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RESUMO

SILVA, Alessandra Carvalho de Souza e. Modelo in vitro para agregacdo amiloide em
formulacéo de insulina regular e o uso de polifendis e vitaminas como excipientes para
estabilizacdo. 2020. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia
Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca caracterizada pelo aumento da glicose no sangue
(hiperglicemia), que pode decorrer de defeitos na secre¢gdo ou na agdo do hormonio insulina,
que é produzido pelas células beta das ilhotas pancreaticas. A insulina é responsavel por
metabolizar a glicose para a producdo de energia, e quando ocorre alguma disfuncdo na
producdo deste hormdnio, para que haja o controle de glicose na corrente sanguinea é
necessario a realizacdo de uma reposicdo exdgena da insulina. Todavia deve-se tomar cuidado,
pois pode ocorrer formacédo de agregados amiloides na insulina, que decorre da desestruturacdo
molecular da proteina fazendo com que ela perca a sua atividade bioldgica. Estes agregados
amiloides na insulina sdo conhecidos na literatura, porém ndo sdo muito bem caracterizados,
além de ndo haver relatos sobre testes de amiloides diretamente na formulacéo do biofarmaco.
Visto isso foi desenvolvido um modelo simples e reprodutivel que mimetiza o transporte e
armazenamento de insulina em condi¢bes ndo refrigeradas, para analise da formacdo de
agregados amiloides dentro da formulacdo de insulina comercial. As formulagdes de insulina
foram submetidas as condi¢des de agitacdo (175 rpm) e temperatura de 37 °C, com
monitoramento através das técnicas de fluorescéncia de Tioflavina T (ThT) e
espectrofotometria de Vermelho de Congo (VC), e a morfologia dos agregados foi verificada
através do uso de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). A partir destas técnicas foi
possivel observar que ha formacdo de agregados amiloides em formulagGes comerciais de
insulina, 0 que pode apresentar uma relacdo direta com a estabilidade e eficacia deste
medicamento em seu uso cotidiano. Sendo assim, o sistema estudado pode ser utilizado no
estudo de agregacdo amiloide e na busca por moléculas com potencial antiamiloidogénico. A
partir do modelo de agregacdo proposto foram avaliadas substancias como excipientes para o
aumento da estabilidade deste biofarmaco. Os resultados mostraram que os polifenois
(curcumina, quercetina e rutina) nao tiveram efeito, enquanto que o uso das vitaminas (acido
ascorbico, retinol e a-tocoferol) tiveram, sendo que o retinol e o a-tocoferol demonstraram um
efeito mais pronunciado que foi confirmado nas 3 técnicas aplicadas. Por conseguinte, estas
duas substéncias apresentaram potencial para 0 uso como excipientes na melhora da
estabilidade de formulagdes farmacéuticas, o que pode gerar no aumento da eficacia e
seguranca do tratamento utilizando este medicamento.

Palavras-chave: agregados amiloide; formulacéo de insulina; estabilidade.



ABSTRACT

SILVA, Alessandra Carvalho de Souza e. Modelo in vitro para agregacdo amiloide em
formulacéo de insulina regular e o uso de polifendis e vitaminas como excipientes para
estabilizacdo. 2020. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia
Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Diabetes Mellitus (DM) is a disease characterized by the increased glucose blood
concentration (hyperglycemia), which may result from defects in secretion or action of
insulin hormone, produced by pancreatic islet beta cells. Insulin is responsible for
metabolizing glucose for energy production, and when some dysfunction in this hormone
production happens, it is necessary to control the glucose in the bloodstream, by an
exogenous replacement of insulin. However, care should be taken, as amyloid aggregates can
be formed, which results from molecular destructing of the protein, causing it to lose its
biological activity. These amyloid aggregates in insulin are known in the literature, but are
not very well characterized, besides there are no reports on amyloid tests directly in the
biopharmaceutical formulation. It was developed a simple and reproducible model that
mimics the transport and storage of insulin in unrefrigerated condition, to analyze the
formation of amyloid aggregates within the formulation of commercial insulin. Insulin
formulations were submitted to agitation conditions (175 rpm) and temperature of 37 °C, and
its activity was monitored by Tioflavin T fluorescence (ThT) and Congo Red
spectrophotometry (CR), and the morphology of the aggregates was verified though the use
of transmission electron microscopy (TEM). It was possible to observe that there is formation
of amyloid aggregates in commercial insulin formulations, which may present a direct
relationship with the stability and efficacy of this drug in its daily use. Thus, the described
system can be used in the study of amyloid aggregation and in the search for molecules with
antiamyloidogenic potential. From the proposed aggregation model, substances were
evaluated as excipients to increase the stability of this biopharmaceutical. Results showed
that polyphenols (curcumin, quercetin and rutin) had no effect, while the use of vitamins
(ascorbic acid, retinol and a. — tocopherol) had, it and retinol and o — tocopherol demonstrated
a more pronounced effect that was confirmed by the 3 techniques applied. Therefore, these
two substances presented potential for use as excipients in improving the stability of
pharmaceutical formulations, which can generate in increasing the efficacy and safety of
treatment using this drug.

Keywords: amyloid aggregates; insulin formulation; stability.
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1.  INTRODUCAO

O surgimento dos medicamentos com base biotecnoldgica revolucionou a industria
farmacéutica, visto que a utilizacdo de farmacos com derivacdo animal podiam gerar alergias
nos pacientes, e a producao via tecnologia de DNA recombinante obtida atraves de processos
bioldgicos tornaram se mais compativeis. A insulina foi o primeiro biofarmaco produzido e que
até hoje é demasiadamente utilizada, devido ao grande aumento de pessoas diabéticas ao redor
do mundo.

O Diabetes Mellitus (DM) trata-se de uma doenca metabolica que ocorre em razdo da
producdo deficiente de insulina ou da resisténcia a sua atua¢do no organismo. E o tratamento
é feito a partir da introducdo de insulina exdgena para regulacdo da glicose no sangue. Pelo fato
da insulina ser essencial no tratamento do DM e a grande ocorréncia de casos de diabetes, hd a
necessidade da realizacdo de estudos sobre eventuais instabilidades que possam ocorrer em
razdo da perda estrutural nativa da insulina, encarregada da atividade bioldgica deste
medicamento.

As instabilidades relacionadas as proteinas estdo relacionadas a doencas que s&@o
caracterizadas por fibras proteicas insolliveis formadas a partir de modificagcdes estruturais
decorrentes de mal dobramento das proteinas, que se depositam em tecidos e nos espacos extra
e intracelulares dos 6rgdos. Doengas muito conhecidas como o mal de Alzheimer, Parkinson,
Diabetes Mellitus tipo 2 séo resultantes da formacao de tais fibras, alem também da formacéo
de agregados amiloides no local de injecéo que podem ser verificados com apari¢ao de nddulos
subcutaneos, no caso da insulina.

Em virtude da maior parte dos trabalhos encontrados na literatura serem relacionados a
formacéo de agregados amiloides em doencas neurodegenerativas, € ndo haver um modelo de
estudo para agregacdo amiloide referente as formulagdes farmacéuticas, o presente trabalho
teve por base o desenvolvimento de um modelo de agregacdo amiloide nas formulagdes de
insulina obtidas diretamente de farmécias. Esta agregacdo pode ser acarretada pela instabilidade
da insulina e a geracao dos agregados pode ocorrer devido a fatores como temperatura, pH e
agitacdo. Sendo assim, € necessario a realizacdo de analises direcionadas a condi¢bes que
possam ocorrer no cotidiano, como 0 armazenamento e transporte deste farmaco.

Baseado na instabilidade deste farmaco e sua grande demanda, se faz torna-se
fundamental um melhor entendimento sobre a estrutura desta proteina, sua estabilidade e os
mecanismos de agregacéo, objetivando a inibi¢do da formacéo dos agregados amiloides com o
uso de substancias com potencial antiamiloidogénico como excipientes da formulacdo de
insulina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Industria Biofarmacéutica

Na década de 70 com o desenvolvimento da engenharia genética houve o surgimento da
biotecnologia no setor farmacéutico, e a partir dela que foi possivel se fazer uso de proteinas
para formulacdo de novos medicamentos, assim como a insulina humana, primeiro biofarmaco
a ser produzido e comercializado (LADISCH E KOHLMANN, 1992; PONTES, et. al. 2018).

Ainda entre os anos de 1922 e 1972, a principio a extracdo da insulina era feita a partir
do pancreas de animais como bois e porcos, e com o auxilio da engenharia genética a insulina
humana comecou a ser sintetizada através da tecnologia de DNA recombinante (LANDGRAF
E SANDOW, 2016). O desenvolvimento do processo de producdo da insulina humana
recombinante iniciou-se devido a escassez de carne bovina e suina na década de 70, restringindo
assim a disponibilidade do tecido pancreético para extracdo de insulina. E naquela época, havia
0 receio de que a demanda de insulina aumentasse de forma acelerada comparado com a oferta
de insulina disponivel para populagdo (LADISCH E KOHLMANN, 1992).

Em 1978, a empresa de biotecnologia Genentech e a empresa farmacéutica Eli Lilly
trabalharam juntamente para obtencdo da insulina humana recombinante na Escherichia coli
(E. coli). O fato da insulina ser uma proteina pequena e nao possuir os residuos dos aminoacidos
metionina e triptofano foram criticos para decisdo da realizacdo da clonagem deste peptideo e
0 rapido processo de fabricacdo, j4 que a presenca destes aminoacidos poderia ocasionar a
hidrdlise e destruicéo do produto (LADISCH E KOHLMANN, 1992).

A insulina humana recombinante apresenta vantagens se comparada a insulina extraida
do pancreas de animais: o fornecimento de insulina recombinante € muito maior, além dela ser
idéntica a insulina humana produzida pelo nosso organismo. Este ultimo fator faz com que a
insulina humana recombinante tenha menor probabilidade de apresentar reagdes imunoldgicas
durante o uso terapéutico do que a derivada de animais. J& que em alguns casos, estas insulinas
animais podem apresentar efeitos adversos, como por exemplo, a insulina suina apos ser
administrada por um longo periodo de tempo pode gerar reacGes alérgicas graves (LADISCH
E KOHLMANN, 1992).

Os biofarmacos sdo medicamentos formados por macromoléculas complexas que
apresentam uma variedade de grupos funcionais suscetiveis a algum tipo de instabilidade
através de diferentes vias de degradacdo que podem decorrer da exposicao a diversas mudancas
e condi¢cdes ambientais. Ha alteracdes no decorrer do processo de producdo do medicamento,
desde o desenvolvimento ou fabricacdo, purificagcdo, formulagdo, embalagem, transporte,
durante o armazenamento até a administracdo no paciente. A ocorréncia de instabilidade em
biofarmacos gera uma preocupacgdo direcionada a sua eficacia e poténcia, porém a maior
apreensdo inclina-se a presenca de produtos de degradacdo que podem levar ao risco de uma
resposta imune a formulagéo aplicada (TAMIZI E JOUYBAN, 2016).

O desenvolvimento de macromoléculas biologicamente ativas como agentes terapéuticos
é demasiadamente desafiadora do que se comparado com drogas de moléculas pequenas, devido
ao fato de serem menos permeaveis através das membranas bioldgicas, possuirem mais
susceptibilidade a degradacdo enzimatica e serem mais propensas a alteracdes estruturais a
partir de determinadas condi¢des. Além do fato de que h& problemas de degradacéo no trato

16



gastrointestinal relacionados a macromoléculas, devido a este motivo esses biofarmacos sdo
administrados via parenteral (WANG, et. al. 2016).

Desde 1982, quando a insulina foi aprovada como o primeiro biofarmaco tivemos o
despertar do interesse das indudstrias farmacéuticas no desenvolvimento de medicamentos com
base na utilizacdo de proteinas. Atualmente podemos encontrar disponiveis comercialmente em
torno de 250 produtos a base de proteinas e que nestas Ultimas décadas veem desempenhando
um importante papel na melhoria da saude dos pacientes. O interesse por este tipo de
medicamento tem por base as vantagens que eles demonstram possuir sob medicamentos
desenvolvidos a partir de pequenas moléculas, como menor toxicidade e uma maior
especificidade em relacdo aos alvos. Entretanto, ha um grande desafio para a formulacdo de
produtos biologicos quando se trata de agregacdo de proteinas, pois pode afetar a qualidade e
eficacia do produto desenvolvido, ou até mesmo provocar uma resposta imune no paciente
(KHODABANDEHLOO E CHEN, 2017).

Sendo assim, o mercado global de biofarmacos apresenta uma grande necessidade de
investimento em tecnologia e pesquisa para producdo de insulina, pois existe um grande
consumo no mercado pelo aumento dos casos de diabetes, devido ao valor de comercializagédo
e a dependéncia de importacdes. E este Ultimo caso pode levar ao risco de pacientes ficarem
sem tratamento caso seja escassa a aquisicdo de insulina no mercado externo (PONTES, et. al.
2018).

2.2. Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus € uma doenca metabdlica definida pela producdo insuficiente de
insulina pelas células beta das ilhotas pancreaticas, que ocasiona o aumento dos niveis de
glicose na corrente sanguinea (hiperglicemia), ou pode ocorrer devido a resisténcia a atuacédo
do hormdnio insulina no organismo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Pode
ser classificada como diabetes mellitus tipo | (DMT1) e o tipo 1l (DMT?2).

O DMT1 decorre de um disturbio autoimune que ocasiona a destruicdo das células beta
das ilhotas pancredticas que sdo as responsaveis pela producdo do hormonio insulina
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Antigamente, o DMT1 era considerado um
distarbio com ocorréncia somente em criancas e adolescentes, todavia na atualidade
demonstrou-se ndo ser verdade, pois 0s sintomas podem ter inicio em qualquer faixa etaria.
Como diagnostico inicial verifica-se os seguintes sintomas: polidipsia (sensacdo excessiva de
sede), polifagia (apetite exagerado) e polidria (aumento da producdo de urina), juntamente com
a hiperglicemia, onde existe a necessidade da reposi¢cdo de insulina exdgena via medicagéo
(ATKINSON, et. al. 2014).

A insulina € um hormonio responsavel pela nutricdo celular, pois tem por funcdo o
transporte de glicose para o interior das células do corpo. Quando ha uma resisténcia a insulina
temos como consequéncia 0 DMT2, onde a glicose é inviabilizada de nutrir as células e devido
a isso observa-se 0 seu aumento na corrente sanguinea. (GUIMARAES E LAZZARETTI,
2017). E é importante frisar que 0 DMT2 corresponde a uma porcentagem de 90 a 95% das
pessoas que apresentam diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Em contraposto ao DMT1 que requer a restituicdo hormonal no organismo, 0 DMT2, ao
menos inicialmente, ndo apresenta a necessidade do tratamento com insulina (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014). Sendo assim, pode ser tratada a partir da associacéo de
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praticas alimentares mais saudaveis com a realizacao de exercicios regularmente (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2009). Isto é demasiadamente importante, pois, a grande maioria
dos pacientes acometidos pelo DMT2 apresentam um quadro de obesidade, e esse acumulo de
gordura corporal pode gerar resisténcia a insulina j& mencionada anteriormente (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Conforme a Federagéo Internacional de Diabetes em 2017, o Brasil apresentou-se entre
0s 10 paises com maior quantidade de pessoas diabéticas entre as idades de 20 e 79 anos (12,5
milhdes) e estima-se que no ano de 2045 esta doenga ird afetar aproximadamente 20,3 milhdes
de pessoas (PONTES, et. al. 2018).

Tendo em vista que a insulina é parte essencial do tratamento de DM e sua grande
incidéncia ao redor do mundo, se faz necessario 0 estudo para analise de possiveis
instabilidades que podem ser ocasionadas devido a perda da sua estrutura nativa, responsavel
pela atividade bioldgica do medicamento.

2.2.1. Insulina

A insulina é um horménio polipeptidico produzido e secretado pelas células beta das
ilhotas pancreaticas, na forma de pré-pro-insulina que posteriormente sofre clivagem gerando
a pro-insulina (Figura 1) que é transportada para o complexo de Golgi (ORIA E BRITO,
2016). No complexo de Golgi ocorre a conversdo da pro-insulina em insulina (Figura 2),
através da remocdao do peptideo C (peptideo de conexao) (KATZUNG, et. al, 2012).

Figura 1: Estrutura da pré-insulina.
Fonte: MedicinaNet.

A insulina tem como funcdo essencial a manutencdo da homeostase glicémica. E esse
hormonio é constituido por duas cadeias: a cadeia A, com 21 residuos de amino&cidos, ligados
através de duas pontes dissulfeto a cadeia B, formada por 30 residuos de aminoacidos
(VALENTE, 2015).
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Figura 2: Estrutura do horménio insulina.
Fonte: OpenStax Biology.

A estrutura monomeérica da insulina foi descoberta em 1926, e trata-se da forma na qual
ela apresenta atividade biolégica. A medida que a concentracdo de insulina aumenta, 0s
mon6meros propendem a formar dimeros que, em solugdes neutras ou moderadamente &cidas
(pH 4-7) e na presenca de ions de zinco levam a formacdo de conformacgdes mais estaveis
conhecidas por hexameros, que sdo constituidos por trés dimeros (Figura 3). Estes dimeros
ficam em torno de dois ions zinco, assim podendo adotar diferentes estados conformacionais,
T6, T3R3 e R6, que se diferenciam na sua simetria e nos arranjos dos primeiros oito residuos
da cadeia B, onde o estado T corresponde a uma conformacao alongada e o R representa uma
forma de hélice (VALENTE, 2015; SCHLEIN, 2017).

Os dimeros e 0s hexameros, apesar de serem inativos, sdo mais estaveis comparados
aos monbmeros. Porém, os hexameros podem apresentar ainda compostos fendlicos nas
formulacdes, como o fenol e o metacresol que lhe proporcionam uma estabilidade ainda
maior. Esta estabilizacdo advém da ligacdo dos compostos fendlicos a uma bolsa na interface
mondmero-mondmero, levando a uma modificacdo da estrutura nos residuos iniciais B1-B8.
Esta alteracdo faz com que a estrutura anteriormente aberta se feche em forma de hélice,
dificultando assim a difusdo dos ions zinco para a parte externa do hexamero, e nao havendo
essa liberacdo ocorre o retardo da agdo da insulina no organismo, pois ndo havera a
dissociacdo em dimeros, e consequentemente em monémeros (VALENTE, 2015). E quando
0s hexameros sdo secretados pelas células beta se difundem na corrente sanguinea por meio
do gradiente de concentracdo, e a partir de repulsdes eletrostaticas e redugdes no gradiente
de concentracdo ha a dissociacdo da estrutura hexamérica em mondmeros, reavendo assim a
sua atividade biologica (PAIVA, 2014).
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Figura 3: Estrutura da Insulina: mondmero até formacgéo de diferentes tipos de hexameros.
Fonte: Adaptado de Schlein, 2017.

O avanco na terapia com insulina deu origem aos seus anélogos, que sdo nada menos do
que alterac@es estruturais na cadeia polipeptidica para haver uma melhora no tempo de agédo do
medicamento (ZAYKOV, et. al. 2016).

A utilizacdo da insulina é adaptada para cada paciente, ou seja, dependera do controle
glicémico, e também pelo seu estilo de vida. Existem diferentes tipos de insulinas, que se
diferenciam pelas suascaracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas (Tabela 1 e Figura
4):

o Insulinas de agdo ultra-rapida: tém por objetivo acelerar a absor¢do da insulina pelo
organismo, minimizando as variacdes de glicemia apos as refeicdes (HIRSCH, 2005). Ex:
insulina lispro, aspartica e glulisina.

o Insulinas regulares: quando em altas concentragdes sofrem auto-agregacao gerando
dimeros que sdo estabilizados ao redor de ions zinco transformando-se em hexameros, e
esta estrutura hexamérica proporciona um inicio tardio e um maior tempo de acdo se
comparado aos andlogos de acdo ultra-rapida. Apos a administracdo subcutanea da
insulina, a estrutura hexamérica formada comeca a se decompor em dimeros e por fim
retorna a sua forma biologicamente ativa, monémeros. Isto ocorre devido ao tamanho e
volume dos hexdmeros que apresentam dificuldade em atravessar o endotélio vascular até
a corrente sanguinea (KATZUNG, et. al, 2012).

o Insulina NPH (Neutral Protamine Hagedorn): possui a sua absor¢édo e inicio de acdo
retardado pela presenca de protamina em sua composicdo. Apds a administracdo
subcutanea, ha a degradacdo da protamina pelas enzimas proteoliticas para proporcionar
a absorgéo da insulina pelo organismo (KATZUNG, et. al, 2012).

o Insulinas de agdo prolongada: atua na manutencdo dos niveis basais de insulina
(KATZUNG, et. al, 2012). Ex: Detemir e glargina.
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Tabela 1: Alteracdes na cadeia polipeptidica de analogos de insulina.

Fonte: Pires e Chacra, 2008.

Anélogos de insulina

Alteracdes na cadeia polipeptidica

Lispro Inversdo entre os aminodacidos (a.a.) prolina e lisina
nas posicoes B28 e B29.

Aspartica Substituicdo do a.a. prolina (B28) pelo aspartato.

Glulisina Substitui¢des: asparagina (B3) por lisina e lisina
(B29) por acido glutamico.

Detemir Remocdo do a.a. treonina (B30) e adicdo do &cido
miristico.

Glargina Adicdo de 2 moléculas de arginina no terminal da
cadeia B e substituicdo da asparagina (A21) por
glicina.

Asparte, lispro,

glulisina

E
: |,
o
E Determir
ﬁ Regular
= J NPH Glargina
3
i i
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Tempo (h)

Figura 4: Esquema da farmacocinética da insulina e seus analogos.
Fonte: Adaptado de Pires e Chacra, 2008.

A formulacéo de insulina é constituida por cloreto de zinco, glicerol, hidroxido de sédio
e/ou &cido cloridrico para ajustes de pH, agua para injetaveis e metacresol. Para a prevenc¢édo do
crescimento microbiano durante o armazenamento a longo prazo € necessario 0 uso de
conservantes, sendo o metacresol o excipiente encontrado na composic¢ao deste medicamento
responsavel por esta acdo, além do seu efeito como estabilizante (GUALANDI-SIGNORINI E
GIORGI, 2001).
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Porém, caso haja reducdo ou perda de estabilidade pode ser devido a formacédo de
agregados, que se refere a alteragdes sofridas pela estrutura nativa da proteina.

Singh e colaboradores (2011) utilizaram um modelo com incubacéo a temperatura de 55
e 65 °C para formacdo de agregados, a partir do uso da proteina citocromo ¢ com adigdo de
metacresol, e monitoramento através do aumento da turbidez da solugcdo. O metacresol foi
adicionado nas mesmas concentracdes nas quais sdo encontradas em formulacGes
farmacologicas, e apresentou um carater indutor de agregacdo na proteina estudada. Porém, foi
demonstrado que o seu uso gerou um desdobramento da proteina em determinada regido, isto
é, a proteina se desdobrou apenas parcialmente.

Visto que podem ocorrer instabilidades mesmo com a presenca do estabilizante padrédo
da formulacéo, é importante o estudo sobre o0 uso e aplicacdo da insulina.

2.3. Amiloidose

O termo “amiloide” foi utilizado pela primeira vez por um botanico chamado de Matthias
Schleiden, que descreveu o amido das plantas. E posteriormente esta nomenclatura foi usada
para descrever dep0sitos macroscopicos anormais nos meados do século XIX por Rudolf
Virchow, que usou uma combinag&o de iodo e acido sulfurico para corar 0s dep6sitos anormais
apresentados em orgdos afetados em seus pacientes. Virchow descobriu que, assim como 0
amido, os tecidos dos 6rgdos analisados por ele apresentaram uma coloragdo azul e, portanto,
recebendo o nome de amiloide (MAKOWSKI, 2009).

Houve relatos de que os 6rgdos afetados pela amiloidose produziam uma quantidade
muito alta de nitrogénio, levando a conclusdo de que a amiloide possui caracteristica
“albuminosa”, ou seja, sua composi¢ao seria de proteinas (BANCROFT, et. al. 2013).

As amiloidoses tratam-se de doencas caracterizadas pelo deposito de fibras proteicas
insolUveis nos tecidos e nos espagos extracelulares e intracelulares de érgdos. Essas fibras
amiloides sdo formadas a partir de alteracbes no desdobramento de proteinas. As fibras
amiloides quando depositadas nos tecidos podem danificar a estrutura e sua funcéo, resultando
em doencas graves como Alzheimer, Parkinson, Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) e no caso da
insulina pode gerar a formacéo de agregados amiloides no local de injecdo (BANCROFT, 2013;
XUE, et. al. 2017).

2.3.1. Amiloidose de Insulina

A insulina é um medicamento que age no controle glicémico de pacientes com diabetes
tipo I e Il e pode ser administrada através de bomba, injecao ou por inalagdo. Todaviaem alguns
pacientes a insulina pode formar um tipo de deposito insolivel no local de aplicagdo. A
amiloidose localizada esta relacionada a terapia com insulina, onde a injecao repetidamente no
mesmo local pode gerar substancias amiloides que ficam depositadas extracelularmente e
podem prejudicar a fungéo do tecido, isto é, formacédo de nédulo subcutaneo no local da injecao
do biofarmaco (GUPTA, et. al. 2015). Este nddulo formado gera uma grande preocupagao, pois
pode afetar consideravelmente o controle glicémico em pacientes com diabetes dependente de
insulina (NILSSON, 2016).

Caso o0 paciente aplique a injegdo em um local que esteja carregado de amiloide, teremos
por consequéncia uma quantidade insuficiente de insulina absorvida para redugdo dos niveis de
glicose no sangue, levando a hiperglicemia. Existem especulagdes direcionadas ao fato de que
a liberacdo de insulina pode ser imprevisivel, quer dizer que os depositos amiloides podem
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desempenhar o papel de um reservatorio que libera a proteina por um periodo de tempo, porém
sem o0 conhecimento do paciente (NILSSON, 2016).

A aplicacdo repetida no mesmo local de injecdo geralmente é devido ao fato de que a
aplicacdo se torna menos dolorosa quando feita sob os nédulos (NILSSON, 2016), porém para
o tratamento aconselha-se a aplicacdo em locais alternados e até mesmo a exciséo cirurgica para
a retirada dos nédulos formados (GUPTA, et. al. 2015; IWAYA, et. al. 2019).

Em 1983, houve o primeiro relato de insulina amiloide em um paciente diabético apés
aplicacdo continua de insulina porcina durante um periodo de 5 semanas, e com isso iniciaram-
se andlises histologicas onde verificaram a formacao de fibras com caracteristicas amiloides
através de microscopia eletronica, além de birrefringéncia verde ap0s coloracdo com o corante
Vermelho de Congo, para investigacdo de substancias amiloidogénicas (NILSSON, 2016).
Visto os diferentes modos de aplicacdo da insulina, desde entdo tém-se problemas com a
utilizacdo de bombas de insulina, que revelaram a presenca de agregados amiloides devido a
aplicacdo regularmente no mesmo local, gerando até mesmo o entupimento do cateter em
alguns casos (BROWNLEE, et. al. 1984). E com relagcdo a administracdo através de inalagao
de insulina em po6 houve a hipdtese de que ela podia agregar na interface ar-tecido e assim se
acumular nos pulmdes, e para a investigacdo deste caso foram realizados testes em
camundongos com resultados de presenca de oligbmeros e fibras amiloides no tecido pulmonar
dos animais (LASAGNA-REEVES, et. al. 2010).

Para evitar este problema ndo sé na injecdo de insulina local como também na propria
formulacdo é preciso entender o funcionamento do mecanismo de formacdo de agregados
amiloides.

2.4. Agregacao de Proteinas

Uma caracteristica provocada pela falta de estabilidade da insulina é a formacdo de
agregados proteicos que pode ser gerada a partir de alteracGes que ocorrem pela acéo de fatores
fisicos como a temperatura, pH, agitacdo (MAHLER, et. al. 2009; WANG, et. al. 2010). A
agregacao de proteinas pode levar a reacBes imunoldgicas adversas nos pacientes, entdo é de
grande importancia um entendimento abrangente da capacidade de formacdo dos agregados
amiloides para a reducdo dos riscos a satde durante o uso deste medicamento.

As proteinas podem sofrer alteracBes na sua estrutura nativa, isto €, pode ocorrer um
enovelamento de forma incorreta, podendo levar a formacéo de proteinas insollveis no meio
intra ou extracelular, que se agregam e formam estruturas fibrilares chamadas de fibras
amiloides, que sdo capazes de se depositarem em diversos 6rgdos e assim acarretar 0 mau
funcionamento destes e ocasionar doencas como o Alzheimer, Parkinson, diabetes tipo 2, dentre
outras (ALMEIDA, 2010).

As proteinas globulares, como exemplo a insulina, possuem a propensdo em adotar e
preservar sua estrutura na forma tridimensional na qual suas superficies hidrofébicas néo
fiqguem expostas atraves do dobramento de sua estrutura. No entanto, podem ocorrer alteragdes
na conformacdo nativa dessas proteinas a partir de diversos fatores comprometendo sua
estabilidade. Sob determinadas condicdes podem formar fibras amiloides altamente
estruturadas, e ndo hé apenas uma via de agregacao proteica, mas uma variedade de condi¢des
ambientais que podem induzir a formacao de agregados amiloides (BRANGE, et. al, 1997). A
estabilidade das proteinas pode ser classificada como fisica ou quimica, onde a primeira
relaciona-se com alteracGes conformacionais e térmicas, gerando assim desdobramentos da
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estrutura tridimensional biologicamente ativa, deshaturacdo, adsorcdo, agregacdo e
precipitagdo, e no caso dos desdobramentos temos uma alteragdo conformacional que pode
induzir a agregacdo irreversivel de proteinas. JA quando tratamos de estabilidade quimica
estamos associando com a formacdo ou quebra de ligacBes covalentes através de oxidacgéo,
reducdo, desamidacdo, hidrolise, dentre outras vias de degradacdo (TAMIZI E JOUYBAN,
2016).

A mudanc¢a do pH da solucdo é um dos pardmetros que pode induzir o aumento da
agregacao proteica, devido ao fato de determinar o tipo e a densidade da carga superficial e 0
grau de rompimento estrutural das proteinas, que afetam ndo apenas as interacGes
intramoleculares como também as interac6es intermoleculares. Consequentemente, o pH e com
0 aumento da hidrofobicidade podem determinar a taxa de agregacéo proteica (WANG, et. al,
2010).

Em solugdes &cidas, a insulina conserva-se na sua estrutura terciaria, mas é basicamente
monomérica quando encontrada abaixo do pH 2, e quando o pH esta acima de 2 tem-se a
presenca de uma maior quantidade de dimeros se comparado aos monémeros, com isso
observa-se o decréscimo da fibrilacdo. E em solugfes neutras (pH 7) apresentam um processo
mais lento do que quando em meio acido, isso é devido ao fato de que a molécula de insulina
em solucdo neutra encontra-se essencialmente na forma hexamérica, que é mais estavel
(BRANGE, et. al. 1997).

Estudos mostraram que na condigéo de pH 2,5, a insulina bovina, formou uma quantidade
expressiva de fibras a 37 °C em poucas horas, todavia apresentou ser mais estavel por meses
em um pH 7, sem agitacdo. Nota-se entdo, que na medida que ha um aumento do pH, a insulina
na sua forma monomeérica sofre uma mudanga de conformacgdo, gerando assim, dimeros,
tetrdmeros e consequentemente hexameros, todavia € na sua forma monomérica que as
proteinas possuem uma maior disposi¢do a formacédo de fibras em virtude da sua extensa area
hidrofdbica exposta (WANG, 1999). As proteinas podem formar agregados ou ndo dependendo
da contribuicdo relativa da atracdo hidrofdobica intermolecular e da repulsdo eletrostatica
(WANG, et. al, 2010).

Com relagdo a concentracdo de proteina, ela também é considerada um dos fatores para
determinacéo de agregacao proteica. O aumento da concentracdo de proteina propicia a geracao
de agregados tanto no periodo de incubacdo, quanto durante 0 armazenamento durante um
longo periodo de tempo. Essa agregacao ocorre devido & aglomeracdo da grande quantidade de
moléculas de proteina no meio (ALAM, et. al. 2017).

A exposigdo de proteinas a condigfes térmicas elevadas também leva & instabilidade
conformacional, e, portanto, a desnaturacdo das mesmas. Ocorre uma aceleracdo das reacoes
quimicas, como a oxidacao e desamidacdo das proteinas, a partir do aumento da temperatura,
que pode levar a geracdo de elevados niveis de agregados. E assim tem-se como consequéncia
a modificacdo direta na conformacao das cadeias polipeptidicas, isto €, a estrutura da proteina
se desdobra, perdendo assim o seu estado nativo, biologicamente ativo (MAHLER, et. al. 2009).

As proteinas sofrem desdobramento acima de determinada faixa de temperatura, definida
por temperatura de desnaturacdo ou transi¢cdo (Tm), que fica por volta de 40 — 80 °C. A Tm
aumenta significativamente quando hd uma diminuicéo da hidratacdo da proteina, onde nota-se
a sua desestabilizacdo estrutural (WANG, 1999).
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O efeito de agitacdo é descrito como um potencial causador de um fenémeno conhecido
por cavitacdo, onde ha a formacéo de espacos vazios ou bolhas dentro do liquido que produzem
um fluxo turbulento que pode resultar na producdo de grupamentos hidroxila e radicais
hidrogénio, levando assim & formacao de agregados de proteina (MAHLER, et. al. 2009).

Thomas e Geer descobriram que juntamente com a agitagdo ha a presenca de um outro
parametro: uma interface liquido-ar para auxiliar na agregacao das proteinas. A agitacdo gera
uma interface liquido-ar que resulta no alinhamento das moléculas proteicas na interface,
desdobrando-as para aumentar a area de contato dos residuos hidrofobicos ao ar, iniciando-se
assim a formac&o de estruturas mais organizadas como € o caso das fibras amiloides (WANG,
1999).

Em 1983, Lougheed e colaboradores realizaram testes com agitacdo, onde submeteram
as suas amostras a uma temperatura de 37°C, com agitagdo em plano horizontal e rotagdo no
plano vertical. Em seus estudos, verificaram que a rotacdo apresentou uma estabilidade muito
mais elevada se comparado as amostras submetidas a agitacdo horizontal. Isto esta relacionado
ao fato de que em plano horizontal hd um maior espaco disponivel para o ar dentro do recipiente,
enquanto no plano vertical o liquido ocupara todo o espaco do interior do frasco, por
conseguinte, o ar ndo terd espaco suficiente para facilitar a formacao de agregados proteicos
por estresse oxidativo.

Na literatura existem diversos estudos que estdo direcionados a formacao de agregados
nas proteinas com algum tipo de interferéncia, porém nenhum deles faz uso de um modelo
utilizando formulagdes, ao contrario deste trabalho que tem como finalidade mostrar que pode
haver formacéo de agregados amiloides também na formulacdo farmacéutica, afetando a sua
estabilidade. A Tabela 2 a seguir mostra alguns desses trabalhos relacionados a agregacao
amiloide, e a partir dela é possivel observar o vasto uso da proteina bovina e humana submetidas
a diferentes condigdes de diluicéo, alteragcdo de temperatura e presenca ou auséncia de estresse
mecanico.

Tabela 2: Exemplos de referéncias com utilizacdo da proteina insulina em diferentes
condicdes para agregacdo amiloide (continua).

Autores Condicgoes

NIELSEN, et. al. 2001 Insulina bovina e humana em 3 meios diferentes: 20%
CH3COOH, 20 mM Tris e 0,1 M HCI; Incubacéo a 60
°C (sem agitacdo) e 37 °C (com agitacao).

GARRIQUES, et. al. 2002 Insulina humana, bovina e analogos dissolvidos em 0,1
M HCI; Incubacéo a 50 °C.

JIMENEZ, et. al. 2002 Insulina bovina dissolvida em H,O; Incubacdo a 60 °C a
temperatura ambiente.

ARORA, et. al. 2004 Insulina bovina diluida em 1 mg/mL de tampéo glicina;
Incubacédo a 37 °C, 44 °C e 50 °C.
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Tabela 2. Continuagéo.
ARORA, et. al. 2004 Insulina bovina; Incubagéo a 100, 120, 130 e 140 °C.

LIBRIZZI E RISCHEL, 2005 Insulina bovina dissolvida em 20% CH3sCOOH e 0,3 M
NaCl; Incubagéo a 60 °C.

GIBSON, et. al. 2006 Insulina bovina dissolvida em 1 M HCI; Incubacéo a 37
°C.
FODERA, et. al. 2008 Insulina humana dissolvida em 20% CHsCOOHe 0,5 M.

Incubacéo a 45 °C sem agitacao.

HONG, et. al. 2012 Insulina bovina dissolvida em 25 mM NaCl / HCI;
Incubacdo a 65 °C.

KHAN, et. al. 2015 Insulina humana em CH3COOH; Incubacéo a 45°C.

Insulina humana dissolvida em 40 mM HCI; Incubacédo
a 70 °C, sem agitacdo.

YOSHIHARA, et. al. 2016
Insulina humana dissolvida em 100 mM HCI; Incubacao
a 37 °C, com agitacao.

ALAM, et. al. 2017 Insulina humana dissolvida em 500 mM KCI-HCI +
NaNs3; Incubacéo a 60 °C.

BERNSON, et. al. 2020 Insulina bovina dissolvida em 100 mM HCI e diluida em
um dos seguintes tampdes: 100 mM glicina-HCI, 100
mM de citrato e 200 mM NaHPO4 ou em 200 mM
acetato de amonio; Incubacéo a 60 °C.

2.4.1. Mecanismo de Agregacdo: Formacéao de fibras amiloides

A estrutura primaria das proteinas é uma sequéncia linear de aminoacidos, sendo o nivel
mais simples de organizacdo estrutural das proteinas. Ja a estrutura secundaria corresponde a
um arranjo espacial dos aminoacidos no esqueleto polipeptidico, ao redor de um eixo
imaginério, e é estabilizada por ligacGes de hidrogénio. Os arranjos da estrutura secundaria
podem ser do tipo alfa-hélice (Figura 5) ou folha beta pregueada (Figura 6 A), ambas foram
propostas no ano de 1951, por Linus Pauling e Robert Corey. A alfa-hélice possui uma estrutura
com uma disposicao helicoidal que se mantem devido a ligagdes de hidrogénio intramoleculares
entre os grupamentos C=0 e NH da cadeia principal, além de possuirem as cadeias laterais dos
aminoacidos projetadas para fora. O arranjo em folha beta pregueada apresenta uma
configuracdo em forma de fitas estendidas, que podem se dispor em dire¢des opostas, ou seja,
com as extremidades N-terminal e C-terminal das folhas beta alternando-se (folha beta
antiparalela, Figura 6 B), ou na mesma direcdo, quando os N-terminais estdo juntos, chamada
assim por folha beta paralela (Figura 6 C). Uma folha beta pode ser formada por apenas uma
cadeia polipeptidica, dobrando-se sobre si mesma, nesta situacdo teremos ligacGes de
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hidrogénio intramoleculares. Porém, se a estrutura de folha beta for formada por mais de uma
cadeia, teremos entdo ligacdes intermoleculares (HARVEY E FERRIER, 2011).

As cadela laterais
dos aminoécidos
se estendem para
fora da hélice.

Ligagdo de
hidrogénio
intracadeia

Figura 5: Estrutura de alfa-hélice.
Fonte: Harvey, 5% ed.

g Ligacoes de hidrogénio entre as cadeias
\

N-terminal

C-terminal

C-terminal

N-terminal

Folha [j-pregueada antiparalela

N-terminal

C-terminal

Cadeias de polipepti
quase totalmente estendidas Folha [j-pregueada paral-ela

Figura 6: A. Estrutura de folha beta. B. Folha beta antiparalela. C. Folha beta paralela.
Fonte: Harvey, 5% ed.

As estruturas amiloides sdo empacotadas e muito organizadas, e apresentam uma
configuracdo do tipo folha beta pregueada. O mecanismo de formacdo de fibras amiloides
(Figura 7) refere-se a uma reacédo de polimerizacdo, e decorre de uma nucleagéo seguida de uma
etapa de crescimento (FALCAO, 2015). A fase inicial trata-se do tempo necessario para a
formacdo de um intermediério amiloidogénico (nucleo), e a partir deste nucleo formado, tem-

27



se a etapa de crescimento, onde o nucleo se associa com mondmeros ou oligdbmeros formando
as fibras amiloides maduras (CHITI E DOBSON, 2006). A formacao das fibras amiloides
apresenta uma diminuicdo a medida que se alcanca o estado de equilibrio, representando assim
0 momento em que ha o esgotamento de estruturas monomericas (ZAPADKA et. al, 2017).

A reversibilidade dos agregados proteicos geralmente é dependente do estagio do
processo de agregacdo, ou seja, na etapa inicial (nucleacdo) ha a presenca de agregados ainda
sollveis, porém gradativamente vao se tornando insoltveis conforme excedem o limite de
tamanho, assim sendo temos a perda da reversibilidade (FINK, A. L. 1998).

Nucleacdo Crescimento  Equilibrio

e
/

A B Cc D

O ==

Percentagem de massa de agregados

’Tem po

Figura 7: Gréfico da representacdo do mecanismo de formagdo amiloide.
A. Proteinas em conformagdo nativa desdobrada. B. Inicio da formagao de estrutura de folha .
C. Formac&o do nucleo. D. Formacgdo de protofibrilas. E. Formagao de fibras maduras.
Fonte: Adaptado de Belo, 2014.

Existe grande preocupacdo com relacdo a perda de estabilidade da insulina, a partir dessas
mudancas conformacionais que podem ocorrer durante a produgdo ou na formulacdo final.
Entdo para a producdo de uma formulacdo estavel ha necessidade da realizacdo de analises
bioldgicas, quimicas e fisicas para a garantia da qualidade e seguranca dos medicamentos
(FROKJAER E OTZEN, 2005).

A industria farmacéutica nao realiza controle para agregados amiloides. Na farmacopeia
brasileira pode-se encontrar ensaios para analise do teor de zinco, analise de pureza através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e testes de seguranca biol6gica, como a
contagem do numero total de microrganismos meséfilos aerdbicos e endotoxinas bacterianas,
porém nada envolvido com os problemas relacionados com a formacéao de agregados amiloides
(ANVISA, 2016). Visto o fato da insulina se desestruturar e apresentar a capacidade de formar
agregados, se faz necessario a inclusdo de técnicas de analise e caracterizacdo de agregados
amiloides em medicamentos bioldgicos para a prevengdo de possivel perda de eficacia do
tratamento.
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2.5. Métodos de Caracterizacdo de Fibras Amiloides

E indispensével o uso de métodos confiaveis e eficazes para anélise e monitoramento da
formacéo de agregados amiloides (Tabela 3), para melhor controlar a estabilidade durante o
processo de fabricacdo até quando o medicamento for aplicado no paciente. Além de que a
elucidacdo das estruturas fibrilares amiloides trata-se de um passo primordial para o melhor
entendimento do mecanismo de sua formacdo, e assim levar a possibilidade do
desenvolvimento de substancias que tenham caracteristicas inibidoras da formag&o das fibras
amiloides.

Tabela 3: Métodos de andlise para o estudo da estrutura proteica desde
0 mondmero até formacdo de amiloides.
Fonte: Adaptado de LI, H. et. al. 2009.

Mondmeros Oligbmeros Protofibrilas Fibras Amiloides
(in vivo)

Estrutura

Secundaria _

Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier

Vermelho de Congo

Fluorescéncia com
Tioflavina T

Microscopia Eletrénica de

Morfologia .
Transmissao

Ha muito tempo tém-se usado de técnicas tintoriais para deteccdo de fibras amiloides,
como o Vermelho de Congo (VC) e a fluorescéncia por Tioflavina T (ThT). A caracterizacdo
também pode ser feita através de técnicas espectroscdpicas que sdo largamente utilizadas para
andlise de estruturas secundarias. In vitro, os estudos séo realizados sob condigdes muito mais
simples do que in vivo, nos permitindo observar e analisar detalhes e interac6es especificas da
estrutura, e como exemplos dispomos dos métodos de dicroismo circular (DC) e espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). E para analise morfolégica temos a
técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (LI, et. al. 2009).

2.5.1. Ensaio de Vermelho de Congo

O Vermelho de Congo (VC) representado abaixo na Figura 8, € um corante que foi
largamente utilizado na industria téxtil com o proposito de tingir fibras de celulose, porém
apenas em 1922 teve seu uso direcionado ao estudo de fibras amiloides. Ele foi descoberto no
momento em que o quimico Paul Bottiger (1883) tentava sintetizar uma substancia indicadora
de pH (YAKUPOVA, et. al. 2018). Porém foi nomeado apenas em 1885, com origem a partir
de uma conferéncia diplomatica realizada em Berlim (1884-1885) para mediacdo de uma
disputa comercial entre coldnias europeias a respeito da bacia do rio Congo na Africa Central
(KYLE, 2001).
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Figura 8: Estrutura do corante Vermelho de Congo.

Em 1886, o Vermelho de Congo foi empregado na deteccdo de acido no trato intestinal
de animais como indicador de pH, e no ano de 1922 tivemos o primeiro registro da utilizacdo
do Vermelho de Congo para identificacdo amiloide através do doutor Hans-Hermann Bennhold
que observou o acumulo do corante no tecido infectado apos inje¢do intravenosa do corante no
sangue de pacientes (HOWIE, 2015; YAKUPOVA, et. al. 2018).

A coloragdo por VC trata-se de um método quantitativo utilizado para identificacdo de
fibras amiloides, tanto in vitro a partir de espectroscopia, quanto em tecidos através da
microscopia birrefringente.

Este corante possui importantes propriedades espectrométricas, onde a sua combinacao
com as fibras amiloides deslocam o espectro de absor¢do UV-visivel de 490 nm para 540 nm
(KLUNK, et. al. 1989). Temos hipoteses de como ocorre a interagdo entre as fibras e o corante:
uma das sugestdes € que intera¢des ibnicas e hidrofébicas possam proporcionar o alinhamento
da moléecula do corante dentro da estrutura fibrilar amiloide, ou, que as moléculas do corante
se direcionam perpendicularmente a direcdo das fibras, havendo assim uma intercalagdo entre
duas cadeias nas folhas antiparalelas (GIRYCH, 2016).

A ligacdo do Vermelho de Congo com as fibras amiloides demonstrou a sua
fluorescéncia, sendo usado como diagnoéstico para determinacdo da amiloidose. E em 1945,
teve-se a primeira descricdo da refringéncia do complexo formado pelas fibras amiloides e o
corante Vermelho de Congo em cortes histologicos, pelo doutor Peter Ladewig, que identificou
mudanca de coloracdo duas vezes de amarelo para verde durante a rotagdo de 360° dos eixos
opticos (HOWIE, 2015; YAKUPOVA, et. al. 2018). Ou seja, presenca de fibras amiloides é
indicada a partir do surgimento desta birrefringéncia “verde-maca” da amostra corada com o
VC ap0s sua exposicao a luz polarizada (YAKUPOVA, et. al. 2018).

Klunk, Pettegrew e Abraham (1989) realizaram estudos espectrofotométricos utilizando
a solucéo de VC, onde misturaram 10 pL de uma suspensao de fibras de insulina (200 uM) a
solucdo tampdo CRBB para totalizar um volume de 2 mL. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente por um periodo de 30 minutos, e as leituras foram feitas nos comprimentos de onda
de 349, 406, 477 e 540 nm. Na Figura 9, observa-se a presenca de trés comprimentos de onda
(349, 406 e 477 nm) nos quais 0S espectros se cruzam, pois, eles possuem absortividades
molares iguais, tais pontos sdo chamados de pontos isosbésticos. E o ponto de diferenca
espectral maximo ocorre no comprimento de 540 nm. Entdo, para a realizagdo do método de
Vermelho de Congo através de espectrofotometria h& apenas a necessidade de se realizar uma
medicdo em 540 nm e em um dos pontos isosbésticos, todavia as absortividades molares destes
sdo conhecidas, Tabela 4. E nota-se que os valores em 477 nm sdo consistentemente 0s mais
semelhantes, ou seja, este € o melhor ponto isosbéstico para realizagdo da metodologia.
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Figura 9: Espectros para diferenciacéo: subtracdo de espectros de VC livre a partir
de espectros de solugdes de VC ligados a fibras de insulina.
Fonte: Klunk, et.al. 1989.

Tabela 4: Absortividades molares de solugdes de Vermelho de Congo.
Fonte: Adaptado de Klunk, W. E.; et. al. 1989.

V)

W2 (nm) ay as % Diff d
540 44578 18.955 57,5
477 34.679 34.722 0,12
406 14.912 14.677 16
349 28.703 28.299 1.4

a - Comprimentos de onda medidos; b — Absortividade molar do VVC ligado a fibras;
¢ — Absortividade molar do VC livre determinado na auséncia de fibras de insulina.
d — Diferenca percentual entre as absortividades molares de VC livre e ligado.

2.5.2. Ensaio de Tioflavina T

Em 1947, o patologista austriaco Hans Chiari descobriu a capacidade de fluorescéncia
dos agregados amiloides, a partir do uso de corantes chamados fluoroforos. Porém, apenas em
1959, Vassar e Culling recomendaram a utilizacdo do fluoréforo conhecido por tioflavina T
(BANCROFT, et. al. 2013).
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Atioflavina T (ThT) é um sal benzotiazolico utilizado para deteccdo de fibras amiloides,
que ao ser combinada com agregados amiloides, tem a excitagdo deslocada de 385 nm para 450
nm e emissdo de 445 nm para 482 nm (Figura 10). Este corante (fluoroforo) apresenta baixa
intensidade de emissdo na etapa inicial de agregacao, isso se deve ao fato de que a estrutura da
ThT possui um eixo de rotacao livre que impede a emissdo em solucéo (Figura 11). O aumento
de fluorescéncia nas etapas avancadas da agregacdo é atribuido ao fato da ligagdo carbono-
carbono entre os anéis de benzotiazol e benzilamina tornar-se fixa, ou seja, apos a ligacdo do
fluoréforo com a estrutura fibrilar ocorre a perda do seu poder rotacional (BIANCALANA E
KOIDE, 2010).
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Figura 10: Aumento da fluorescéncia da ThT apds ligacdo a fibras amiloides.
Fonte: Biancalana e Koide, 2010.
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Figura 11: Estrutura da Tioflavina T.

2.5.3. Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é um método eficiente na avaliacdo da
reorganizacéo estrutural de proteinas para a formacdao de fibras amiloides. Esta técnica permite
visualizar as estruturas proteicas em escalas nanométricas, facilitando assim a caracterizacdo
do material agregado, além de tratar-se de um método realizado com uma maior rapidez, o que
proporciona uma economia de tempo para a avaliagdo dos resultados (GRAS, et. al. 2011).

As imagens que sdo obtidas a partir do MET podem ser utilizadas tanto para andlise
qualitativa, quanto para geracdo de dados quantitativos. Pode-se analisar e verificar o
comprimento, a largura das fibras e o nimero de protofilamentos (GRAS, et. al. 2011).
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Para a obtencdo de um melhor contraste e preservacdo da morfologia contra danos por
radiacdo usa-se a contrastacdo negativa, que se trata de um método rapido de preparacdo das
amostras para MET muito utilizado para analise de fibras amiloides em solucdo. Esta
contrastacdo negativa é feita geralmente por um sal metalico, como o acetato de uranila, que
forma um revestimento sobre a amostra e assim temos uma camada de material estavel a
radiacdo. O feixe de elétrons atravessa a amostra, porém é absorvido pela mancha metalica,
sendo assim, a amostra ird se apresentar clara e a mancha ao redor tera uma aparéncia escura
(GRAS, et. al. 2011).

As fibras amiloides geralmente apresentam uma distribuicdo desigual na grade de
aplicacdo para o MET, ou seja, ttm-se areas com a presenca de muito poucas fibras e outras
com aglomerados densos. Nas &reas com grande quantidade de fibras é observado a presenca
de manchas bastante escuras e ndo é possivel visualizar com muitos detalhes a morfologia
fibrilar, entdo, para uma analise adequada deve-se utilizar uma baixa ampliacao para areas de
baixa densidade fibrilar, e em seguida ir analisando essas areas na maior amplitude que desejar,
como demonstrado na Figura 12 (GRAS, et. al. 2011).

s . .. ,."1?-— .
Figura 12: Comparacéo entre imagens de baixa ampliagdo (a) e alta ampliacdo
(b) de fibras amiloides coradas através de contrastacdo negativa.
Fonte: Gras, et.al. 2011.

2.6. Abordagens Terapéuticas contra Agregacao

O modelo de agregacdo utilizado neste trabalho ap6s passar por monitoramento da
formacao crescente de fibras amiloides e sua caracterizacdo, foi utilizado também com a adi¢éo
de substancias com aspectos inibitérios para analisarmos o comportamento da insulina agora
exposta a mais um componente em sua formulag&o.

As atuais estratégias terapéuticas para a inibicdo da agregacdo amiloide estdo
direcionadas para a utilizacdo de inibidores com acdo antioxidante. Os antioxidantes séo
substancias capazes de eliminar radicais livres, inibir ou prevenir a oxidagdo de outras
substancias quimicas. Seu uso é bastante diversificado, podendo agir na protecdo contra
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oxidacdo lipidica dos alimentos e também proteger as células contra o estresse oxidativo
(SPINOLA, 2011).

O estresse oxidativo provem de uma disparidade entre a formacdo de compostos
oxidantes e a atividade do sistema de defesa antioxidante do organismo, ou seja, temos uma
quantidade excessiva de espécies reativas de oxigénio para a fungdo normal das células,
gerando assim uma sobrecarga na capacidade antioxidante endogena (PORAT, et. al. 2006).
A producdo de radicais livres apresenta grande importancia para as fungdes bioldgicas do
corpo, pois sua geracdo em quantidades adequadas, propicia a producdo de ATP (energia),
através da cadeia transportadora de elétrons, porém quando produzidos em excesso podem
levar a danos oxidativos. O sistema antioxidante tem a finalidade de reduzir ou inibir danos
ocasionados pela atuagdo de radicais livres, que sdo nada menos do que espécies que possuem
um ou mais elétrons ndo emparelhados que Ihe conferem uma alta reatividade. Esse sistema
contra oxidacao pode ser dividido em enzimatico ou ndo-enzimatico (Figura 13), e no presente
trabalho estamos fazendo uso do segundo caso, onde ha a aplicacdo de uma variedade de
substancias com acdo antioxidante, que pode apresentar uma fonte endégena ou ser obtido a
partir de dieta (BARBOSA, et. al. 2010).

Antioxidantes

Enzimaticos [Ndo enzimaticos|

Minerais Vitaminas

Compostos
organosulfurados

Carotenoides

Compostos
fendlicos

Figura 13: Classificagdo de antioxidantes.
Fonte: Adaptado de Ratnam, et.al. 2006.

2.6.1. Inibidores Amiloides

O uso de substancias com potencial antiamiloidogénico tém sido sugerido como uma
estratégia terapéutica para a prevencao e tratamento de um grupo de doengas relacionadas a
distdrbios de desdobramento de proteinas, que sdo caracterizadas pelo acimulo de proteinas
que apresentam alteragGes anormais na sua conformagéo estrutural. Para serem alcan¢ados 0s
resultados desejados, os objetivos das recentes pesquisas estao direcionados para a reducéo da
toxicidade dos agregados, evitando a sua formagao ou tentando resgatar a sua estrutura nativa
juntamente com a sua funcéo bioldgica (DHOUAFLI, et. al. 2018).

Atualmente sdo relatadas em uma variedade de trabalhos, substancias que demonstram
possuir potencial de inibicdo contra agregacao proteica. Ha por exemplo os compostos fenolicos
que sdo um grupo diversificado de pequenas moléculas naturais e sintéticas compostas por um
ou mais anéis fendlicos, sdo reconhecidos pelas suas caracteristicas antioxidantes na prevencao
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de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas
(DHOUAFLLI, et. al. 2018). E nos altimos anos houve um aumento no interesse pelos polifendis
formadas. Os compostos fenolicos naturais sdo conhecidos como fitoquimicos e podem ser
encontrados em ché verde, frutas vermelhas e em uma grande variedade de plantas. Ha relatos
de que alguns polifendis conseguiram inibir a fase de alongamento das fibras, mas néo
interferiram na fase inicial de nucleacdo, isto demonstra que estas substancias ndo reagem com
a forma oligomérica da proteina, mas apenas com sua estrutura amiloidogénica, sendo assim a
ligacdo dos polifen6is como inibidores ndo depende da sequéncia de aminoacidos, mas é
dependente da estrutura conformacional (PORAT, et. al. 2006).

A quercetina é um polifenol natural membro da familia flavona, tém se relatado que esta
substancia apresenta efeito inibitorio contra a formagao de amiloide do peptideo  — amiloide

(AP) que se refere a doenga de Alzheimer ¢ a o — sinucleina relacionada com a doenca de
Parkinson (WANG, et. al. 2011).

Em 2011, Wang e colaboradores investigaram os efeitos da quercetina como um provavel
inibidor amiloidogénico a partir de um modelo utilizando insulina bovina, com monitoramento
por fluorescéncia de ThT e caracterizacdo por MET. Foi utilizada insulina pancreatica bovina
dissolvida em HCI até uma concentracdo final de 1 mg/mL e quercetina (10 mg/mL) dissolvido
em DMSO, com incubacdo a temperatura de 60°C. E para analise em ThT foram preparadas
aliquotas da solucdo de insulina diluidas em tampédo Tris-HCI (pH 8,0). Na Figura 14, é
observado que a quercetina em diferentes concentracGes obteve resultados distintos, onde o
aumento da sua concentragdo demonstrou inibir a formagédo de fibras amiloides durante o
periodo de 6 horas de incubacéo.
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Figura 14: Grafico de fluorescéncia de ThT:
(A) na auséncia de quercetina;
(B) na presenca de quercetina 10 pg/mL; (C) 25 pg/mL e (D) 50 pg/mL.
Fonte: Adaptado de Wang, et.al. 2011.

Os resultados inerentes ao MET ficaram de acordo com o que foi apresentado pelo teste
de fluorescéncia, ou seja, na auséncia de quercetina houve a formacdo de fibras amiloides
longas e organizadas, ja na presenca do inibidor conforme o aumento da sua concentracéo
houve melhores resultados. Entdo com 10 pg/mL de quercetina observa-se ainda a formacao de
fibras s6 que mais curtas, e nas concentrag@es de 25 e 50 pg/mL foram obtidos um material
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proteico com pequenas particulas com estrutura amorfa, confirmando assim a inibi¢do da
formacao de fibras amiloides nestas Gltimas concentracdes (WANG, et. al. 2011).

O aumento de temperatura favoreceu o desdobramento da proteina fazendo com que sua
regido hidrofébica ficasse exposta, ocasionando o aumento da afinidade e capacidade de
formacdo de ligacdo do polifenol com a proteina, através de interacdes hidrofébicas entre o0s
anéis aromaticos e os aminoacidos apolares, acarretando a geracdo de agregados amorfos
(WANG, et. al. 2011).

Outro polifenol, a curcumina vém sendo amplamente utilizado nos estudos sobre
agregacao amiloide, tendo uma vasta repercussao em diversas pesquisas onde demonstrou ser
uma substancia que possui propriedades antiamiloidogénicas em diferentes proteinas como a 3
— amiloide, a — sinucleina, transtirretina, lisozima, insulina, dentre outras. Com destaque para
0 seu grande potencial terapéutico no tratamento da DA, inibindo a formacdo de agregados
amiloides e desestabilizando as estruturas fibrilares ou oligoméricas (ALAM, et. al. 2017).

Rabiee e colaboradores (2013) realizaram experimentos visando a eficacia contra a
fibrilagdo amiloide na insulina com o uso de curcumina. O modelo de agregacdo amiloide
utilizado, foi insulina de origem bovina dissolvida a 1 mg/mL em tampéo glicina 50 mM
contendo EDTA 1 mM que foi dialisada contra 0 mesmo tampao por um periodo de 24 horas.
A solucdo proteica foi incubada a uma temperatura de 37°C, por um periodo de 24 horas e
agitada com o auxilio de barra magnética. E para a investigacdo do poder inibitorio da
curcumina frente a formacao de fibras amiloides, ela foi diluida em DMSO e adicionada em
diferentes concentragdes. A técnica de fluorescéncia de ThT foi realizada a partir de 10 pL das
amostras de insulina adicionados a 590 pL de ThT e incubados por um periodo de 5 minutos, e
para o ensaio de Vermelho de Congo foram utilizados 10 pL da solug&o de proteina, diluida em
solucdo de VC, seguida de incubacdo sem agitacdo por também 5 minutos.

Através da analise por ThT e VC ap6s 24 horas de incubacdo pode se observar que

conforme ha o aumento da concentracdo de curcumina na solucdo proteica temos uma maior
eficacia na inibicdo da geracdo de fibras amiloides, apresentado na Figura 15 a seguir.
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Figura 15: (A) Grafico de fluorescéncia de ThT ap6s 24 horas de incubagdo:
(1) na auséncia de curcumina; (2) na presencga de curcumina 1 pM;
(3) 2 UM; (4) 3 UM; (5) 4 uM; (6) 6 uM e (7) 8 UM.
(B) Gréfico do ensaio de VC ap6s 24 horas de incubagéo:
(1) na auséncia de curcumina; (2) na presencga de curcumina 1 puM;
(3) 2 uM; (4) 3 uM; (5) 4 uM; (6) 6 uM; (7) 8 UM e (8) espectro do VC.
Fonte: Adaptado de Rabiee, et.al. 2013.

Quando a insulina se encontra no estado R, a curcumina apresenta uma conformacéo
alongada na sua ligacdo com a proteina, assim ela consegue se estender por grande parte da
cadeia B, e quando a insulina esta no estado T, a curcumina acopla-se principalmente numa
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conformacdo mais dobrada para haver interacdo com a regido C-terminal da cadeia B (Figura
16) (RABIEE, et. al. 2013).

Figura 16: Diferentes interacdes entre a insulina e a curcumina:
(A) na estrutura de insulina nativa no estado R; (B) e no estado T.
Fonte: Rabiee, et.al. 2013.

Um problema que ndo pode ser descartado com relagdo ao uso de curcumina como
inibidor amiloidogénico é a degradacdo durante longos periodos de incubacao e temperatura
elevada (RABIEE, et. al. 2013).

Em 2015, Yu e colaboradores realizaram experimentos envolvendo a agregacdo da
proteina amilina com uso de rutina para inibi¢do da neurocitotoxidade que esta associada com
a geracdo de placas amiloides no cérebro. A rutina é um flavondide que pode ser encontrado
em diversas plantas e alimentos, e que possui numerosas atividades farmacolégicas, como
propriedades antioxidantes, efeitos anti-inflamatdrios, agdes citoprotetoras contra o
envelhecimento e efeito anti-hiperglicemia. E uma substancia que se destaca pelos seus
beneficios na diminuicdo do estresse oxidativo e apresenta propriedade neuroprotetora contra
DA, comprovados a partir de testes realizados em camundongos, onde demonstraram reduzir o
nivel de oligbmeros Ap.

Yu, et. al. (2015), prepararam a cinética de agregacdo da amilina a partir da dissolucao
da amilina em hexafluoroisopropanol, seguida de dissolucdo em DMSO para 2 mg/mL, diluida
para 10 pM em tampéo fosfato (PBS) e finalmente incubada a uma temperatura de 37°C sem
agitacdo. E a rutina utilizada como inibidor fibrilar foi dissolvida em DMSO e diluida em
seguida com PBS. Para a determinacgdo da formacéo de fibras amiloides foi realizado analise
fluorimétrica com um volume de 10 pL da amostra de amilina incubada na auséncia e presenca
de 100 uM e 300 puM de rutina a 190 puL de ThT em PBS 50 mM.

Na Figura 17 consegue-se verificar graficamente o resultado obtido da incubacgéo na
presenca e auséncia de rutina, que apresentou reducdo significativa da formacdo de fibras
amiloides na amilina com o aumento da concentragdo de rutina de 100 para 300 UM e uma
elevada intensidade quando na auséncia do inibidor. Além disso, foi realizado MET para analise
da morfologia fibrilar, que demonstrou consistir com os resultados obtidos da fluorescéncia de
ThT, ou seja, na auséncia de rutina houve a presenca de grande quantidade de fibras formadas,
e ja com a adicéo deste polifenol a 100 uM foi obtido uma menor quantidade de fibras e apés

38



0 aumento da concentracdo de rutina para 300 uM néo houve presenca de formacdo de fibras
amiloides.
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Figura 17: Grafico de fluorescéncia de ThT para o efeito da agregacdo de amilina.
Fonte: Yu, et.al. 2015.

O mecanismo que envolve a ligacao de agregados amiloides aos compostos polifenélicos
pode fornecer a inibicdo da formacao de fibras, devido a ligacdo da estrutura aromatica do
polifenol, no caso, a rutina, com a estrutura secundéria hidrofdbica da folha beta, e assim pode
haver uma perturbacdo na formacéo de ligacGes de hidrogénio do composto amiloidogénico
através da agdo de hidroxilas como doadores de elétrons. Entdo, neste trabalho Yu, et. al. 2015,
concluiram que a rutina possui potencial inibidor antiamiloidogénico na amilina podendo ser
aplicada no tratamento de doengas neurodegenerativas.

As vitaminas sdo substancias que podemos encontrar no n0sso corpo e que exercem papel
fundamental nas fung@es fisiologicas. E diversos estudos demonstram que elas também
possuem um importante papel na prevencao da agregagdo proteica in vitro e in vivo. Ha relatos
que o retinol e o a- tocoferol possuem grande eficacia antiamiloidogénica e desestabilizadora
da formagdo de agregados amiloides, além de prevenir a morte celular neuronal que é
impulsionada pelo peptideo AP. E esta eficacia das vitaminas em relagdo a desestabilizagao
amiloidogénica € atribuida a atividade antioxidante (ALAM, et. al. 2017).

Em 2019, Alam e colaboradores publicaram um estudo sobre a elucidacdo do retinol
como potencial inibidor contra a fibrilacdo amiloide do AP - 42, e para o preparo da cinética de
agregacdo foram utilizados 100 uM de AR — 42 em PBS 20 mM e incubados a 37°C por um
periodo de 70 horas sob agitacdo constante na auséncia e presenca de retinol e analise realizada
em intervalos de tempo determinados. As amostras foram monitoradas por uso de ThT (Figura
18) e VC em uma concentracdo de 30 pM em ambas as técnicas.
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Figura 18: Cinética de agregacdo monitorada por fluorescéncia
de ThT de AP — 42, na auséncia e presenca de retinol (100 e 200 pM).
Fonte: Alam, et.al. 2019.

No grafico de fluorescéncia de ThT foi possivel observar que as curvas tanto na auséncia
guanto na presenca de retinol atingiram o ponto de equilibrio no mesmo periodo de tempo,
porém a intensidade da fluorescéncia final se diferenciou. Conforme o aumento da concentracéo
de vitamina dentro da solucdo proteica, menor foi a intensidade apresentada, ou seja, menor foi
a quantidade de fibras amiloides formadas no meio. Alam, et. al (2019) realizaram também um
estudo de acoplamento molecular para obtencdo de maiores informacdes sobre o local de
ligacdo/interacdo entre 0 Ap — 42 e o retinol, que foram responsaveis pela inibicdo da formacao
de fibras amiloides. Na Figura 19, verifica-se a interacdo entre o retinol e determinados residuos
de aminoacidos (Lisinal6, Leucinal?7, Fenilalanina20, Alanina2l, Valina24, Glicina25,
Lisina28, Leucina34 e Metionina35) da AP — 42.

Figura 19: Acoplamento molecular do complexo AP — 42 + retinol.
Fonte: Alam, et.al. 2019.

A interacdo dos aminoacidos da regido hidrofobica central da Ap — 42 com a retinol é
responsavel pela ocorréncia da inibicdo da agregacdo, o acoplamento entre eles sugere que haja
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a geracdo de um complexo através de ligacao de hidrogénio e da interacdo hidrofobica (ALAM,
et. al. 2019).

Hasanbasi¢, et. al. (2018) estudaram a formacgao de oligdmeros e de fibras amiloides a
partir de um modelo de agregacéo de human stefin B, proteina recombinante onde a cisteina na
posicdo 3 é substituida pelo trifluoroetanol (TFE), com um sistema de inibicdo utilizando o
acido ascorbico. A cinética de agregacéo foi induzida a pH ~ 5, adicdo de 10% de TFE a solucéo
proteica, a temperatura ambiente. Foi realizado analise por fluorescéncia com a ThT dissolvida
em tampdo fosfato a 15 puM, com 50 pL da solucéo proteica adicionada a 570 pL de ThT para
medicao.

Na Figura 20, observa-se o resultado obtido para acido ascorbico na fluorescéncia por
ThT, onde as concentracdes de 2,5 e 4 UM apresentaram um encurtamento da fase inicial de
nucleacdo, porém apresentaram uma baixa intensidade de fluorescéncia. Isso pode ser
explicado através do efeito de extingdo da ThT, onde pode ocorrer a interferéncia das
substancias inibidoras na intensidade da fluorescéncia, entdo deve-se ter muita cautela no
momento da interpretagdo dos resultados por este método (HASANBASIC, et. al 2018).

O efeito de extingdo da ThT implica em interacdes diretas do fluor6foro com o composto
ex0geno, no caso, os inibidores de agregacao, e/ou podem apresentar competicdo entre a ligacéo
da ThT com as fibras (HUDSON, et. al. 2009). Sendo assim, os autores confirmaram que a
reducdo da fluorescéncia ndo estava de acordo com as microscopias obtidas, pois através do
MET foi possivel verificar que havia uma quantidade maior de fibras maduras nestas
concentrac@es de acido ascorbico, ou seja, neste caso a menor intensidade da fluorescéncia néo
significou menor quantidade de fibras (HASANBASIC, et. al 2018).
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Figura 20: Cinética de agregacao de human stefin B monitorada por ThT
na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de acido ascorbico.
Fonte: Hasanbasi¢, et.al. 2018.

Hudson, et. al (2009) realizaram testes para analise das caracteristicas da interagdo da
ThT com a emissédo de fluorescéncia de alguns polifendis através da absorcdo em UV -visivel
(350 — 650 nm), utilizando solugdes de curcumina, quercetina e resveratrol numa concentragéo
de 100 puM, além de uma solucdo proteica de RCMK-CN (k-caseina bovina carboximetilada) +
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ThT incubada anteriormente por um periodo de 20 horas para formacdo de fibras. O
comprimento de onda de excitacdo para o ensaio de fluorescéncia de ThT é de 440 nm e como
observado na Figura 21, a quercetina e a curcumina apresentaram maximo de absor¢do em 374
e 426 nm, respectivamente, ou seja, a presen¢a de ambas as substancias pode causar efeito de
extincdo da fluorescéncia da ThT, isto &, estes polifendis poderdo absorver a luz requerida na
excitagdo da ThT e a radiacdo de fluorescéncia da ThT emitida. Em contrapartida, o resveratrol
ndo mostrou absorver acima de 350 nm, desse modo ele n&o ira influenciar na fluorescéncia da
ThT.
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Figura 21: Grafico dos espectros de absorcdo de UV-visivel para
caracterizacdo da interagdo de compostos exdgenos com a ThT.
Fonte: Hudson, et.al. 20009.

Estudos sobre a inibicdo da formagdo de agregados amiloides em proteinas nao
relacionadas diretamente a doencas podem fornecer informag6es mais gerais sobre 0s processos
de agregacédo. E como observado em diversas referéncias, as pesquisas relacionadas ao combate
da agregacao proteica estdo voltadas diretamente as doencas que séo provenientes desse tipo de
anormalidade das proteinas. Entdo no presente trabalho a intencéo é de avaliar a formagéo de
agregados amiloides em um importante biofarmaco comercializado, para investigacdo da sua
estabilidade a partir de um modelo de agregagdo que foi inicialmente desenvolvido nesta
pesquisa para, por conseguinte ser feito o uso de determinadas substancias que ja foram citadas
e utilizadas na literatura como potenciais antiamiloidogénicos, para aumentar a estabilidade da
formulacdo de insulina comercial.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver um modelo de agregacédo para
insulina regular comercial, sob condi¢des brandas, simulando situagdes mais proximas a
realidade na qual o0 medicamento pode estar sujeito. E a partir deste modelo, realizar testes de
inibicdo/retardo do efeito de agregacdo na formulacdo usando-se diferentes substancias com
acoOes caracterizadas como potenciais antiamiloidogénicas, para a melhora da estabilidade deste
biofarmaco.

3.2. Objetivos Especificos

. Determinar as condigdes ideais de temperatura, agitacdo e o tempo que viabilizam a
modificacdo estrutural da proteina na formulacdo comercial;

o Com o auxilio de diferentes métodos (espectroscopicos, colorimétricos e analise
morfoldgica), identificar e caracterizar a formacdo dos agregados amiloides no
medicamento;

o Testar diferentes substancias como excipientes na formulagdo de insulina com a
finalidade de inibir ou retardar a cinética de agregacao;

° Estabelecer quais inibidores apresentam resultados satisfatorios e determinar as
concentracOes ideais para a acao destes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Equipamentos
FORMULACOES COMERCIAIS:

Tabela 5: Insulinas Humulin ® e Novolin ® utilizadas nos testes para agregacéo e inibicao

amiloide.
Nome Fabricante Lote Validade Uso

Humulin ® Eli Lilly C809222 01/2020 30/10/2018
C883731 02/2020 27/11/2018;

15/01/2019;

01/04/2019;

16/10/2019

D032707 06/2020 08/10/2019

D116737 08/10/2019;

16/10/2019

Novolin ® Novo Nordisk HS66C02 09/2020 05/02/2019
HS64X78 04/2020 12/02/2019

HS66W90 10/2020 29/05/2019;

28/06/2019

HS66Y75 01/2021 22/07/2019

HS67F02 02/2021 02/09/2019

INIBIDORES:

o Curcumina: Fabricante Sigma-Aldrich, cédigo — V001939-10G, lote — DCB05305V;

o Quercetina e Rutina: polifendis obtidos no laboratdrio Roderick R. Barnes, IPPN — UFRJ;

o Vitaminas: retinol (Fabricante Galena Quimica e Farmacéutica, lote — 1801022702),
acido ascorbico (Fabricante Sigma-Aldrich, lote — 98F0244) e o — tocoferol (Fabricante
Galena Quimica e Farmacéutica, lote —201201708101) obtidos na farméacia universitaria
do CCS — UFRJ.

REAGENTES UTILIZADOS:

e  Agua destilada e Milli-g;
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o Cloreto de Sodio (NaCl): Fabricante VETEC (codigo de catalogo 003132-08), lote —
0905810;

o Dimetilsulfoxido (DMSO): Fabricante VETEC (cddigo de catalogo 347), lote — 1007431,

o Fosfato de Potassio Monobaésico P.A. (KH2PO4): Fabricante VETEC (cddigo de catélogo
225), lote — 0801795;

o Tampéo Fosfato-salino (pastilha): Fabricante Sigma (c6digo de catdlogo 101734447),
lote — # SLBP8218V;

o Tioflavina T: Fabricante Sigma, lote — T3516-25G;

o Corante Vermelho de Congo.

DESCARTAVEIS:

o Eppendorfs (0,2 mL e 1,5mL);

o Falcons (15 mL e 50 mL);

o Grades de microscopia eletronica: Fabricante Electron Microscopy Sciences, modelo
CF300-Cu;

o Membrana de 0,1 um e 0,22 um: Fabricante Millex;

o Seringas com agulha.

EQUIPAMENTOS UTILIZADOS:

Balanca analitica: Fabricante Shimadzu, modelo AY220;

Centrifuga: Fabricante Eppendorf, modelo 5452 Minispin;

Cuba de ultrassom: Fabricante Thornton, modelo T14;

Espectrofotdmetro: Fabricante Thermo Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis;
Estufa: Fabricante Splabor, modelo SP — 200;

Fluorimetro: Fabricante Jasco, modelo FP - 6300;

Homogeneizador de Solugdes: Fabricante Phoenix Luferco, modelo AP22;
Incubadora shaker: Fabricante New Brunswick Scientific, modelo Excella E24;
Microscopio Eletrénico de Transmissdo: Fabricante JEOL, modelo 1200 EX;
Phmetro: Fabricante Hanna Instruments, modelo HI 2221;

Pipetas Automaticas (2 pL, 20 pL, 200 pL e 1000 pL).

42. Metodologia

4.2.1. Padronizacdo da Cineética de Agregacdo Amiloide

O projeto foi iniciado a partir da determinagdo de um modelo adequado e simples para
formacéo de agregados amiloides em insulina regular de origem comercial. O primeiro passo
foi testar as melhores condigdes para a ocorréncia da agregacgéo, entdo foram realizados testes
apenas com variagOes de temperatura em estufa, onde a temperatura foi elevada de 37 °C até 60
°C. Porém, foi verificado que apenas alterar a temperatura ndo ocasionava a formacdo dos
agregados. O préximo passo foi padronizar as condigdes térmicas para 25 e 37 °C, e a adicao
de mais uma condicéo, a agitacdo. Foi utilizado tanto recipiente de plastico como de vidro nas
andlises. E posteriormente, foram adicionadas substancias com potencial estabilizante para
testes de inibicdo dos agregados amiloides.
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4.2.1.1. Cinetica de Agregacdo Amiloide

Foram preparadas amostras em triplicata de insulina regular comercial com e sem
inibidores. As amostras foram submetidas a mudanca de temperatura (25 °C e 37 °C) e agitacdo
(175 rpm — 195 rpm) por um periodo de 48h a 72 h. O monitoramento da formagao de fibras
foi realizado a partir das técnicas de Vermelho de Congo e fluorescéncia por Tioflavina T, no
periodo de 0, 1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72h. Além de cinéticas também realizadas de 2 em 2 horas (Oh
— 24 h), e também obtenc¢&o dos pontos de 48 e 72 horas de cinética para averiguar qual era o
exato ponto no tempo onde a formacdo de agregados se iniciava. A Figura 22 representa o
esquema do passo a passo da cinética de agregacao amiloide da formulacgéo de insulina regular.

Insulina Regular o
Comercial Inibidor

Figura 22: Modelo esquematico da metodologia utilizada no monitoramento da cinética de agregacdo da
insulina regular comercial.

Como inibidores utilizamos 3 polifendis (Figura 23) e 3 vitaminas (Figura 24), que estdo
listados na Tabela 6 com suas respectivas concentracdes:

OH
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Figura 23: Polifenois utilizados como excipientes para inibicdo da formacéo de agregados amiloides
em formulag8o de insulina.
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Figura 24: Vitaminas utilizadas como excipientes para inibi¢do da formacéo de agregados amiloides
em formulagdo de insulina.

Tabela 6: Inibidores de agregacao amiloide e as respectivas concentracfes utilizadas

nos ensaios.
Inibidores
Polifenois Concentracgoes
Curcumina 0,03e0,3%
Quercetina 0,3%
Rutina 0,3%
Vitaminas Concentracodes
Acido Ascorbico 1e10%
Retinol 0,03e1%
a - Tocoferol 0,03,1e10%

4.2.2. Analise de Fibras Amiloides por Espectrofotometria — Vermelho de
Congo (VC)

O corante Vermelho de Congo (VC) foi dissolvido no tampdo CRBB de pH 7,4
constituido de 5mM fosfato de potéssio e 150 mM de cloreto de soédio (NaCl), em seguida a
solucgéo estoque foi colocada em um banho de ultrassom por 15 minutos e depois filtrado com
o0 auxilio de uma membrana 0,22 um. A concentracdo da solucéo estoque de VC foi determinada
a partir de uma aliquota diluida 50x em tampdo, seguida da leitura da absorbancia no
espectrofotometro a 488 nm. A absortividade molar (¢) usada para o calculo da concentragdo
foi de 59.500 L mol? cm?, usando-se a seguinte formula (MONTERO-LOMELI E
RUMJANEK, 2013):

[VC] = DO438 x 50/ ¢

47



As medidas foram realizadas nos comprimentos de onda de 477 e 540 nm. E para calcular
a quantidade de VC que se liga a cada mol de proteina temos:

Mol de VC ligado/Mol de proteina =
DOs40 /25.295 — DO477 /146.306

O Vermelho de Congo adere ao vidro, ou seja, deve-se lavar a cubeta de quartzo do
espectrofotdbmetro com agua, etanol 70% e tampdo CRBB. Para as leituras espectrofotométricas
foram utilizadas concentrac¢des de 20 e 50 uM de Vermelho de Congo.

4.2.3. Andlise de Fibras Amiloides por Espectrofluorimetria — Tioflavina t
(ThT)

A solucéo estoque de tioflavina T foi preparada com concentracdo de 2 mM em 20 mL
de &gua deionizada, em seguida foi particionada com um volume de 500 pL e armazenada no
congelador.

Para andlise de fluorescéncia das amostras de insulina, preparamos o branco com a adicao
de 50 pL da amostra a 495 pL de tampdo PBS 1xapH 7,4 e 5 uL de ThT, e as triplicatas foram
preparadas com a adi¢do de 50 pL da amostra a 445 puL de PBS 1x e 5 pL de ThT.

As medidas de emissdo fluorescente foram realizadas no fluorimetro Jasco FP — 6300,
selecionando-se um comprimento de onda de excitacdo de 450 nm, com leitura de emissdo em
480 nm.

4.2.4. Analise da Cinética de Agregacao

As curvas de agregacdao geradas pelas técnicas de ThT e VC foram ajustadas com a fungéo
sigmoidal usando regressao nao linear no programa SigmaPlot 12.0, usando a seguinte equacéo
(SINEZIA E LIMA, 2019):

Fobs = Fi+Ff/{1+eXp [_tobs_tl/Z'/T]}

F é a intensidade (Fi e Fy, inicial e final, respectivamente), t %2 é o tempo de transicéo de

metade da proteina nativa para formacdo de agregados e T € a fase de
crescimento/alongamento das fibras. E a fase lag onde h& presenca de monbémeros e

oligbmeros soluveis pode ser calculada da seguinte maneira: t1/2 — 2 T.

Foi realizado o teste t de student para andlise estatistica das técnicas de ThT e VC entre
as amostras de controle e cada amostra contendo as substancias usadas como estabilizantes na
formulacdo de insulina comercial, na fase lag e t %%, fase onde ndo ha a presenca de agregados
e o tempo em que metade da quantidade de proteina em solucdo sofreu agregacao,
respectivamente.

4.2.5. Analise Morfologica por Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para esta técnica as amostras foram preparadas da seguinte forma: 5 pL de cada amostra
foram colocadas em grades cobertas por um filme de formvar, transcorrido 1 minuto o excesso
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de liquido foi retirado usando papel absorvente. Em seguida foi adicionado 5 L de acetato de
uranila 5% utilizado como contrastante e se aguardou um tempo de contato de 30 segundos, e
novamente retirou-se o0 excesso.

A caracteriza¢do morfoldgica foi realizada no Centro Nacional de Biologia Estrutural e
Bioimagem (CENABIO — UFRJ). Para a obtencdo das imagens foi utilizado o microscopio
JEOL 1200 EX. As amostras foram preparadas sobre um filme de carbono em grades préprias
para a visualiza¢do no equipamento microscopico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. O Motivo da Escolha da Insulina como Proteina para o Estudo de
Agregacao Amiloide em Formulacéo Farmacéutica

Como medicamento bioldgico mais utilizado no mundo tem-se a insulina, e que é
imprescindivel no tratamento do Diabetes Mellitus (DM), e por esta razdo € de imensa
importancia garantir a estabilidade e a eficicia deste produto. Neste trabalho, nossa
preocupacao esta direcionada ao estudo de fibras amiloides, visto que a agregacdo amiloide
reduz a eficacia do medicamento, entdo o entendimento sobre a cinética de agregacéo € o ponto
inicial para evitar a formacdo dos agregados amiloides, desenvolvendo assim um produto com
melhor qualidade.

O diferencial do nosso trabalho em relagdo aos estudos ja mencionados na literatura esta
no fato de que a nossa pesquisa foi realizada utilizando-se a insulina comercial comprada
diretamente em farméacias, ou seja, realizamos o processo de agregagdo diretamente na
formulacdo do medicamento, e expomos a condic¢des brandas e simples para agregacao proteica.
J& apds revisdo bibliogréfica pudemos notar que ndo ha um trabalho relacionado a agregagéo
amiloide em que os testes tenham sido realizados diretamente numa formulacao
medicamentosa, mas utilizando a proteina insulina em condi¢6es bem drasticas para formacéo
dos agregados.

5.2. Modelo de Agregacéao Proteica Proposto

Inicialmente foram realizadas diversas analises modificando as condi¢fes em que as
amostras foram expostas. Primeiro as amostras de insulina foram submetidas apenas a mudanca
de temperatura em estufa, onde variamos de 37 a 60 °C, porém foi observado que apenas a
mudanca neste parametro ndo era o suficiente para gerar a formacdo de agregados amiloides.
Sendo assim, padronizamos entdo a temperatura para 25 e 37 °C, e foi acrescentado outro
parametro, a agitacdo dos frascos em um homogeneizador de solucdes vertical e em um shaker
horizontal.

Através da técnica de fluorescéncia de ThT foi possivel observar que o modelo realizado
a 37°C e agitacao horizontal (Figura 25) mostrou o inicio da agregacdo amiloide em 8 horas de
cinética. A curva de 72 horas apresentou uma menor intensidade se comparado aos pontos de
24 e 46 h, isso devido provavelmente a dificuldade apresentada pela maior quantidade de fibras
em passar pela abertura da ponteira.
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Figura 25: Ensaio de fluorescéncia de ThT a temperatura de 37 °C com agitagdo horizontal.

Outro modelo de cinética de agregacdo foi realizado a partir de uma temperatura de
25°C com agitacdo vertical (Figura 26). O inicio da agregacdo neste modelo ocorreu apds 72
horas de cinética, porém apenas apdés 8 dias foi observado um sinal com um valor de
intensidade mais significativa. Esta cinética foi estendida por mais um dia (9 dias) para a
anélise da intensidade do sinal de fluorescéncia para comparacdo com a cinética do modelo
anterior com agitacdo horizontal.
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Figura 26: Ensaio de fluorescéncia de ThT a temperatura de 25 °C (A) com agitacdo vertical
(B) e ampliacdo para andlise do ponto inicial de agregacdo (continua).
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Figura 26. Continuagéo.

A diferenca do tipo de agitacdo também foi um ponto significativo, onde nota-se que a
amostra quando agitada horizontalmente favorece a geracdo de uma interface liquido-ar o que
ocasiona o desdobramento da estrutura das proteinas para que possa haver um aumento da area
de contato dos residuos hidrofébicos ao ar. Ao contrario da agitacdo vertical, em que a amostra
ocupa todo o interior do frasco (LOUGHEED, et. al. 1983).

Isto pode explicar a diferenga entre os resultados em que a cinética onde as amostras
foram colocadas em agitacdo vertical, foram observados um sinal de intensidade de
fluorescéncia de ThT significativa somente apds 1 semana. Ja as amostras submetidas a agitacao
horizontal o inicio da agregacéo foi logo apds 4 h de cinética.

Apos testes com estes dois tipos diferentes de agitacdo foi verificado que o mesmo
também influenciava na formacdo de agregados, ou seja, a combinacdo correta do tipo de
agitacéo e o aumento de temperatura favorecem a formagéo de agregados amiloides.

Entdo o modelo de agregacdo proposto para insulina regular comercial foi por fim
padronizado com agitacdo horizontal (175 rpm) a uma temperatura de 37°C, e sob essas
condigdes foi obtido uma coeréncia entre os resultados do VC e o de ThT. Através da técnica
de VC (Figura 27) observa-se que ja nas primeiras horas h4 o inicio da formacao de fibras
amiloides, devido ao aumento da intensidade com o decorrer do tempo.
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Figura 27: Cinética de agregagdo amiloide de insulina regular comercial
a 37 °C e 175 rpm monitorado por espectrofotometria de VC.

Pela técnica de fluorescéncia de ThT (Figura 28B) é observado uma fase lag curta, com
agregacgéo iniciada em 4 horas de cinética, seguida de uma longa fase de crescimento e
amadurecimento das fibras até chegar ao seu equilibrio entre 48 e 72 horas de cinética. E a
partir de um grafico de intensidade x tempo (Figura 28A), verifica-se 0 aumento gradativo da
intensidade no decorrer do tempo de cinética, mostrando a elevada concentragdo de fibras
amiloides no meio.

Intensidade, ThT (U.AL)

460 470 480 490 500 510 520

Comprimento de onda (nm)

Figura 28: Cinética de agregacdo amiloide de insulina regular comercial
a 37°C e 175 rpm monitorado por fluorescéncia de ThT:
(A) Gréfico de Intensidade x Comprimento de onda (nm) e (B) Intensidade x Tempo (h) (continua).
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Figura 28. Continuacéo.

A mudanca na morfologia da formulagdo de insulina regular pode ser observada na
Figura 29 através do MET realizada, onde nota-se que inicialmente em 0 horas, com a
insulina retirada diretamente da geladeira ha a presencga apenas de estrutura amorfa, livre da
presenca de agregados. Porém, apos 4 horas de cinética a formulacdo de insulina comeca a
sofrer leves modificagdes estruturais, ou seja, verifica-se a transi¢do entre a forma nativa e a
forma fibrilar, ja a partir de 8 horas é observado a formacdo das fibras amiloides misturadas
ainda a partes amorfas presentes, e por fim temos a completa transformacdo da estrutura
nativa da insulina em uma forma completamente fibrilar.

de insulina regular (aumento de 25.000 e 50.000 cada): (A) e (B) insulina 0 h;
(C)e (D) 4h; (E)e (F)8h; (G) e (H) 24 h (continua).
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Figura 29. Continugéo.

Este modelo de agregacdo proteica foi desenvolvido com a finalidade de mimetizar o
transporte e armazenamento em condicdes ndo refrigeradas da formulacdo de insulina. E a partir
dos resultados analisados pode-se verificar que este biofarmaco sofre instabilidades. A
formulacgdo foi exposta a condigdes do cotidiano, em que ndo houve nenhuma altera¢do na
composic¢do da formulacdo, ou seja, 0 medicamento foi adquirido diretamente de farmacias, e
submetido a agitacdo que pode ocorrer no momento do transporte deste medicamento e 0 uso
de uma temperatura de 37 °C, que é compativel com as médias nacionais. Este modelo
demonstrou ser reprodutivel e simples, podendo ser utilizado para o estudo de substancias
inibidoras de agregacdo, mas também no controle de qualidade de biofarmacos.

5.3. Mecanismo de Inibicdo de Agregados Amiloides

O mecanismo de inibicdo de agregados amiloides pode suceder de diferentes modos
(Figura 30). Os polifendis contribuem significativamente para o efeito antiamiloidogénico
como inibidores a partir do seu carater hidrofobico e/ou aromético. Determinados polifendis
possuem um efeito terapéutico atribuido a presenca de anéis aromaticos, que originam a
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diminuicdo da formacdo de fibras. O efeito destes residuos aromaticos é conferido pelas
interagdes hidrofobicas com os aminoécidos aromaticos na estrutura proteica amiloide,
interrompendo assim o processo de automontagem (PORZOOR, et. al. 2015). Tem-se também
a interacdo m — 7, em que os anéis aromaticos dos compostos fendlicos interagem com 0s
residuos aromaticos da proteina associando-se através de empilhamento (KOTORMAN, et. al.
2017).
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Figura 30: Possiveis interacOes entre proteinas mal dobradas e moléculas de inibidores.
Fonte: Cheng, et.al. 2013.

Os inibidores quando penetram no “sulco” das fibras amiloides podem estabelecer
interacBes aromaticas e ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos localizados
nessa regido molecular, induzindo assim a desagregacdo/desestabilizacdo da estrutura fibrilar
pré-formada. Os aneis aromaticos dos inibidores interrompem a organizacao da fibra devido a
atracdo e repulsdo entre o inibidor e os residuos de aminoécidos da proteina. Isto gera o
alargamento deste sulco fazendo com que a estrutura fibrilar comece a se desestruturar e
quebrar. A planaridade da estrutura do inibidor também é outro aspecto importante, pois é este
efeito que pode aumentar o contato superficial da molécula inibidora com os residuos proteicos,
e as estruturas de ressonancia destas moléculas fornecem uma planaridade suficiente para uma
melhor penetracdo no espaco entre as fibras (LAKEY-BEITIA, et. al. 2014).

Estes possiveis mecanismos de interacdo entre proteinas mal dobradas e substancias
inibidoras encontram-se muito relacionados ao uso dos polifendis, porém acreditamos que
possa ocorrer também com diferentes grupos de substancias que possuam caracteristicas
estruturais semelhantes.
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54.  Formulacéo de Insulina Regular com Adicéo de Polifenois como
Antiamiloidogénicos

Inicialmente foram realizadas cinéticas em um periodo de 48 h e também o uso de uma
concentracdo de 0,03 % de inibidor. A cinética foi entdo padronizada para um periodo de 72 h
com uma concentracdo de 0,3 % dos inibidores polifendlicos e leituras pontuais mais regulares
(2 em 2 horas). Na Figura 31, verifica-se que o resultado pelo método de VC mostrou que 0 uso
de substancias polifendlicas para a estabilizacdo da formulacédo de insulina ndo foram eficientes,
pois as intensidades dos sinais foram superiores ou iguais ao do controle de insulina.

—#— Controle

—— Curcumina 0,3%
{3— Quercetina 0,3%
{3 Rutina 0,3%

Absorbéncia U.A.

| |
40 60 a0

Tempo. h

Figura 31: Cinética de agregagdo amiloide de insulina regular comercial com a adicéo
de polifendis a 37°C por 72 h, acompanhado por espectrofotometria de VC.

A partir do método de fluorescéncia de ThT (Figura 32) pode-se observar as mesmas
caracteristicas para a curcumina e quercetina, porém a rutina apresentou um menor tempo de
laténcia (fase lag). A amostra contendo rutina como inibidor mostrou um inicio de agregacéo
apenas apés um periodo de 12 h, todavia igualmente a cinética anterior apresentou 0 mesmo
valor de intensidade.
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Figura 32: Cinética de agregagdo amiloide de insulina regular comercial com a adi¢do
de polifendis a 37°C por 72 h, acompanhado por fluorescéncia de ThT.

Diversos trabalhos sugerem que ensaios de ligagdo de corante ThT na analise de formacéo
de agregados amiloides com adicdo de pequenas moléculas com potenciais
antiamiloidogénicos, podem estar sujeitos a resultados incorretos devido ao fato de que tais
corantes podem formar micelas a partir da combinacdo de regido polar e hidrofobica da
molécula de ThT, que véo interagir com as moléculas de inibidores, podendo assim influenciar
nas propriedades espectrais dos proprios corantes e afetar o efeito inibitério (KHURANA, et.
al. 2005). Para o ensaio utilizando tal corante, as substancias escolhidas como inibidores
amiloides ndo devem apresentar nenhuma atividade espectral na mesma faixa do corante, para
que ndo ocorra interferéncia no resultado da ligacdo do corante com as fibras a serem formadas
(JAMESON, et. al. 2012).

Outra condi¢do que pode acarretar respostas erréneas destes ensaios envolve ligacao
competitiva da molécula do corante e dos inibidores com as proteinas agregadas. Caso o
inibidor e o corante se liguem no mesmo local da proteina agregada, havera competicdo do
inibidor com o corante pelo local de ligacdo. 1sso pode ocasionar uma ligacdo menos eficiente
do corante aos agregados e certamente alterar a intensidade do sinal (HUDSON, et. al. 2009;
BIANCALANA E KOIDE, 2010; JAMESON, et. al. 2012).

O uso de polifendis como inibidores de fibras amiloides na formulagdo de insulina regular

apresenta algumas ressalvas, por exemplo, estas substancias podem absorver a luz requerida na
excitacdo da ThT e a radiacdo de fluorescéncia da ThT emitida (HUDSON, et. al. 2009).
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A curcumina € um polifenol altamente fluorescente quando ligado a regides hidrofdbicas
de proteinas, além de que o seu espectro de absor¢ao possui um valor maximo em 426 nm, ou
seja, proximo ao comprimento de onda de excitacdo da ThT (450 nm). Entdo uma andlise de
fluorescéncia de ThT utilizando a curcumina como substancia inibidora da formacéo de
agregados amiloides pode resultar em incoeréncia devido a esse efeito espectroscopico que
pode gerar um falso positivo (HUDSON, et. al. 2009; JAMESON, et. al. 2012). E no presente
trabalho pode-se confirmar este efeito, pois ao analisar as Figuras 31 e 32 (pag.57 e 58) observa-
se que a curcumina no ensaio de fluorescéncia de ThT n&o apresentou nenhum sinal de
intensidade, gerando assim um resultado negativo em ThT, porém através do método de VC
houve a presenca de um sinal de intensidade alto, tendo um resultado positivo.

Para confirmacdo deste dado foi feito uma espectroscopia UV-visivel da curcumina
(Figura 33), e a partir do gréfico obtido analisa-se que a curcumina absorve na faixa de
comprimento de onda da ThT, afetando assim a intensidade da luz requerida na excitagdo do
corante. Além de absorver na faixa dos comprimentos de onda de absor¢do do VC (477 e
540 nm), sendo assim, ndo se trata de substancia adequada para ser utilizada em ambas as
técnicas.
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Figura 33: Espectro de absorcdo de UV-visivel da curcumina.

Outra complicacdo no uso de curcumina como inibidor além dos seus problemas
relacionados as técnicas de fluorescéncia, esta relacionada a sua degradacdo. Em 1997, Wang
e colaboradores incubaram a curcumina em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 a 37 °C e o resultado
foi que em apenas 30 minutos 90% da substancia havia se decomposto. Isto é devido ao fato da
curcumina apresentar como principal restricdo para a aplicacdo terapéutica a sua baixa
estabilidade em pH fisioldgico (JHA, et. al. 2016), situagdo que nos prejudica também na
pesquisa, pois as condigOes testadas séo em situacdes reais (pH da formulacédo entre 7 e 7,8),
inviabilizando o seu uso como estabilizante em formulacdo farmacéutica.

No caso da quercetina, outro polifenol muito utilizado como inibidor contra agregacao
amiloide, apresenta um maximo de absor¢do em 374 nm, que pode se sobrepor de forma minima
ao espectro de absorcdo da ThT ndo acoplada que é de 350 nm, e pode se sobrepor de modo
parcial a absorcdo da ThT ligada em 450 nm (HUDSON, et. al. 2009; JAMESON, et. al. 2012).
E através do UV-visivel (Figura 34) realizado observa-se que h& exatamente este pico de
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absorcdo, corroborando os resultados obtidos pela fluorescéncia de ThT, onde pode-se verificar
um sinal baixo.
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Figura 34: Espectro de absorcéo de UV-visivel da quercetina.

Os resultados do ensaio de ThT se comparados com os de VC para a quercetina
demonstraram que tal substidncia apresentou uma menor intensidade no método de
fluorescéncia de ThT confirmando os efeitos espectroscopicos relacionados ao uso da
quercetina como inibidor. Ja os resultados relacionados a espectrofotometria de VC mostraram
uma maior intensidade para quercetina, sendo assim, o uso do corante VC demonstrou ser uma
alternativa viavel e importante no presente trabalho, pois atraves desta técnica pode-se
comprovar a veracidade dos resultados obtidos a partir da técnica de fluorescéncia por ThT, e
além disso, verificou-se que a curcumina que teve um resultado negativo em ThT, apresentou-
se positivamente no VC.

O uso da técnica de fluorescéncia utilizando ThT para monitoramento da cinética de
agregacdo de proteinas com a adi¢do de polifendis para inibi¢do da formacéo de fibras amiloides
deve ser acompanhado de outros métodos para confirmacéo dos resultados, pois a presenca dos
anéis aromaticos fendlicos pode tornar tais substancias fluorescentes, interferindo assim num
resultado com 100% de confiabilidade (HUDSON, et. al. 2009), sendo assim, para averiguacdo
dos resultados obtidos ha a necessidade de uma terceira técnica para confirmag&o.

Com o auxilio da técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo (Figura 35) foi
possivel observar que as 3 substancias polifenolicas apds 24 horas de cinética apresentaram
estruturas fibrosas em certo nivel de agregacao, isto é, consegue-se diferencia-las através da
morfologia apresentada. Este periodo de 24 h foi escolhido devido ao fato de que neste ponto
da cinética o controle ja apresentava boa quantidade de fibras para comparagdo com amostras
contendo inibidores.

O uso da curcumina fez com que a insulina apresentasse similaridade com o controle
obtido no mesmao periodo de tempo (24 horas), sendo assim € observado uma estrutura bastante
fibrosa, havendo somente a presenca de fibras, ou seja, a curcumina ndo demonstrou ser
eficiente contra a formacdo de agregados amiloides na formulacdo de insulina. A adicdo de
quercetina a formulacéo demonstrou um melhor resultado, mesmo apds ampliagdo da imagem
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microscépica podendo ser confirmado que ha formacéo de fibras, também ha presenca de uma
maior parte estrutural amorfa, mostrando que a quercetina retardou a formacao de agregados
amiloides por maior periodo de tempo. E a rutina também mostrou uma morfologia fibrilar, ndo
sendo um bom inibidor para uso como estabilizante da formulacéo de insulina, deste modo o
uso de polifendis ndo demonstrou ser capaz de aumentar a estabilidade do medicamento.

1000 nm

1000 nm

Figura 35: Imagens de MET da cinética de agregacédo da formulagéo de insulina regular
na presenca de polifendis (0,3% em 24 h), (aumento de 25.000 e 50.000 cada):
(A) e (B) controle de insulina 0 h; (C) e (D) controle de insulina 24 h;
(E) e (F) curcumina; (G) e (H) quercetina; (I) e (J) rutina.
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Figura 35. Continuacéo.

Apos a realizacdo do MET podemos observar que a quercetina nao apresentou resultado
tdo satisfatorio como inibidor amiloide, pois conseguimos presenciar a grande quantidade de
fibras amiloides formadas, sendo o ensaio de VVC mais confiavel neste caso.

55. Formulagéo de Insulina Regular com Adicao de Vitaminas como
Antiamiloidogénicos

O uso de vitaminas como inibidores de agregacdo teve inicio primeiramente com a
realizacdo de cinéticas de 48 h e além da concentracdo de 1 % foi utilizado 0,03 e 10%. A
concentracdo de 0,03 % mostrou baixo poder anti agregacdo. 10 % inibindo a formacdo de
agregado, mas tornou-se inviavel devido a grande quantidade de inibidor adicionado a amostra
de insulina, o que dificultava até mesmo na solubilizacdo da amostra. Entdo foi padronizado
para a concentragdo mais adequada ao procedimento (1 %).

Se compararmos os resultados obtidos entre as técnicas de VC e ThT (Figuras 36 e 37)
para 0 monitoramento das amostras de formulacdo de insulina com adicéo de vitaminas, tém-
se que apenas as amostras contendo &cido ascérbico apresentaram diferenciacdo. A amostra
contendo &cido ascorbico quando analisada por espectrofotometria de VC apresentou um
aumento significativo da intensidade chegando a se igualar ao controle, mostrando uma baixa
eficacia da acdo antiamiloidogénica na formulacédo de insulina regular. Ja quando analisada por
fluorescéncia mostrou uma situagao oposta, onde agora a curva com acido ascorbico apresentou
baixa de intensidade, chegando rapidamente ao equilibrio, demonstrando neste caso ser uma
substancia com potencial antiamiloidogénico expressivo.

A amostra contendo o — tocoferol apresentou aumento significativo da intensidade apenas
apos 48 h de cinética em ambas as técnicas, porém mais expressivamente no uso da técnica de
VC. Ao final da analise em 72 h o ponto obtido foi aproximado ao do controle da formulacéo.
J& a adicdo de retinol se apresentou estavel no VC e ThT, mostrando uma maior estabilizacdo
da formulacdo do medicamento contra a formacdo de agregados.
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Figura 36: Cinética de agregacdo amiloide de insulina regular comercial com a adi¢do de vitaminas a 37°C por
72 h, acompanhado por espectrofotometria de VC.
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Figura 37: Cinética de agregacdo amiloide de insulina regular comercial com a adi¢éo de vitaminas a 37°C por
72 h, acompanhado por fluorescéncia de ThT.

Nas microscopias das amostras com adic¢do de vitaminas (Figura 38) observa-se que tais
substancias ap6s 24 horas de cinética apresentaram caracteristicas morfologicas bem distintas.
A amostra de insulina contendo retinol apresentou um formato arredondado com tendéncia a
formar pequenos aglomerados, sem qualquer presenca de estruturas fibrosas. Ja as amostras
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contendo acido ascorbico e o — tocoferol indicam que houve formagdo de fibras. Contudo a
amostra de insulina contendo acido ascorbico apresentou uma alta densidade de fibras geradas,
porém na presenca de o — tocoferol repara-se que as estruturas fibrilares ainda estdo em
desenvolvimento.

- 1000 nm

1000 nm

1000°'hm 500 nm

Figura 38: Imagens de MET da cinética de agregacdo da formulacéo de insulina regular
na presenca de vitaminas (1% em 24 h), (aumento de 25.000 e 50.000 cada):
(A) e (B) controle de insulina 0 h; (C) e (D) controle de insulina 24 h; (E) e (F) retinol;
(G) e (H) écido ascérbico; (1) e (J) a — tocoferol (continua).
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Figura 38. Continuacéo.

A maioria dos trabalhos relacionados ao estudo de inibicdo de agregados amiloides
mencionam o uso de antioxidantes como substancias que apresentam grande potencial contra a
formagdo de agregados. Porém, neste trabalho foram utilizadas substancias inibidoras que
apresentavam acdo antioxidante, e a partir dos resultados obtidos pode-se especular que a
inibigdo ndo esteja relacionada ao poder antioxidante destas substancias. Por exemplo, foi
utilizado a 4cido ascérbico que € um importante antioxidante, todavia ndo demonstrou ser um
bom inibidor contra formac&o de agregados amiloides. Porém € dito que agentes antioxidantes
altamente potentes possam aumentar o alongamento da estrutura, sendo assim, as substancias
antioxidantes possuem a capacidade de determinar se a fibrilacao seré reduzida ou aumentada
(SHOVAL, et. al. 2007).

No presente trabalho, tem-se o0 uso de substancias como excipientes para 0 aumento da
estabilidade da insulina atraves da inibicdo de agregados amiloides, que possuem em suas
estruturas anéis aromaticos passiveis de ressonancia, como é o caso do o — tocoferol que
apresentou um resultado interessante. Pois apds 24 horas de cinética pode-se verificar o inicio
da formacdo de agregados, ou seja, ainda no processo de organizacao estrutural entre estruturas
monomeéricas e fibrilares. Sendo assim, a adi¢do desta substancia demonstrou retardar bem a
formacéo de fibras amiloides maduras se comparada ao acido ascorbico e aos polifendis.

Ja o uso de retinol como inibidor de agregacdo proteica apresentou o melhor resultado
dentre todos os inibidores testados. A estrutura do retinol apresenta cinco ligacbes duplas,
aumentando a quantidade de estruturas de ressonancia que podem ser formadas, aumentando
assim sua planaridade para uma infiltragdo com maior facilidade no sulco hidrofébico das
proteinas agregadas.

A partir dos resultados obtidos é possivel observar que o modelo funciona apenas para
determinadas substancias, visto que a literatura descreve a alta funcionalidade dos polifendis
como inibidores amiloides (CHENG, et. al. 2013), porém nado apresentaram aplicabilidade
quando usados no modelo proposto.

Por outro lado, o uso de retinol e o — tocoferol foram promissores, além de possuirem a
vantagem de serem substancias que podem ser injetadas no corpo, ao contrario dos polifendis
que devem ser administrados através de via oral, o que dificultaria 0 uso como excipiente na
formulacdo de insulina, todavia este medicamento ndo pode ser administrado por esta via, pois
a insulina sofre destruigdo enzimética no trato gastrointestinal (SILVA, et. al. 2003).

Devemos também estar cientes de que algumas substancias interagem para inibi¢do da
formacédo dos intermediarios oligoméricos, porem podem promover a formacdo das fibras,
outras conseguem inibir a formacédo das fibras, mas ndo a geracao dos oligdmeros, e também
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existem as substancias com potencial inibitorio de ambas as estruturas, fibrosas e oligoméricas
(KOTORMAN, et. al. 2017). No entanto os métodos aqui estudados avaliam apenas a presenca
de fibras.

5.6. Analise Estatistica — Teste t Student

A partir do teste t de student para andlise estatistica (Tabela 7) é observado que para a
técnica de ThT. Fase lag (tempo de laténcia): onde quanto maior for essa fase, mais tempo
demorara para dar inicio a formacao de agregados e quanto menor, mais rapidamente ocorrera
a agregacdo. E (T %) trata-se do tempo que demora para metade da quantidade de proteina
sofrer agregacéo.

Devido ao fato dos resultados dos polifendis como inibidores contra agregacao amiloide
ser negativa, ndo houve necessidade de se realizar analise estatistica com o uso de tais
substancias, sendo assim, foram realizadas analise apenas das amostras com adi¢do de
vitaminas como excipientes.

Para a técnica de fluorescéncia de ThT (fase lag): apenas o uso de a — tocoferol gerou
uma fase lag maior, demorando a agregar mais tempo do que a adi¢do de acido ascorbico e
retinol, que ndo se apresentaram estatisticamente diferentes no inicio da formacdo de
agregados comparados ao controle utilizado.

Para a técnica de fluorescéncia de ThT (T %2): porém foram as amostras de retinil e o —
tocoferol que apresentaram um maior tempo de inibi¢ao de 50% da proteina.

Para 0 método de VC (fase lag): o &cido ascérbico ¢ o a — tocoferol ndo apresentaram
diferenca significativa se comparado ao inicio de formacdo de agregados no controle, e
apenas com o uso do retinol houve uma diferenca significativa, sendo assim, o retinol
demostrou estabilizar por mais tempo.

Para 0 método de VC (T %2): todas as amostras de insulina com adicéo de vitaminas ndo
apresentaram quaisquer diferencas estatisticamente significativas, ou seja, metade da
quantidade de proteina em solucéo sofreu agregacdo aproximadamente no mesmo periodo de
tempo que o controle.

Tabela 7: Teste t de Student para a fase lag e T%.

Inibidor ThT (fase lag) VC (fase lag) ThT (T %) VC (T %)
Acido ascorbico 0,887 1,000 0,947 0,200
Retinol 0,906 *0,012 ** < 0,001 0,200
a - Tocoferol ** < (0,001 0,200 ** < 0,001 0,200

Obs.: P>0,05e P <0,05.

De acordo com o grafico (Figura 37, pag. 63) o uso de retinol como inibidor de
agregacao amiloide mostrou ser estavel durante toda a cinética, todavia a analise estatistica
para o retinol na fase lag da ThT ndo apresentou diferenca significativa. Além de que o tempo T
Y para 0 VC mostrou que ndo ha diferenca significativa em nenhuma amostra, o que diverge
do gréfico (Figura 36, pag. 63) em que novamente o retinol apresenta um aspecto de
estabilidade frente ao método.

Embora os dados gréficos apontem para um resultado onde hd uma variagdo
significativa dos dados, ap0ds a aplicacdo do teste estatistico de hipéteses, considerando um
nivel de confianca de 95%, algumas das variaveis ndo apresentaram diferenca significativa.
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Uma provavel causa para essa ocorréncia pode ser devido a qualidade dos dados de
saida observados apresentarem ruido e dificuldades de medicdo, e outro motivo pode ser a
necessidade da producéo de novas réplicas para aumentar o numero de graus de liberdade da
amostra e reduzir a variancia experimental.
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6. CONCLUSAO

O modelo de agregacao proposto mostrou ser eficiente e reprodutivel para formacgéo de
agregados amiloides em formulacao de insulina comercial, deste modo pode ser empregado em
estudos sobre substancias com potencial antiamiloidogénico, como um modelo para
aprimoramento de formulagdes mais estaveis, e aléem disso ser usado como controle de
qualidade na inddstria de medicamentos.

Com base na avaliagdo do uso de inibidores contra a formagdo de agregados amiloides
em formulacdo de insulina tém-se duas possiveis substancias com potencial
antiamiloidogénico, o retinol ¢ o a — tocoferol que sdo substdncias seguras para uso
farmacoldgico e que podem ser injetadas, sendo assim demonstram ser excipientes propicios
para a melhora da estabilidade do medicamento.

E para continuacdo deste estudo propdem-se testes utilizando novas moléculas com
potencial antiamiloidogénico e também testes in vivo.
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