, C19’; C14, 

C14’ 
127.4 -- 8.82 (H17, H16) 

C15; C18 Nd --  

C17, H17; C16, H16 130.4 8.82; s; 4H  
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3.4.1.2. RuNDI 

 

A obtença o e pureza do complexo RuNDI foi confirmada por 

espectroscopia de RMN. O complexo RuNDI esta  apresentado na Figura 

34, junto dos hidroge nios e carbonos em sua estrutura. 

 

FIGURA 34. Atribuiça o dos hidroge nios e carbonos presentes na estrutura do 
complexo RuNDI 

 

A espectroscopia de RMN de 1H do complexo mostra uma 

sobreposiça o no sinal da fenantrolinas coordenadas ao metal, resultado 

da baixa simetria da mole cula. Os espectros apresentados na Figura 35 

mostram que H1 e H12 na o sofrem alteraço es no deslocamento quí mico, 

isso por na o estar coordenado ao metal. Entretanto, o sinal que antes 

correspondia a dois hidroge nios por ressona ncia, agora representa 

apenas um, indicando a coordenaça o do ligante ao rute nio.  
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FIGURA 35. Espectros de RMN de 1H para a regia o desblindada do complexo RuNDI 
(roxo) e do ligante pNDIp (verde) 

 

Apenas o espectro de RMN de 1H na o e  suficiente para atribuirmos 

todos os respetivos hidroge nios devido a  complexidade dos sinais das 

fenantrolinas. Assim, a estrutura do complexo RuNDI tambe m foi 

confirmada com o auxí lio de te cnicas 2D, como 1H-1H COSY (Figura 36), 

1H – 13C{1H} HSCQ (Figura 37) e RMN 1H – 13C{1H} HMBC (Figura 38).  

 

FIGURA 36. Espectro de RMN 1H-1H COSY da regia o desblindada do complexo 
RuNDI em DMSO-d6. 
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FIGURA 37. Espectro de RMN 1H – 13C{1H} HSCQ para a regia o desblindada do 
complexo RuNDI em DMSO-d6. 

 

 

FIGURA 38. Espectros de RMN 1H – 13C{1H} HMBC da regia o desblindada do 
complexo RuNDI em DMSO-d6. 

 

As atribuiço es para cada hidroge nio, deslocamento quí mico 

(ppm), multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a integraça o 

dos sinais de RMN esta o dispostos na Tabela 4. 
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Tabela 4. Atribuiço es dos espectros de RMN de 1H obtidos para o complexo RuNDI 
em DMSO-d6. Os hidroge nios esta o apresentados em deslocamento quí mico (ppm), 
multiplicidade, constante de acoplamento (Hz) e a quantidade de hidroge nios. 

 Nº 13C - HSQC 1H 1H - 13C – HMBC 

p
h

en
 

C1’’, H1’’ 137.1 8.81 – 8.84; m; 2H  

C2’’, H2’’ 126.5 7.77 – 7.83; m; 2H  

C3’’, H3’’ 153.0 8.08 – 8.15; m; 2H  

C4’’ 130.2 – 131.6   

C5’’ 147.7  8.13 (H3’’) 

C6’’, H6’’ 128.5 8.40 – 8.44; m; 2H  

C7’’, H7’’ 128.5 8.40 – 8.44; m; 2H  

C8’’ 130.2 - 131.6   

C9’’ 147.7  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  

p
N

D
Ip

 (
p

h
en

 c
o
o
rd

en
a
d

a
) 

C1’, H1’ 133.5 8.97 – 9.02; m; 1H  

C2’, H2’ 126.7 7.71 – 7.78; m; 1H  

C3’, H3’ 153.9 8.18 – 8.22; m; 1H  

C4’ 130.2 – 131.6   

C5’ 147.7  8.21 (H3’) 

C6’, H6’ 128.2 8.40 – 8.44; m; 1H  

C7’ Nd   

C8’ 130.2 – 131.6   

C9’ 147.7  8.25 (H12’) 

C10’, H10’ 137.3 8.76 – 8.81; m; 1H  

C11’, H11’ 127.1 7.89 – 7.95; m; 1H  

C12’, H12’ 153.0 8.23 – 8.27; m; 1H  
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N
a
ft

a
le

n
o

 

C20, C20’ 

(C=O) 

163.9  8.19 (H12’), 7.70 

(H2’) 

C19, C19’ Nd   

C18 Nd   

C17, H17 130.8 8.77 – 8.81; m; 2H  

C16, H16 130.8 8.80 – 8.88; m; 2H  

C15 Nd   

C14/C14’ Nd   

C13, C13’ 163.8  8.85 (H16; H16’) 

p
N

D
Ip

 (
p

h
en

 n
ã
o
 c

o
o
rd

en
a
d

a
) 

C1, H1 150.9 9.22 – 9.26; m; 1H  

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   

C5 145.2  8. 65 (H3); 9.25 (H1) 

C6, H6 128.1 8.34 – 8.39; m; 1H  

C7 Nd   

C8 130.2 – 131.6   

C9 145.1  8.36 (H6); 9.20 (H10) 

C10, H10 150.5 9.19 – 9.22; m; 1H  

C11, H11 124.1 7.80 – 7.84; m; 1H  

C12, H12 129.5 8.71 – 8.77; m; 1H  
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3.4.2. Espetroscopia de Absorção e 

Luminescência  

 

O espectro de absorça o eletro nica na regia o do UV-visí vel obtido 

para o complexo RuNDI em PBS (10 mM, NaCl 137 mM, pH 7.4) e  

resultado da somato ria das absorço es da porça o [Ru(phen)3]2+ e do 

ligante pNDIp. Isso sugere que a incorporaça o do anel naftaleno diimida 

ao sistema na o afeta a intensidade do campo cristalino, e a dí ade e  capaz 

de assimilar as propriedades de ambas. 

A dí ade e  composta pelas absorço es caracterí sticas das partes que 

a compo e (Figura 39). A primeira banda com ma ximo em 265 nm esta  

associada a  transiça o de transfere ncia de carga interna (ILCT), 𝜋 → 𝜋*, 

das fenantrolinas. As bandas em 365 e 385 nm, tambe m de cara ter 𝜋 → 

𝜋*, correspondem a s transiço es ILCT do ligante pNDIp. E por fim, a 

banda com ma ximo em 450 nm refere-se a  transiça o de transfere ncia de 

carga do metal para o ligante (MLCT) de natureza d𝜋,Ru(II) → 𝜋*,phen. 

 

FIGURA 39. Espectros de absorça o do complexo Ru(phen)3]2+ (verde), do ligante 
pNDIp (vermelho) e do complexo RuNDI (preto) 
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Os valores de absortividade molar para o complexo RuNDI em PBS 

foram determinados a partir da inclinaça o da curva de calibraça o 

(Figura 40), obtida para cada pico de absorça o em diferentes 

concentraço es (inset). Os valores de ε para cada transiça o eletro nica 

esta o organizados na tabela 5.   

 

FIGURA 40. Curva de calibraça o para o complexo RuNDI com concentraço es entre 0 
- 40 µmol.L-1. inset: retas obtidas para o aumento da absorba ncia de acordo com o 
aumento da concentraça o molar em 265 nm (azul). 365 nm (vermelho), 385 nm 
(verde) e 450 nm (rosa) 

 

Tabela 5. Valores de absortividade molar (mol.L-1.cm-1) para as transiço es 
eletro nicas do complexo RuNDI em PBS. 

 260 nm 365 nm 385 nm 450 nm 

ε (mol.L-1.cm-1) 59.700 15.300 17.900 9.300 

 

Quando excitado em 450 nm, regia o de absorça o da MLCT, o 

complexo RuNDI apresenta uma banda de emissa o intensa com ma ximo 

em 600 nm, que vai de 550 nm a 750 nm, como observado na Figura 43A. 

A emissa o do ligante pNDIp e  suprimida apo s a coordenaça o.  
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 Um estudo de concentraça o foi realizado para determinar a 

melhor faixa de trabalho para o complexo, evitando qualquer tipo de 

influe ncias da concentraça o (Figura 41A), como propensa o a agregaça o 

ou efeito de filtro. Pela saturaça o na resposta emissiva do complexo, 

nota-se que a melhor faixa de concentraça o para se trabalhar e  entre 0 e 

40 µmol.L-1 (Figura 41B). 

 

 

FIGURA 41. Espectros de emissa o do complexo RuNDI em diferentes concentraço es 
(0 - 100 µmol.L-1) (A) e o comportamento da resposta emissiva com o aumento da 
concentraça o (B). 

 

O complexo RuNDI ainda dispo e de um deslocamento de Stokes na 

ordem de 5300 cm-1 em soluça o aquosa, como mostrado na Figura 42. 

 

FIGURA 42. Deslocamento de Stokes entre a emissa o (azul) e excitaça o (preto) 
obtidos para o complexo RuNDI em PBS. 
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3.4.3. Marcador amiloide 
 

O complexo RuNDI parece, num primeiro momento, na o alterar a 

formaça o do í on tirosinato durante a formaça o de fibrilas amiloides. 

Entretanto, mostrou comportamentos interessantes em ensaios ex-situ. 

Apo s a adiça o do complexo a  fibrilas pre -formadas os espectros da 

Figura 43A mostram um aumento na intensidade da emissa o em 340 

nm, previamente atribuí do a  formaça o do í on tirosinato via ligaço es de 

hidroge nio. Esse aumento pode ser explicado pelo estabelecimento de 

ligaço es de hidroge nio entre o hidroge nio do grupo feno lico da Tyr10 e 

os oxige nios do ligante pNDIp. 

Ale m da possí vel interaça o entre o ligante pNDIp e o grupo 

feno lico da Tyr10, a resposta emissiva da banda de MLCT tambe m sofre 

alteraço es. A emissa o do complexo RuNDI, com ma ximo em 600 nm, 

aumenta significativamente na presença de fibrilas do peptí deo Aβ, 

como mostrado na Figura 43B.  

 

FIGURA 43. Espectros de emissa o obtidos apo s a adiça o do complexo RuNDI a  
fibrilas pre -formadas do peptí deo Aβ em (A) 340 nm e (B) 600 nm. 
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3.4.4. Nefelometria 

 

A nefelometria e  uma te cnica alternativa ao uso de corantes 

amiloides. E  comumente utilizada para medir a concentraça o de 

partí culas em suspensa o com base na dispersa o da luz incidente. 

Partí culas presentes em uma amostra podem dispersar a luz 

dependendo do tamanho, da forma ou da concentraça o em soluça o, em 

suma, a nefelometria monitora a turbidez da soluça o a  medida que 

agregados va o se formando.   

 Pelas curvas observadas na Figura 44 o complexo RuNDI 

demonstra efeito significativo na formaça o de agregados do peptí deo 

Aβ42. Amostras incubadas em proporço es 1:2 e 1:5 (Aβ42/RuNDI) 

mostraram valores reduzidos de Unidades Relativas de Nefelometria 

(URNs) quando comparadas ao controle. Ale m disso, o efeito observado 

e  dependente da concentraça o de complexo em soluça o.  

 

FIGURA 44. Nefelometria do processo de agregaça o do peptí deo Aβ na ause ncia e 
na presença do complexo RuNDI em diferentes proporço es. 
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3.4.5. Dicroísmo Circular 
 

Os espectros de CD obtidos para agregaça o do peptí deo Aβ 

mostram uma absorça o com mí nimo em 218 nm caracterí stica da 

formaça o de folhas-β e, nesse caso, de fibrilas amiloides (Figura 45). 

Entretanto, os espectros obtidos para incubaça o in situ com o complexo 

RuNDI em proporço es 1:1 e 1:5 sugerem um desvio na agregaça o do 

peptí deo Aβ que na o leva a  formaça o de folhas-β e este efeito e  

dependente da concentraça o.  

 

FIGURA 45. Espectros de dicroí smo circular obtidos ao final da agregaça o do 
peptí deo Aβ na ause ncia e presença do complexo RuNDI em diferentes proporço es 

 

3.4.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(TEM) 

 

As imagens de TEM confirmam os resultados observados para 

nefelometria e dicroí smo circular. A formaça o de fibrilas amiloides e  

prejudicado na presença do complexo RuNDI em altas concentraço es - 

1:5 (Complexo : amiloide). As imagens obtidas para a agregaça o do 

peptí deo βA mostram a formaça o de estruturas fibrilares, enquanto a 
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adiça o do complexo RuNDI de fato modula a fibrilaça o do Aβ42 levando 

a formaça o de agregados amorfos (Figura 46). 

 

FIGURA 46. Imagens de microscopia eletro nica de transmissa o das estruturas 
formadas na agregaça o do peptí deo Aβ na ause ncia e na presença do complexo 
RuNDI (1:5). 

 

 Agregados amorfos do βA ja  sa o reportados na presença de 

complexos de metais de transiça o. Entretanto, o mecanismo de aça o 

envolve a coordenaça o de resí duos de histidina presentes na estrutura 

da proteí na aos sí tios de ligaça o livre do metal atrave s de uma ligaça o 
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covalente. O problema de interaço es desse tipo e  a falta de 

especificidade, levando a interaço es na o seletivas com outras espe cies 

em meio biolo gico e culminando na perda de efica cia ou efeitos 

secunda rios indesejados.   

Ate  enta o, os dados de nefelometria e TEM mostram menor 

formaça o de agregados amiloides e os espectros de CD sugerem que os 

agregados formados na o sa o intermediados por folhas-β, estrutura 

organizada e termodinamicamente esta vel caracterí stica da agregaça o 

do Aβ. Uma justificativa plausí vel para este comportamento pode ser a 

formaça o de ligaço es de hidroge nio entre o ligante pNDIp e a Tyr10 que 

prejudicam a formaça o de grandes agregados.  

Ale m disso, o complexo tambe m apresentou mudanças no 

comportamento emissivo na presença de espe cies fibrilares do Aβ, 

possibilitando seu uso como sonda luminescente.   

 

3.4.7. Microscopia Multifotônica  

 

A microscopia MMF permitiu o segmento de placas amiloides em 

tempo real em camundongos transge nicos do tipo APP/PS1-Controle e 

APP/PS1-RuNDI por 6 semanas. As imagens mostram, em azul, 

depo sitos amiloides e em vermelho, vasos e microvasos sanguí neos.  

 As imagens apresentadas na Figura 47 mostram os angiogramas, 

e o seguimento de placas amiloides ao longo de 6 semanas. A partir da 

ana lise das imagens, para metros como tamanho de placas (µm2) e carga 

de placas (% a rea) foram obtidos para ambos os grupos.  
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FIGURA 47. Imagens representativas de microscopia multifoto nica de vasos 

sanguí neos marcados com Texas-Red (vermelho) e depo sitos amiloides marcados 

com Methoxy-XO4 (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 ate  as 30 

semanas de idade de cada camundongo APP/PS1. Entretanto, um tempo 

muito longo para a realizaça o desse tipo de experimento pode levar a 

regeneraça o dos tecidos e do cra nio desses animais. Isso teria feito com 

que o acompanhamento ao longo das semanas fosse prejudicado, 

aumentando a dispersa o de luz e perda de foco. Por esse motivo, os 

depo sitos amiloides encontrados foram acompanhados apenas ate  as 26 

semanas de idade.  

 O tamanho das placas encontradas na o foi significativamente 

afetado pelo tratamento com RuNDI quando analisado semanalmente 
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(Figura 48A), em tempo real, por microscopia multifoto nica. Nenhum 

efeito de interaça o tratamento x sessa o foi observado [F(3,200)=1,296, 

p=0,277] e a avaliaça o semanal individual na o revelou diferenças 

(semana 20: p=0,095; semana 22: p=0,395; semana 24: p=0,431; 

semana 26: p=0,456). Os dados sa o representativos de 3 camundongos 

por grupo e 21-39 placas. 

O mesmo comportamento foi observado para a carga de placas (% 

a rea), [F(3,64)=0,367, p=0,777] (Figura 48B). A avaliaça o semanal 

individual tambe m na o revelou diferenças (semana 20: p=0,693; 

semana 22: p=0,391; semana 24: p=0,621; semana 26: p=0,662). Os 

dados sa o representativos de 3 camundongos por grupo e 4-23 campos. 

As diferenças foram analisadas por ANOVA de dois fatores (tratamento 

x sessa o) e pelo Teste T de Student para amostras independentes. 

 

FIGURA 48. (A) Tamanho de placas amiloides (µm2) e (B) Carga de placas amiloides 
(%) para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja). 
Nenhuma diferença estatí stica observada. 

 

Os resultados obtidos atrave s da MMF sa o 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 contí nuo na o 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).  

 

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. 

 

Apo s atingirem 30 semanas de idade os camundongos foram 

sacrificados para coleta de amostras de sangue e de tecido cerebral. Os 

ce rebros foram pesados logo que coletados para avaliar possí veis efeitos 

sobre o ce rebro, como atrofia cerebral ou outras mudanças 
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morfolo gicas.  Tambe m na o foram observadas diferenças estatí sticas 

significantes para o peso cerebral dos camundongos tratados com o 

complexo RuNDI quando comparados ao grupo controle (Figura 50).   

 

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 sa o amplamente utilizados para detectar e 

quantificar a presença de proteí nas, anticorpos ou antí genos em 

amostras biolo gicas. Neste caso, a te cnica foi utilizada para quantificar 

as espe cies solu veis do peptí deo Aβ em amostras de plasma e tecido 

cortical, bem como as espe cies insolu veis presentes no tecido cortical.  

Nenhuma diferença foi detectada quando os ní veis de Aβ40 

(p=0,376) ou Aβ42 (p=0,498) solu veis no plasma foram comparados 

entre os camundongos APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (Figura 

51). Os dados sa o representativos de 4 camundongos por grupo e as 

diferenças foram analisadas pelo Teste T de Student para amostras 

independentes. 
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FIGURA 51. Ní veis de Aβ40-42 solu veis (ρmol/L) em amostras de plasma sanguí neo 
para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja). 

 

A avaliaça o dos ní veis de Aβ solu vel em amostras de co rtex 

somatossensorial na o revelou diferenças significativas quando os ní veis 

de Aβ40 solu vel (p=0,495) ou Aβ42 (p=0,304) foram comparados entre os 

camundongos APP/PS1 e APP/PS1 tratados com RuNDI (Figura 52A). 

Entretando, ní veis ligeiramente mais baixos de Aβ40 (p=0,143) e 

Aβ42 (p=0,170) insolu vel foram detectados no co rtex dos camundongos 

tratados com RuNDI, embora as diferenças na o tenham atingido 

significa ncia estatí stica (Figura 52B). Diferenças foram analisadas pelo 

Teste T de Student para amostras independentes (n = 4). 

 

FIGURA 52. Ní veis de Aβ40-42 (A) solu veis (ρg/g) e (B) insolu veis (ρg/g) em 
amostras de co rtex para camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI 
(Laranja). 
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3.4.10. Imunofluorescência  

 

Semelhante ao ensaio de ELISA, a imunofluoresce ncia tambe m e  

usada para detectar e quantificar a presença de proteí nas e antí genos 

em amostras biolo gicas, neste caso em tecido cerebral. O ELISA e  uma 

te cnica colorime trica, enquanto a imunofluoresce ncia e  uma te cnica de 

imagem.  

 O princí pio de ambas e  basicamente o mesmo, a detecça o de 

proteí nas ou antí genos especí ficos por anticorpos marcados. O 

anticorpo 4G8 e a Tioflavina-S (ThS) sa o amplamente utilizados no 

estudo de agregados proteicos, como os encontrados na DA. O 4G8 

reconhece a seque ncia 17-24 do peptí deo Aβ, isso permite a 

identificaça o dos tre s esta gios da agregaça o amiloide: os agregados 

fibrilares densos, os depo sitos difusos na o fibrilares e precursores de 

placas. Ja  a ThS se liga especificamente a estruturas amiloides de 

maneira geral, independente da especificidade, contanto que 

apresentem conformaça o de folha-β pregueada. 

 

3.4.10.1. Córtex 

 

As seço es de co rtex coletadas do ce rebro de camundongos 

APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia) submetidas a  

processos de coloraça o com Tioflavina-S e com o anticorpo monoclonal 

4G8 mostram, em verde, depo sitos fibrilares densos marcados pela ThS, 

ao passo que em vermelho esta o marcados por 4G8 depo sitos densos e 

difusos (Figura 53).  
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FIGURA 53. Imagens representativas de microscopia de fluoresce ncia de seço es do 
co rtex de camundongos APP/PS1-Controle (azul) e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia), 
laranja. Depo sitos amiloides foram marcados com ThS (λex: 495nm; λem: 519nm), 
em verde e 4G8 (λex: 540nm; λem: 575nm), em vermelho. 

 

O tratamento com RuNDI em camundongos APP/PS1 na o afetou o 

tamanho das placas analisadas pela coloraça o com ThS (p=0,421) ou 

pela imunofluoresce ncia 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 co rtex 

(Figura 54B), ThS (**p<0,0001 vs. APP/PS1) e 4G8 (**p<0,0001 vs. 

APP/PS1).  
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Ale m disso, tambe m 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 sa o representativos de 4 

camundongos por grupo. 

 

FIGURA 54. Para metros obtidos pela ana lise das imagens representativas do co rtex 
de camundongos APP/PS1-Controle (Azul) e APP/PS1-RuNDI (Laranja) marcados 
com ThS e 4G8. (A) Tamanho de placas (µm2); (B) Densidade de placas (nu mero de 
placas/mm2) e (C) Carga de placas (% a rea). 

 

3.4.10.2. Hipocampo 

 

A Figura 55 mostra as seço es de hipocampo do ce rebro de 

camundongos APP/PS1-Controle e APP/PS1-RuNDI (1mg/kg/dia) que 

foram submetidas a  processos de coloraça o com ThS e com o anticorpo 

4G8. 
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FIGURA 55. Imagens representativas de microscopia de fluoresce ncia de seço es do 
hipocampo de camundongos APP/PS1-Controle (azul) e APP/PS1-RuNDI 
(1mg/kg/dia), laranja. Depo sitos amiloides foram marcados com ThS (λex: 495nm; 
λem: 519nm), em verde e 4G8 (λex: 540nm; λem: 575nm), em vermelho. 

 

As ana lises para o hipocampo mostraram comportamento similar 

a quele observado para tamanho de placas no co rtex. A Figura 56A 

mostra que o tratamento com o complexo RuNDI na o afetou o tamanho 

das placas, ThS (p=0,333) ou 4G8 (p=0,306). Pore m, 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 tende ncia para reduça o da 



 
 

 
104 

 

carga de placas amiloides no hipocampo apo s o tratamento com RuNDI 

em camundongos APP/PS1, embora as diferenças na o tenham atingido 

significa ncia estatí stica, ThS (p=0,082) ou 4G8 (p=0,057). Os dados sa o 

representativos de 4 camundongos por grupo.  

 

FIGURA 56. Para metros obtidos pela ana lise 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 (µm2); (B) Densidade de placas 
(nu mero de placas/mm2) e (C) Carga de placas (% a rea). 

 

O estado da arte para este tipo de estudo foi estabelecido atrave s 

de uma revisa o sistema tica da literatura disponí vel na base de dados 

PubMed, uma plataforma de acesso livre que indexa milho es de artigos 

cientí ficos na a rea de cie ncias da vida e biomedicina. Foram investigados 

artigos publicados sem definiça o de perí odo, utilizando combinaço es 

especí ficas 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 crite rios de inclusa o e exclusa o 

predefinidos, buscando selecionar estudos que abordassem a 

administraça o de compostos de rute nio em camundongos modelos da 

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

o me todo de administraça o; o modelo animal utilizado e os principais 

resultados observados.  

Tabela 6. Levantamento bibliogra ficos realizado na plataforma PubMed para 
aplicaça o de compostos de Ru(II) em camundongos modelos da doença de 
Alzheimer. Os trabalhos foram analisados e sumarizados em: Ano; Composto/Dose; 
Modelo animal; Via de administraça o e principais resultados.  

ANO COMPOSTO/DOSE MODELO VIA RESULTADOS 

2020 

NGF-PCM@Ru e   RBT-

PCM@Ru (20 μg/mL) – 

dose única 

C57BL/6 Intravenoso 
Melhora o déficit 

cognitivo, reduz EO. 

2020 
Ruthenium Red              

(6 mg/kg/dia) – 18 dias 
Sprague-Dawley Intraperitoneal 

Atenua toxicidade 

mitocondrial e a 

porcentagem de células 

apoptóticas. 

2021 
Ru360 (2.25 nmol) –       

4 dias 
Wistar rats Intraventricular 

Melhora o déficit 

cognitivo, ativando 

mecanismos de 

manutenção e estímulo 

de  neurônios. 

2023 

PDA-Ru (20 μg/mL) –    

1 vez na semana, por 

duas semanas 

APP/PS1 Intracraniana 

Sob NIR melhora 

memória, modula 

microglia e alivia 

neuroinflamação. 

2023 
RuO2@Bor (1 mg/kg) –   

3 dias 
C57BL/6 Intraventricular 

Melhora o déficit 

cognitivo, elimina 

deposição de Aβ e 

alivia EO. 

2023 
Ru–HClO (50 μM) – 

dose única 
APP/PS1 Intracraniana 

Monitora a produção de 

ácido cloroso (HClO). 
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Em geral, a maioria dos estudos listados induzem a deposiça o 

amiloide ou deme ncia em camundongos do tipo C57BL/6; Wistar Rats 

ou Sprague-Dawley. Dois estudos utilizam camundongos transge nicos 

APP/PS1.160,161 

Os estudos referenciados demonstram um impacto positivo dos 

compostos de rute nio sobre os efeitos da deme ncia induzida. Os 

resultados mais comuns incluem melhora na capacidade cognitiva 

(aprendizagem e memo ria) e reduça o da neuroinflamaça o.162,163 Apenas 

um dos estudos investigou diretamente a deposiça o amiloide no 

hipocampo de camundongos C57BL/6 com deposiça o induzida, 

revelando a ause ncia de formaça o de depo sitos amiloides nessa regia o 

apo s o tratamento com nanopartí culas de RuO2@Bor (1 mg/kg/dia), por 

tre s dias.164 

Um dos estudos utilizando ratos Sprague-Dawley com deme ncia 

induzida, demonstrou que o tratamento contí nuo com Rute nio Red (6 

mg/kg/dia) durante 18 dias resultou na reduça o da toxicidade 

mitocondrial e da morte celular apopto tica.165  

 No mesmo sentido, o presente trabalho demonstrou que o 

complexo RuNDI reduz a deposiça o de placas amiloides no co rtex e 

hipocampo de camundongos transge nicos APP/PS1. Este estudo avança 

o conhecimento ao acompanhar a formaça o de depo sitos amiloides apo s 

10 semanas de tratamento contí nuo com o complexo RuNDI, na dose de 

1 mg/kg/dia, e motiva a exploraça o de complexos de Ru(II) como 

potenciais terape uticos para a DA. 

Esse comportamento observado para o complexo RuNDI pode ser 

atribuí do, ao menos em parte, a interaço es hidrofo bicas entre a 

estrutura do ligante pNDIp e o nu cleo hidrofo bico do peptí deo Aβ. Essas 
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interaço es provavelmente interferem na organizaça o tí pica da 

agregaça o do Aβ, desviando sua conformaça o para formas fibrilares 

amorfas, como demonstrado nos ensaios de dicroí smo circular, 

nefelometria e TEM. A formaça o desses agregados na o fibrilares pode 

comprometer a estabilidade das placas amiloides, tornando-as mais 

suscetí veis a  degradaça o. Assim, as reduço es observadas na densidade e 

na carga de placas amiloides no co rtex e n hipocampo de camundongos 

tratados com o complexo RuNDI podem refletir na o apenas um 

redirecionamento da via de agregaça o, mas tambe m que os agregados 

amorfos formados podem ser degradados no ambiente cerebral, 

impedindo a formaça o de novos depo sitos amiloides.  

 

3.5. Conclusões Finais  

 

Conclui-se a partir das observaço es experimentais deste trabalho, 

que o complexo RuApy e a insulina humana atuam como moduladores 

no processo de agregaça o do peptí deo Aβ42, interrompendo o 

mecanismo de formaça o de ligaço es de hidroge nio ao longo do eixo de 

crescimento das fibrilas atrave s do impedimento este rico ao redor do N-

terminal. A conversa o da Tyr10 para sua forma anio nica Tyr-O¯ esta  

relacionada com a formaça o e estabilizaça o dessas estruturas e a 

supressa o na formaça o dessas espe cies esta  relacionada com o desvio 

na agregaça o cla ssica do Aβ, levando a formaça o de agregados amorfos 

e na o-to xicos em ce lulas de neuroblastoma.    

 Por sua vez, o complexo RuNDI demonstrou propriedades 

moduladoras do processo de agregaça o do peptí deo Aβ42, levando a  

formaça o de fibrilas amorfas e prejudicando a formaça o de novos 
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agregados. Ale m do aumento significativo da emissa o centrada em 

600nm na presença de fibrilas do Aβ42, indicando uma interaça o 

especí fica com estruturas fibrilares. Em modelo murino transge nico de 

Alzheimer (APP/PS1), o tratamento com RuNDI resultou em reduça o 

significativa da densidade e da carga de placas amiloides no co rtex e no 

hipocampo, o que sugere que os agregados formados sa o mais 

susceptí veis a  metabolizaça o e remoça o, prevenindo a deposiça o 

progressiva. 

Dessa forma, conclui-se que ambos os complexos apresentam 

forte potencial como agentes moduladores da fibrilaça o do Aβ, com 

efeitos comprovados in vitro e in vivo, sendo que o complexo RuNDI se 

destaca como uma plataforma versa til para abordagens terano sticas em 

doenças neurodegenerativas.  
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