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Resumo

Em patologias amiloidéticas, como a doenca de Alzheimer, Encefalopatias
Espongiformes e a Polineuropatia Amiloidética Familiar, proteinas normalmente sollveis
sofrem alteragBes conformacionais e agregam sob a forma de fibras amiléides altamente
estaveis, mas insollveis. Fibras amildides formadas pela proteina homotetramérica plasmatica
Transtirretina (TTR) sao responsaveis por trés doencas amildides: Polineuropatia Amiloidética
Familiar (PAF), Cardiomiopatia Amiloidética Familiar (CAF) e Amiloidose Senil Sistémica (ASS).
A ASS é causada pela proteina normal (TTR-WT), enquanto que nas outras doencas as fibras
amildides séo constituidas maioritariamente por variantes de TTR. O processo de formacéo de
fibras amiléides pela TTR € iniciado pela dissociacdo da estrutura tetramérica nativa da TTR
em intermediarios monomeéricos ndo-nativos que agregam até a formacéo de fibras amiléides.

Este trabalho surge no sentido de caracterizar cineticamente as varias etapas do
processo de agregacao da TTR-WT, desde a formacdo do intermediario monomeérico
amiloidogénico até a formacéo das fibras amiléides, partindo de monoémeros desnaturados a
pH 2,0. O processo de agregacdo de TTR-WT foi iniciado pela adicdo de NaCl 100 mM aos
monomeros desnaturados. Este processo pode ser dividido em duas fases principais. Na fase
inicial, os mondémeros desnaturados sofrem uma mudanca conformacional originando um
monomero parcialmente desnaturado e mais compacto (molten globule) susceptivel a agregar
em pequenos oligdbmeros. A monitorizacdo desta fase inicial foi seguida por dicroismo circular
(CD) no UV-longinquo e préximo, fluorescéncia e cromatografia de exclusdo molecular
acoplada a um detector multiangular de dispersdo da luz (SEC-MALLS). Os dados
experimentais mostram que sao necessarios dois passos cinéticos para descrever o
mecanismo desta fase inicial do processo de agregacdo da TTR, com a formacdo de um
intermediario (molten globule). Assim, o0 mecanismo cinético mais simples proposto para esta
primeira fase no processo de agregacao € constituido por trés estados: U — MG — SA, onde U
representa 0 mondmero desnaturado, MG o molten globule e SA pequenos agregados
solaveis. O ajuste de uma funcdo aos pontos experimentais permitiu a obtencdo das
constantes de velocidade, em que a formacdo dos pequenos agregados € O passo
determinante deste mecanismo e € dependente da concentragao de proteina.

Depois da formacéo dos primeiros agregados, o progresso da agregacao foi seguido por
CD no UV-longinquo. Os resultados experimentais obtidos demonstram a existéncia de um
mecanismo de nucleacdo seguido do crescimento rapido destes nucleos até a formacao de
fibras amiléides. Nesta fase de agregacéo, foi usado o modelo cinético de Finke-Watzky de
dois passos: SA — A; SA + A — 2A, onde A representa agregados de elevado peso molecular.
O ajuste de uma funcdo aos pontos experimentais permitiu a obtencdo das respectivas
constantes de velocidade. A confirmacdo da formacédo de fibras amiléides foi feita através de
microscopia electronica de transmisséo (TEM) e por recurso a ensaios com Tioflavina-T (Th-T),
uma sonda fluorescente tradicionalmente usada para a deteccdo de fibras amildides em

solucao.






Abstract

In amyloidogenic diseases such as Alzheimer’'s, Spongiform Encephalophaties, and
Familial Amyloid Polyneuropathy, normally soluble proteins undergo conformational changes
and aggregate into insoluble and highly stable amyloid fibrils. Amyloid fibrils formed by the
homotetrameric plasma protein Transthyretin (TTR) are implicated in three amyloid pathologies:
Familial Amyloid Polyneuropathy (FAP), Familial Amyloid Cardiomyopathy (FAC) and Senile
Systemic Amyloidosis (SSA). Amyloid fibrils in SSA are derived from wild-type transthyretin
(WT-TTR), while in FAP and FAC are mostly constituted by TTR variants. Amyloid fibril
formation by TTR is a process initiated by the dissociation of the native tetrameric TTR to non-
native monomeric intermediates which are prone to aggregate into amyloid fibrils.

The present work aims at characterizing the kinetics of the aggregation process of
WT-TTR, from the formation of the amyloidogenic monomeric intermediate until the formation of
amyloid fibrils formation. The aggregation process was triggered by the addition of 100 mM
NaCl to the unfolded monomers at pH 2.0. This process can be divided in two stages. In the first
stage, the unfolded monomers undergo a conformational change producing partially unfolded
compact monomers (molten globule) that assemble into small aggregates. To follow this first
stage we have used circular dichroism (CD) in the far and near-UV, fluorescence and size
exclusion chromatography coupled to a multi-angle laser light scattering instrument
(SEC-MALLS). The experimental data shows that it is necessary two steps to describe the
kinetic mechanism of this initial stage of TTR aggregation, with the formation of one
intermediate (molten globule). Thus, the simplest kinetic mechanism proposed for this first
aggregation stage is constituted by a three-state process: U — MG — SA, where U represents
the unfolded monomer, MG represents the molten globule and SA represents the soluble small
aggregates. Fitting a function to the experimental data allowed the determination of the rate
constants of each step, with the formation of the small aggregates being dependent on protein
concentration.

After the formation of the first aggregates, the aggregation process was followed by CD in
the far-UV. The mechanism derived from the experimental results shows the existence of a
nucleation step followed by a rapid growth step yielding amyloid fibrils. In this aggregation stage
the Finke-Watzky two-step kinetic model was used: SA — A; SA + A — 2A, where A represents
high molecular weight aggregates. Fitting a function to the experimental data allowed the
determination of the respective rate constants. To confirm the presence of amyloid fibrils,
assays were performed by transmission electron microscopy (TEM) and thioflavin-T (Th-T)

fluorescence, a dye that is typically used for the detection of amyloid fibrils in solution.
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Capitulo 1

Introducao






Introducao

1.1 Amiloidogénese

O termo amildide surge em 1854 por Rudolf Virchow ao analisar os depdsitos
presentes em tecidos de pacientes com determinadas patologias (Virchow, 1854).
Estes depdsitos tinham a particularidade de apresentarem uma coloracdo com iodo
semelhante ao amido (amylum em latim) (Sipe e Cohen, 2000). Hoje em dia, sabe-se
gue esta substancia é maioritariamente formada por agregados de proteinas, no
entanto continua a usar-se o termo amiléide por razdes histéricas (Cohen e Connors,
1987). As patologias associadas a deposigéo extracelular de amiléide denominam-se
por amiloidoses. Nestas doencas, proteinas normalmente solUveis sofrem alteracdes
conformacionais e agregam sob a forma de fibras amildides insolGveis altamente
estaveis (Sunde et al.,, 1997). Estas patologias podem ser classificadas segundo a
localizag&o dos depositos amildides no corpo humano por amiloidoses sistémicas, em
gue os depdsitos sdo encontrados em diversos 6rgaos, e por amiloidoses localizadas,
no caso em que os depositos sdo confinados apenas a um 6rgao ou tecido especifico
(Chiti e Dobson, 2006).

Actualmente, ja foram identificadas aproximadamente 30 proteinas humanas
diferentes com tendéncia para formar agregados insollveis amiléides. Na Tabela 1.1
apresentam-se alguns exemplos de proteinas precursoras e as suas respectivas
patologias amiloidéticas associadas e no Anexo |, encontra-se uma lista mais

pormenorizada da mesma.

Tabela 1.1: Exemplos de Amiloidoses. Alguns exemplos de proteinas precursoras de amiléide e

respectivas patologias associadas.

Proteina Patologia / Sistémica (S) ou Localizada (L )

o Polineuropatia Amiloidotica Familiar / (S)
Transtirretina

Amiloidose Senil Sistémica / (S)
(TTR)

Cardiomiopatia Amiloidética Familiar / (L)

Proteina Percursora de

Doenca de Alzheimer /(L)
Amiléide-B (ABPP)

Tuberculose / (S)
Osteomielite /(S)
Artrite Reumatoide / (S)

Apolipoproteina Sérica

(AA)

Proteina Priénica Encefalopatias Espongiformes /(L)




Capitulo 1

1.1.1 Formacao e Estrutura de Fibras Amiléides

As proteinas estdo envolvidas na maioria dos processos importantes nos
sistemas biologicos exercendo uma diversidade de func¢des vitais. Apds a sua sintese
nos ribossomas, cada proteina organiza-se numa estrutura tridimensional especifica
para ser capaz de desempenhar a sua funcao biologica. A falha de uma proteina em
dobrar correctamente ou de manter a sua estrutura tridimensional nativa esta
associada a diversas doencas, nomeadamente as amiloidoses (Dobson, 2003; Jahn e
Radford, 2008).

Agregados Agregados Oligomeros
Desordenados Desordena.dos funcionais
Ribossoma Lﬂ %
Fibras
Funcionais

Estado
Parcialmente

Desnatu rado .
R
Fi 1
ragmentos
Eiady Est.mo 3

degradados Desnaturado

Nativo
r"f' o
Agregados
\ % DESOrdEnados
Agregados m
Desordenados Agre:_:,&dc:s
\ Il / Nativos
—r
i
Agregado
Ordenado
[Protofilamento)
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Figura 1.1: Representacdo esquematica de diferentes mecanismos para a formacdo de fibras
amildides. Apds a sua sintese nos ribossomas, a cadeia polipeptidica organiza-se numa estrutura
tridimensional nativa que corresponde a forma funcional da proteina. Quando a proteina ndo se organiza
correctamente ou ndo mantém a estrutura nativa, podaem gerar-se agregados que levam a formagao de
fibras amil6ides (Chiti e Dobson, 2006).
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Geralmente, a formacéo de fibras amildides ocorre segundo um mecanismo de
nucleagdo seguido de um mecanismo de crescimento. A nucleacdo € traduzida por
uma fase inicial (lag phase) que corresponde ao tempo necessario para a formagéo de
um intermediario de nucleacdo amiloidogénico (nucleo). Uma vez que o intermediario
de nucleagéo seja formado, segue-se o crescimento rapido deste até a formacgéo de
fibras amildides por associacdo de mondmeros ou oligdbmeros com o nucleo (Rochet e
Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e Dobson, 2006).

Analise por microscopia electronica de fibras amildéides de varias proteinas,
associadas a diversas patologias, mostra que as fibras sdo formadas por 2 ou mais
filamentos elementares, designados por protofilamentos, que se associam num arranjo
mais ou menos helicoidal formando a fibra madura de estrutura rigida, ndo ramificada,
com 70 a 130 A de diametro e comprimento variavel. Cada protofilamento apresenta
um diametro de 25 a 50 A (Figura 1.2) (Serpell et al., 1995, 2000). Estudos realizados
por difraccao de raios-X em fibras amildides revelaram uma estrutura rica em folha-f3,
na qual as cadeias polipeptidicas formam cadeias-3 orientadas perpendicularmente ao
eixo maior da fibra, resultando numa série de folhas-B que se propagam ao longo da
fibra. A tor¢cdo das cadeias-f3 faz com que estas adquiram um arranjo helicoidal (Sunde
et al., 1997) (Figura 1.2).

Todas as fibras amildides tém caracteristicas tintoriais Unicas, resultantes da
interaccdo com corantes como Tioflavina-T (Vassar e Culling, 1959) e Congo Red
(Puchtler et al., 1962).

(B)

Figura 1.2: Representagdo esquematica da organizacd o estrutural de um protofilamento e de uma

fibra amil6ide. (A) Modelo estrutural de um protofilamento, onde as folhas-p formam um arranjo helicoidal
com as cadeias-B perpendiculares ao eixo longo do protofilamento (seta tracejado). A direita encontra-se
uma secc¢do transversal do protofilamento (Blake e Serpell, 1996). (B) Modelo estrutural de uma fibra
amildide com quatro protofilamentos representados a vermelho, azul, amarelo e verde. O protofilamento

constitui a unidade base das fibras amiléides com estrutura em folha-f3 (Jimenez et al., 2002).



Capitulo 1

1.1.2 Toxicidade dos Oligémeros

A estrutura e as propriedades das fibras amiléides tém sido alvo de muito estudo
nos ultimos anos, pois acreditava-se que eram a causa directa da toxicidade
encontrada nas células nas diferentes formas de amiloidose (Cohen e Jones, 1993).
Recentemente, tem crescido o interesse em estudar oligémeros soluveis formados na
fase inicial do processo de fibrilizacdo. Em muitas amiloidoses estas espécies
moleculares de baixo peso molecular, também referidas como agregados sollveis ou
protofibrilas, foram consideradas como as mais toxicas para as células (Behl et al.,
1994; Ando et al., 1997; Conway et al., 2000). Nesta perspectiva, sugere-se que as
fibras amildides tém um efeito protector ao removerem os agregados téxicos das

células, uma vez que sao nao-téxicas (Andersson et al., 2002).

1.2 Transtirretina

A transtirretina (TTR) € uma das mais de vinte proteinas humanas associadas
com doencas amiléides. E secretada para o fluido cérebro-espinal (CSF) pelo plexus
coroide do cérebro (Dickson et al., 1985) e para o plasma pelos hepatdcitos (figado)
(Felding e Fex, 1982).

1.2.1 Estrutura

A estrutura tridimensional da transtirretina humana foi inicialmente determinada
por Colin Blake e seus colaboradores (Blake et al., 1971, 1974, 1978). Com o avancar
dos anos, estruturas com maior resolucdo foram resolvidas, inclusive de variantes da
TTR, de diferentes espécies animais e de complexos com ligandos. Actualmente,
estao disponiveis ha PDB (Protein Data Bank) mais de 150 estruturas de TTR.

A transtirretina € uma proteina que, em condicdes fisioldgicas, adopta uma
estrutura homotetramérica constituida por 127 aminoacidos em cada uma das suas
quatro subunidades (Figura 1.3 (A, B e C)). A sua massa molecular total é de
aproximadamente 55 kDa, tendo cada subunidade aproximadamente 13,7 kDa.

Cada uma das suas subunidades, também designadas por unidades

monoméricas, tem um arranjo tridimensional maioritariamente em folha-3,
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normalmente denominado por sandwich-B. Esta estrutura € composta por duas
folhas-3 de quatro cadeias-B, denominadas DAGH e CBEF (Figura 1.3 (B))
(Blake et al.,, 1974, 1978; Hamilton et al., 1993). O interior de cada unidade
monomeérica é constituido maioritariamente por residuos de aminoacidos hidrofébicos
constituintes das duas folhas-f3. Todas as cadeias- tém uma disposi¢ao anti-paralela,
excepto as cadeias A e G que sdo paralelas entre si. Cada monémero possui ainda
uma pequena hélice-a e sete voltas (loops) que interligam as cadeias-f (Blake et al.,
1978; Hamilton et al., 1993).

(A)
A B C o
F il o, T
GPTGTGESKCPLMVKVLDAVRGSPAINVAVHVYVFREAADDTWEPFASGKTSESGELHGLTT
1 10 0 3 & 50 &0

E
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&1 T B0 80 100 110 120

EF WVTHPKE
e ]
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Figura 1.3: Representacdo esquemética das estrutura s primaria, secundéria e tridimensional da
proteina transtirretina humana.  (A) Estrutura primaria (EP) e estrutura secundaria (ES) do monémero da
TTR com a respectiva identificacdo das cadeias-B de A a H a amarelo, da hélice-a a vermelho e das
voltas a roxo. A representacao (A) foi retirada da PDB, cédigo 2PAB, segundo a estrutura cristalografica
de Blake et al. (1978). (B) Representacdo da estrutura tridimensional da subunidade da TTR com a
respectiva identificacdo das cadeias-f de A a H a amarelo, da hélice-a a roxo, das voltas a azul e da
estrutura ndo-organizada a branco. (C) Representacdo da estrutura tridimensional tetramérica onde cada
subunidade esta representada a cor diferente. As imagens (B) e (C) foram produzidas com o programa
VMD (Humphrey et al., 1996).
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A associacao anti-paralela das cadeias- F e H de dois monémeros por meio de
ligacdes de hidrogénio resulta na estrutura dimérica. O dimero de TTR é portanto
composto pelas seguintes folhas-B: DAGHH'G'A'D’ e CBEFFE'B'C’, onde ()
corresponde a cadeias-f de um monémero diferente (Blake et al.,, 1978;
Hamilton et al., 1993).

A associacdo de dois dimeros de forma a obter o tetrdmero nativo, ocorre
através de contactos hidrofébicos e ligacfes de hidrogénio que se estabelecem entre
as voltas AB, GH de cada dimero e a cadeia H. A estrutura tetramérica & a forma

soluvel e funcional da transtirretina (Figura 1.3 (C)) (Blake et al., 1978).

1.2.2 Funcao Biolégica

A TransTirRetina é na realidade uma sigla que revela a funcdo da proteina: o
trans porte de tir oxina e retin ol no plasma e no fluido cérebro-espinal.

A tiroxina (T4) (Figura 1.4 (A)) € uma hormona produzida pela glandula tiréide e
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, no metabolismo e na

diferenciagdo tecidular do organismo.

HO | hH,

Figura 1.4: Representa¢Bes da estrutura da tiroxina e da estrut  ura tridimensional da tiroxina ligada

a TTR. (A) Estrutura quimica da molécula da tiroxina. (B) Estrutura tridimensional da transtirretina com a
molécula de tiroxina ligada. Na cavidade hidrofébica central da transtirretina sdo visiveis os dois locais de
ligacdo com duas moléculas de tiroxina ligadas, representadas por esferas. A imagem foi produzida com o

programa VMD (Humphrey et al., 1996).
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A TTR é a principal transportadora da tiroxina no CSF (Herbert et al., 1986).
Os dois locais de ligagéo para a tiroxina localizam-se na cavidade central e hidrofébica
da TTR formada pela interface entre dois dimeros (Figura 1.3 (C) e Figura 1.4 (B))
(Wojtczak et al., 1996). O transporte da T, no sangue € facilitado por varias proteinas,
incluindo a TTR, que permitem aumentar o seu tempo de meia vida, proporcionar uma
entrega controlada aos 6rgaos alvo e evitar efeitos toxicos da hormona livre quando
esta presente em concentracdes elevadas na circulagdo (Schussler, 2000).

O retinol é a forma activa da vitamina A (Figura 1.5 (A)) e é transportado pela
proteina transportadora do retinol (RBP) formando um complexo 1:1 (retinol-RBP)
(Figura 1.5 (B)) (Peterson, 1971). A ligacdo do retinol & RBP facilita a sua
solubilizacdo, o seu transporte e a sua entrega aos Orgdos alvo. A estrutura do
complexo TTR-RBP revela uma estequiometria de 2RBP:1TTR (Figura 1.5 (B)). No
entanto, a concentracdo de RBP no plasma é limitada e o complexo formado in vivo
apresenta maioritariamente uma estequiometria 1:1 (Naylor e Newcomer, 1999). A
funcdo da TTR neste caso é estabilizar a ligacdo do retinol a RBP (Yamamoto et al.,
1997).

(A)

T e e
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\ 55

Figura 1.5: RepresentacBes da estrutura do retinol e da estrutu  ra tridimensional da proteina

transportadora do retinol (RBP) ligada a TTR. (A) Estrutura quimica da molécula do retinol. (B)
Estrutura tridimensional do complexo proteico TTR-RBP, com retinol ligado a RBP representado por

esferas. A imagem foi produzida com o programa VMD (Humphrey et al., 1996).
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1.2.3 Amiloidoses associadas a Transtirretina

Em 1952, o Professor Corino de Andrade observou em vérios pacientes do norte
de Portugal o que ele descreveu ser “uma forma peculiar de neuropatia periférica,
histologicamente caracterizada por amiloidose generalizada” (Andrade, 1952). Esta
doenca denominada de Polineuropatia Amiloidética Familiar (PAF), Paramiloidose ou
mais habitualmente de Doenca dos Pezinhos tem como sintomas adormecimento,
formigueiro, falta de sensibilidade a dor e a temperatura nos membros inferiores,
dificuldade na marcha, desordens gastro intestinais, entre outros (Andrade, 1952). A
manifestacdo dos sintomas clinicos desta doenca comeca por volta dos 30 anos
(Saraiva et al., 1984). No seguimento do trabalho do Professor Corino de Andrade,
Costa e seus colaboradores identificaram a TTR como o principal componente
presente nas fibras amildides depositadas no sistema nervoso periférico nos pacientes
portugueses com PAF (Costa et al., 1978).

Actualmente, para além da PAF, existem mais duas patologias conhecidas
causadas pela proteina transtirretina: a Amiloidose Senil Sistémica (ASS) e a
Cardiomiopatia Amiloidética Familiar (CAF). No caso da ASS, é a forma normal da
proteina transtirretina (TTR-WT) a responsavel por esta patologia, visto ser esta forma
a encontrada nos depdsitos de amildide. Este tipo de amiloidose afecta cerca de 25%
da populacdo acima dos 80 anos sendo portanto uma doenca relativamente pouco
severa e com poucos sintomas clinicos (Westermark et al., 1990).

As amiloidoses familiares de TTR sdo doengas causadas por mutagdes no gene
gue codifica a TTR, originando as variantes. A variante amiloidogénica mais comum
encontrada em pacientes com PAF é a TTR-V30M, onde uma metionina na posigéo 30
substitui uma valina. Esta variante tem maior incidéncia em Portugal, Suécia e Japdo
(Saraiva et al., 1984).

A variante mais comum associada a CAF é a TTR-V122I, onde uma isoleucina
substitui na posi¢cdo 122 uma valina. Esta variante € maioritariamente encontrada em
individuos de descendéncia africana. Na CAF, a deposicdo de amiléide é encontrada
principalmente no coracdo (Jacobson et al., 1997; Jiang et al., 2001a).

A variante TTR-L55P, onde uma prolina na posicdo 55 substitui uma leucina,
estq associada a uma das formas mais agressivas da PAF e, consequentemente,
apresenta um maior potencial amiloidogénico. Neste caso, a doen¢ca manifesta-se
mais cedo, entre os 15 e 20 anos de idade, e progride mais rapidamente que no caso
da maioria das outras variantes. Como manifestacdes clinicas desta variante tem-se a

neuropatia e a cardiopatia (Jacobson et al., 1992).

-10-
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A variante TTR-T119M, onde uma metionina na posicdo 119 substitui uma
treonina, € uma variante ndo-amiloidogénica, isto €, ndo estd associada a qualquer
doenca. No entanto, em pacientes com duas mutacfes em cromossomas alelos,
sendo uma amiloidogénica e a outra T119M, verifica-se o aparecimento tardio da
doenca e a sua evolucao é mais lenta (Coelho et al., 1996).

Actualmente, sdo conhecidas aproximadamente 100 mutagbes da TTR
responsaveis pela formacdo de variantes com caracter amiloidogénico e
ndo-amiloidogénico (Saraiva, 2001, 2004; Connors et al., 2003). No Anexo |l,

encontra-se uma lista de todas as mutagbes da TTR.

1.2.4 Modelos Moleculares para a Agregacao da
Transtirretina

Nos ultimos anos, foram propostos diversos modelos para a formacao de fibras
amiléides da proteina transtirretina. Na maioria dos mecanismos propostos ha um
aspecto que € comum, a existéncia de um intermediario amiloidogénico de estrutura
instavel que ao agregar adquire estrutura secundaria e estabilidade conformacional
(Uversky et al.,, 1998; Lindgren et al., 2005). Diferentes intermediarios tém sido
sugeridos, tais como o tetramero (Eneqvist et al., 2000), o dimero (Olofsson et al.,
2001) e 0o mondémero (Lai et al., 1996; Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005).

O modelo proposto por Eneqvist e seus colaboradores considera o tetramero a
unidade base para a construcdo das fibras amildides. Este modelo é baseado na
estrutura cristalina de uma variante de TTR altamente amiloidogénica, onde uma
alteracdo na cadeia-f3 D é observada. Esta alteracdo estrutural forma uma nova volta
entre as cadeias C e D gerando um estado dito amiloidogénico da TTR. Esta
conformacdo € instavel até que outras moléculas de TTR se associem dando origem a
um tripleto (3 tetrAmeros) que pode crescer e formar protofilamentos ou associar-se a
outro tripleto formando fibras amildides (Figura 1.6) (Eneqvist et al., 2000). Este
modelo apresenta contudo um problema fundamental: nem os protofilamentos, nem as

fibras apresentam a estrutura 3-cruzada caracteristica das estruturas amildides.

-11-
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Figura 1.6: Modelo proposto para a formacéo de fibr  as amil6ides de TTR com base no tetramero. A
cadeia-f3 D é instavel e sofre uma alteracdo conformacional que gera um estado amiloidogénico da TTR
(). Esta conformacao amiloidogénica associa-se a outras moléculas de TTR (Il e Ill) formando um tripleto
(IV). O tripleto pode crescer e formar um protofilamento (VII) ou associar-se a outros tripletos (V) e formar
a fibra amiléide (VI) (Eneqvist et al., 2000).

Olofsson et al. (2001) consideram que é o dimero da TTR a espécie responsavel
pela formacdo de amildide na TTR. Apos a desnaturacéo do tetrdmero, a TTR renatura
para formar o tetrdmero nativo mas, dependendo da concentragéo e da introducéo de
mutacdes pontuais, um caminho que gera espécies diméricas é facilitado e capaz de

gerar fibras amiléides (Figura 1.7) (Olofsson et al., 2001).

Monomero
Protofilamento Fibra amildide
Dimero
Tetramero

Figura 1.7: Modelo proposto para a formacgédo de fibor as amiléides de TTR com base no dimero.
ApoOs a desnaturagdo, ocorre renaturacdo da TTR para formar o tetramero nativo, mas dependendo da
concentragdo e da introducdo de mutagBes pontuais, um caminho que gera espécies diméricas é

facilitado, gerando fibras amiléides (Olofsson et al., 2001).
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Existem varios autores que consideram que € a espécie monomérica a envolvida
na fase inicial de agregacdo da TTR. Um desses mecanismos foi proposto por
Quintas et al. (2001) que observaram que o tetramero da TTR se dissocia em espécies
monoméricas nao-nativas em condi¢cfes préoximas das fisioldégicas. Estas espécies
monoméricas parcialmente desnaturadas de baixa estabilidade conformacional
conduzem a formagédo de agregados e, posteriormente, de fibras maduras (Figura 1.8).
Estes autores referem também que a producdo de espécies monomeéricas nao-nativas
parcialmente  desnaturadas, a partr de variantes amiloidogénicas e
ndo-amiloidogénicas, é dependente da estabilidade conformacional dos monémeros
de TTR e directamente responsavel pelo potencial amiloidogénico de cada variante
(Quintas et al., 1997, 1999, 2001).

Comportamento Amiloidogénico

Comportamento
Nao-Amiloidogénico

Tetramero \

Y, e—— —_—

L
Monomero Agregados
Nao-Nativo SolGveis

Espécies Monoméricas
Parcialmente Desnaturadas

Fibras Amil6ides

Figura 1.8: Modelo proposto para a formagdo de fibor as amiléides da TTR em condigGes
fisiolégicas. A 37 °C e pH 7,0, o tetramero de TTR pode dissociar para um estado monomérico
ndo-nativo. A unidade monomérica, dependendo da sua estabilidade conformacional, pode sofrer
desnaturacao parcial que conduz a formacéo de agregados e de fibras amildides (Quintas et al., 2001).

Outro modelo que propde a existéncia de um intermediario monomérico
amiloidogénico, no caminho de formacéo de amil6ide € o proposto por Lai et al (1996).
A pH inferior a 5,0, o tetrdmero de TTR dissocia em unidades monoméricas
parcialmente desnaturadas, originando um intermediario monomérico com tendéncia
para agregar (Figura 1.9). Este intermediario encontra-se maioritariamente na
estrutura nativa, excepto na zona das cadeias-f3 C e D. Por acidificacdo adicional, a pH
inferior a 3,0, o intermediario monomérico amiloidogénico adopta uma conformacao

alternativa nao-amiloidogénica (molten globule ou estado-A), com uma estrutura
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terciaria ndo-nativa, sendo incapaz de formar fibras amildéides (Figura 1.9)
(Colon e Kelly, 1992; Lai et al., 1996).

pH 7.5

pH 2.0
I, /
g8 — (99 — 0 — o
Tetramero Dimero TTR  Intermediirio  Estado-A
Hativo Amiloidogénico
TR Monomérico
Agregacgdo
Fibras
Amildides

Figura 1.9: Modelo proposto para a formagao de fibr  as amildides de TTR em condic¢des acidicas. A
pH inferior a 5,0 da-se a dissociacao da TTR tetramérica em intermediarios monoméricos amiloidogénicos
que, por agregacgdo, formam fibras amildides. A pH 2,0 o intermediario amiloidogénico monomérico

adopta uma conformagédo nao-amiloidogénica (Lai et al., 1996).

Lindgren e os seus colaboradores, em 2005, propuseram outro modelo tendo por
base o modelo proposto por Lai et al (1996). Apos didlise prolongada a uma amostra
de TTR a pH 2,0, o tetrAmero dissocia-se em mondémeros desnaturados. Ao
adicionarem NaCl 100 mM aos mondmeros desnaturados, verificaram uma mudanca
conformacional destes monémeros para o estado-A ou molten globule (MG). Segundo
estes autores, estes monomeros apresentam uma conformagdo parcialmente
desnaturada do tipo glébulo fundido compacto com capacidade para agregar ao longo
do tempo. Inicialmente, formam-se oligdbmeros prefibrilares e posteriormente
agregados esféricos e fibras maduras (Figura 1.10) (Lindgren et al., 2005; Lindgren e

Hammarstrom, 2010).

%
A 4V
pH 2.0 B x B A,
-
i el b B —— w e
A av L2 v A
?% - VA o BF
V4  <9ApNAP
A
Monomeros Estado-A Oligémeros Fibras maduras e
desnaturados (MG) prefibrilares Agregados esféricos
TTR

Figura 1.10: Modelo proposto para a formacao de fib  ras amildides de TTR a pH 2,0 e NaCl 100 mM.

A pH &cido, da-se a dissociacdo e desnaturacdo da TTR tetramérica em mondémeros. Apés a adigdo de
NaCl, os mondmeros desnaturados mudam de conformacao para monomeros parcialmente desnaturados
e mais compactos (Molten Globule (MG) ou estado-A) que, por agregacgdo, formam fibras amiléides e

agregados esféricos (Lindgren et al., 2005).
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1.2.5 Toxicidade na Transtirretina

Estudos realizados em linhas celulares de neuroblastoma humano
demonstraram que as fibras amildides maduras de TTR ndo sdo téxicas para as
células (Sousa et al., 2001; Andersson et al., 2002; Sorgjerd et al., 2008). Por outro
lado, espécies monoméricas e oligoméricas sao as espécies mais toxicas provocando
danos celulares (Sousa et al., 2001; Reixach, et al., 2004; Sorgjerd et al., 2008).

Sousa e seus colaboradores mostraram também que a deposicdo de pequenos
agregados toxicos nao-fibrilares da TTR originados no inicio do processo de
agregacao, ocorre localmente em tecidos nervosos muitos anos antes da formacéo de
amildide e da degeneracdo do sistema nervoso periférico. Individuos com estas
espécies toxicas nao-fibrilares depositadas extracelularmente sdo assintomaticos, ou
seja, ndo apresentam nem sdo detectados nenhuns sintomas da PAF (Sousa et al.,
2001).

1.2.6 Estruturas Fibrilares na Transtirretina

Como foi referido na Sec¢édo 1.2.4, tudo indica que sdo 0s monOmeros as
espécies intervenientes na fase inicial do processo de agregacdo da TTR. Estes
resultados estdo de acordo com padrdoes de difraccdo de raios-X para fibras de
amiléide da TTR que sugerem que a unidade estrutural da fibra € composta por um
par de folhas-B. Esta unidade estrutural revela um padrdo bastante idéntico ao do
monémero da TTR (Blake et al., 1974, 1978). As dimensdes da estrutura
tridimensional do monémero de TTR mostram que as faces do mondémero apresentam
tamanhos de aproximadamente 29 A e o arranjo tridimensional das subunidades nos
protofilamentos (unidades elementares das fibras) produz um padréo repetitivo em
cada 29 A. Deste modo, o padréo repetitivo e a concordancia das dimensdes do
mondmero, parecem indicar que as protofibras se formam pela adicdo de monémeros
sucessivos. Adicionalmente, os protofilamentos associam-se lateralmente em maddulos
de quatro, constituindo as fibras amildides encontradas na PAF (Inouye et al., 1998).

Outros resultados obtidos por raios-X sugeriram que o arranjo helicoidal,
verificado em protofilamentos de TTR, apresenta um padrdo repetitivo em cada 24
cadeias-B. Este arranjo helicoidal gera-se quando a 24® cadeia-pf do protofilamento
atinge uma rotacao de 360° relativamente a primeira cadeia-B. Tendo em conta que

sdo 24 as cadeias-B que constituem um twist helical, de 115 A de comprimento,
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implica que cada cadeia-p esta rodada cerca de 15° relativamente a cadeia
imediatamente anterior (Blake e Serpell, 1996).

Estudos por Microscopia Electrénica revelaram que a fibra de TTR com quatro
protofilamentos apresenta um didmetro de aproximadamente 110 a 130 A, sendo o
diametro de cada um dos protofilamentos constituintes entre 40 e 50 A (Serpell et al.,
1995).

Por modelacdo molecular, também foi construido um modelo de um
protofilamento de TTR, como apresentado na Figura 1.11 (Correia et al., 2006). O
protofilamento modelo apresenta folhas-3 formadas por cadeias-B orientadas
perpendicularmente ao eixo maior do protofilamento. A tor¢do destas cadeias-f3 faz
com que as folhas- adquiram um arranjo helicoidal. Outra semelhanga deste modelo
com os protofilamentos amildides da TTR é que apresenta um diametro de

aproximadamente 50 A.

Figura 1.11: Representacdo esquematica de um protof ilamento modelo de TTR. O protofilamento é

formado por duas folhas-B continuas com as cadeias-B perpendiculares ao eixo principal do

protofilamento. (A) Seccéo longitudinal e (B) seccao transversal do protofilamento (Correia et al., 2006).

1.2.7 Estratégias Terapéuticas

Nenhuma das amiloidoses conhecidas até a data tem cura ou tratamento. Os
mecanismos de desenvolvimento destas patologias também ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, apesar de diversas hipéteses ja terem sido formuladas. No
caso particular da TTR, o tratamento pode ser dirigido no sentido de inibir a sintese de
TTR mutada, estabilizar o tetrdmero nativo inibindo a sua dissociagdo, prevenir a
formacdo de intermediarios amiloidogénicos, inibir a agregacdo de intermediarios
amiloidogénicos ou promover a ruptura das fibras amildides (Figura 1.12) (Damas e
Saraiva, 2000; Saraiva, 2002; Mason et al., 2003).

Actualmente, o transplante hepatico continua a ser a Unica terapia viavel para a

atenuacao dos sintomas da PAF (Benson e Kincaid, 2007; Barreiros et al., 2010), uma
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vez que a TTR é produzida essencialmente no figado (Felding e Fex, 1982). Esta
estratégia tem como objectivo corrigir a deficiéncia através da eliminagédo da sintese
da TTR mutada. Apés o transplante, a regressao da PAF a nivel dos nervos periféricos
€ reduzida, observando-se regressao dos depdsitos amildides apds um ou dois anos
(Holmgren et al.,, 1991, 1993). Com esta estratégia podem-se obter melhorias em
varios aspectos, como a fungdo autbnoma, estado nutricional e mesmo o bem-estar
geral do paciente, embora a neuropatia periférica pareca recuperar muito lentamente
(Holmgren et al., 1993). No entanto, verificou-se que este tratamento € mais eficiente
em doentes com a mutacdo TTR-V30M do que em doentes com outras mutacoes de
TTR. Por exemplo, em muitos destes doentes verificou-se o progresso da CAF
(Stangou et al., 1998; Stangou e Hawkins, 2004). Foi sugerido que a aceleracédo da
CAF depende da adicdo de TTR-WT ao depdsito de amildide ja existente
(Yazaki et al., 2000, 2006).

Dissociacéo
e TetrAmera Estratégia
| — —
(inibigdo da
agregacgao)
S, Formacéo
) F_ib_ras
Estratégia | (estabilizagéo Aok
tetramero)
Estratégia
- = —
(dissociagéo
das fibras
amiléides)

Figura 1.12: Resumo das diferentes etapas do mecani smo de agregacdo de TTR e estratégias
terapéuticas propostas . Possivel via para a agregacéo da Transtirretina (estruturas a cor cinzenta). Para

cada etapa é proposta uma estratégia terapéutica (caixas azuis) (Damas e Saraiva, 2000).

O primeiro transplante hepatico relacionado com a PAF foi realizado na Suécia
em 1990 (Holmgren et al.,, 1991). De acordo com The Familial Amyloidotic
Polyneuorpathy World Transplant Registry (http://www.fapwtr.org) sao feitos
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anualmente cerca de 110 transplantes, sendo Portugal o pais com maior taxa de
transplantes em pacientes com PAF a nivel mundial. Contudo, a escassez de 6rgéos e
0 custo humano e financeiro de um procedimento tdo invasivo como o transplante
hepatico, leva a que se procure outras terapias para a cura da paramiloidose.

A prevencdo da formacdo de intermedidrios amiloidogénicos € outra estratégia
terapéutica em estudo, uma vez que estes sdo altamente téxicos. O objectivo desta
terapia € tentar estabilizar a estrutura tetramérica nativa da TTR de modo a impedir a
sua dissociagao (Figura 1.12). A tiroxina, um dos ligandos naturais da TTR, estabiliza
fortemente a TTR na sua forma tetramérica. A investigacdo é assim baseada na
procura de pequenas moléculas que liguem ao canal hidrofobico central do tetrdmero
da TTR, o local de ligagdo da hormona tiroxina (Peterson et al., 1998;
Hammarstrom et al., 2002). Foram testados NSAIDs (Drogas Anti-Inflamatérias Nao
Esterdides) neste sentido pois ligam-se & TTR no local de ligagdo da T,. Acido
flufendmico (derivado do acido fenamico), diflunisal (derivado do acido acetilsalicilico)
e diclofenaco sdo exemplos de alguns NSAIDs testados e capazes de prevenir a
dissociacdo e mudancas conformacionais da TTR que levam a agregacdo. No entanto,
estes NSAIDs ligam-se também a outras proteinas no plasma (Sacchettini e Kelly,
2002; Miller et al., 2004), comprometendo o seu uso terapéutico. Contudo, derivados
destes compostos tém-se revelado mais promissores, embora ainda sejam alvo de
muito estudo actualmente (Connelly et al., 2010).

Outra estratégia para o tratamento das amiloidoses € a prevencdo da associacao
de espécies amiloidogénicas (Figura 1.12). As fibras amiléides de TTR resultam da
associacdo de espécies intermediarias que consistem em mondmeros com estrutura
alterada (Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005). O bloqueio dos locais de
interaccéo pode inviabilizar a associagcdo das unidades amiloidogénicas em estruturas
fibrilares. Actualmente, comecam a ser conhecidas as interfaces envolvidas na
formagédo de fibras, contudo, ainda ndo se assistiu a grandes avancos no sentido do
desenvolvimento desta estratégia.

Uma outra estratégia é a desagregacdo das fibras amiléides (Figura 1.12). O
IDOX (4'-desoxi-4’-iododoxorubicina) € um composto que degrada as estruturas
fibrilares num material amorfo e solluvel (Sebastido et al., 2000; Palha et al., 2000). No
entanto, nos testes clinicos efectuados com IDOX nem todos os doentes responderam
positivamente a esta droga (Merlini et al., 1995). A dexiciclina € um composto que
também degrada as fibras amildides (Cardoso et al., 2003). Apesar desta droga ja ter
sido testada num modelo animal em que se verificou a degradacéo de fibras amiléides

em espécies nado-toxicas (Cardoso e Saraiva, 2006), a dexiciclina afecta muitas
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funcdes celulares nos mamiferos como a proliferagdo, migracdo e apoptose
(Bendeck et al., 2002).

Recentemente, pela primeira vez um medicamento demonstrou ser eficaz a
travar a evolugcdo da PAF, durante ensaios clinicos. Estes ensaios foram realizados
durante 18 meses a 128 pacientes portadores da mutagdo V30M, a maioria
portugueses. Os resultados destes ensaios clinicos revelaram que, em 60% dos
casos, a substancia FX-1006A, mais conhecida por tafamidis, desacelerou
substancialmente a progresséo da doenca. Face a estes ensaios e a estes resultados
clinicos, é a primeira vez que uma terapéutica farmacologica inverte o curso da PAF
(Ratner, 2009).
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Materiais

2.1 Materiais

A proteina transtirretina normal (TTR-WT) foi produzida no Laboratério de
Biotecnologia Molecular no Biocant, Centro de Inovacdo em Biotecnologia,
Cantanhede, num sistema de expressdo em Escherichia coli, sendo posteriormente

purificada no nosso laboratério.

Nos ensaios de agregacdo, acido cloridrico (HCI) a 37% utilizado nas solugcfes
aquosas a pH 2,0 foi adquirido a Merck & Company e cloreto de sodio (NaCl) foi
adquirido a Sigma-Aldrich Company. O reagente azida de sédio usado nestas

solucBes para prevenir o crescimento de microorganismos foi adquirido a Fluka.

A sonda fluorescente Tioflavina-T, utilizada para a deteccdo de fibras amil6ides,
foi adquirida a Sigma-Aldrich Company, bem como glicina utilizada para a solucéo
tampédo a pH 9,0. NaOH, usado para efectuar o acerto de pH a 9,0, foi adquirido a
Fluka.
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2.2 Métodos

2.2.1 Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscopica particularmente Util
para o estudo de moléculas quirais e macromoléculas, sobretudo proteinas. A
caracterizacdo de alteragdes estruturais de uma proteina e, especialmente, a
determinagdo da sua estrutura secundéria, podem ser examinadas através desta
técnica relativamente simples e rapida (Bulheller et al., 2007).

Para se compreender e perceber de uma forma mais clara e pormenorizada os
fundamentos desta técnica, é aconselhavel evidenciar, primeiramente, algumas
caracteristicas da radiacdo electromagnética. E sabido que a radiacdo
electromagnética € caracterizada pela propagacao, no tempo e no espaco, de duas
ondas perpendiculares uma a outra (uma das ondas corresponde a oscilagdo de um
campo eléctrico e a outra corresponde a oscilagdo de um campo magnético), com uma
diferenca de fase de 0°. Estas ondas transportam a mesma quantidade de energia e
oscilam em planos perpendiculares a direccdo de propagacdo. Uma caracteristica
relacionada com o comportamento destes campos € a sua polarizacao. Por definicao,
a polarizacdo de uma onda electromagnética é o plano no qual oscila a componente
eléctrica desta onda. A radiagéo diz-se linearmente polarizada quando a oscilagdo dos
campos se dé apenas num determinado plano (a projec¢do do vector que descreve o
campo eléctrico (e magnético) € uma linha). No entanto, a combinacao de duas ondas
linearmente polarizadas, uma vertical e outra horizontal, com a mesma magnitude,
mas com uma diferenca de fase de 90°, resulta numa onda circularmente polarizada
gue pode rodar quer para a direita (sentido horério - R), quer para a esquerda (sentido
anti-horario - L) (Bulheller et al., 2007).

A espectroscopia de dicroismo circular baseia-se na absor¢do diferencial das
componentes circularmente polarizadas para a esquerda e para a direita (Equacdo

2.1) de radiacao polarizada.
AA = A|_ - AR (21)
Se, apdés a passagem da radiagdo circularmente polarizada na amostra, as

componentes L e R ndo forem absorvidas ou forem absorvidas na mesma extenséo, a

sua posterior recombinacdo ir4 gerar radiacdo polarizada no plano (Figura 2.1 (1)).
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Mas, se uma das componentes for absorvida em maior extensdo que a outra, a

radiagéo resultante vai ser elipticamente polarizada (Figura 2.1 (ll)).

Figura 2.1: A origem do dicroismo circular. () Se as componentes da radiagdo circularmente
polarizada para a esquerda (L) e para a direita (R) ttm a mesma amplitude, quando combinadas geram
radiagdo polarizada no plano. (I) Se as duas componentes tém magnitudes diferentes quando
combinadas resultam em luz polarizada elipticamente, representada pela linha a tracejado (Kelly et al.,
2005).

Quando A, - Ar é medida pelo espectropolarimetro, A< é calculada segundo a Lei

de Beer-Lambert (Equacéo 2.2):

AL-AR
cxl

Ae=g — &g = (2.2)
onde c é a concentracdo em mol/L e | € o percurso 6ptico medido em cm. As unidades
de As sdo L.mol™.cm™ (Schmid, 1997). No entanto, em regra os instrumentos est&o
calibrados em termos de elipticidade e a relagéo da elipticidade observada, 6.,s, em

graus ou miligraus, com AA € a seguinte (Equacgéo 2.3):

Bhps = 32.98 AA (2.3)

A fim de normalizar os efeitos da concentracdo e percurso Optico, a elipticidade

molar, [6], é definida segundo a Equacédo 2.4 (Woody, 1995):

Bops * 100
cxl

[6] = = 3208 A¢ (2.4)

Para uma determinada proteina, a partir da medicao prévia de 6, a elipticidade
molar ou a elipticidade do residuo médio, [B]erv, podem ser calculadas através das

seguintes equacoes:
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_ Bgps x 100 x MM
cxl

(6] (2.5)

Bobs * 100 x MM
[Q]ERM:b— (2-6)

cxlxnp

onde c é a concentra¢do da proteina em mg/mL, | € o percurso 6ptico em cm, MM é a
massa molecular da proteina e ny € 0 nimero de aminoacidos por proteina. As
unidades de [0] e [6]erm S&O graus.cm®.dmol™ (Schmid, 1997).

O sinal de CD é observado na presenca de um croméforo assimétrico ou
opticamente activo. Esse cromoforo pode ser quiral por qualguer uma das seguintes
razdes: a) se contém um ou mais centros quirais, b) se esta covalentemente ligado a
um centro quiral, ou c) se esta colocado num ambiente assimétrico (Kelly et al., 2005).

Em proteinas, os cromdéforos de interesse sdo a ligacdo peptidica (absorcéo
abaixo dos 240 nm), as cadeias laterais de residuos de amino&cidos aromaticos como:
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) (absor¢céo na gama dos 260 aos 320
nm) e as ligacdes de dissulfeto (fraca absorcdo por volta dos 260 nm) (Kelly et al.,
2005). Desta forma, as bandas de CD para as proteinas ocorrem em duas regides
espectrais. A regido do UV-longinquo (180-250 nm) que € dominada pelas
contribuicbes das ligacbes peptidicas e a regido do UV-préximo (250-320 nm) que é
originada principalmente pelas contribuicdes dos aminoacidos aroméaticos. As duas
regides espectrais dao informacdes diferentes relativamente a estrutura da proteina
(Schmid, 1997).

2.2.1.1 Dicroismo Circular no UV-Longinquo

O sinal de CD no UV-longinquo fornece informacdo quantitativa sobre o
conteldo de estrutura secundaria em proteinas. Os elementos de estrutura
secundaria, hélice-a, folha-f, volta-B e estrutura ao acaso, tém espectros de CD
caracteristicos e bem definidos, como se pode ver na Figura 2.2.

O espectro caracteristico da hélice-a (Figura 2.2) € devido a transicbes
electronicas que ocorrem na amida da ligagdo peptidica, ou seja, a banda intensa e
positiva a 190 nm e a banda negativa a 208 nm s&o resultantes da transicdo T,
enquanto que a outra banda negativa localizada a 222 nm surge a partir de uma

transicdo n—T1t* (Bulheller et al., 2007).
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Figura 2.2: Espectros tipicos de CD na zona do UV-lo  nginquo. O espectro tipico de uma hélice-a esta
representado a vermelho, o de uma folha- a azul, o de uma volta-3 a verde e o da estrutura ao acaso a

preto.

Comparando o espectro de hélice-a com o da folha-f na Figura 2.2, verifica-se
que o da folha-3 € menos intenso. O espectro de CD da folha-f3 € caracteristico por
apresentar uma banda negativa a volta dos 217 nm devida a uma transicdo n—Tt* e
uma banda positiva perto dos 195 nm causada por uma transicdo TEoTr
(Nakanishi et al., 1994).

Proteinas que possuem estrutura desordenada tém um espectro de CD com
uma banda negativa intensa préxima dos 195-200 nm originada por uma transicao
-1 e uma banda fraca positiva causada por uma transigdo n—oTr*
(Nakanishi et al., 1994) (Figura 2.2).

As voltas-3 apresentam espectros de CD muito variaveis, pois sdo encontrados
muitos tipos desta estrutura em proteinas, mas usualmente apresentam uma banda
positiva perto dos 205 nm e uma banda negativa na zona dos 190 nm (Figura 2.2).

Os espectros de CD obtidos no ultravioleta longinquo podem ser utilizados para
determinar as quantidades relativas dos diferentes elementos de estrutura secundaria
de uma proteina. Existem varios procedimentos para realizar este tipo de analise
baseados na aproximacéo de que um espectro de dicroismo circular no UV-longinquo
pode ser representado como uma combinacédo linear das contribuicbes dos diferentes
elementos de estrutura secundaria de acordo com a Equacédo 2.7 (Johnson, 1985;
Yang et al., 1986).
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[0 (Dlerm = fa X [64 (N)] + f5x [65 (A)] + fex [B (A)] + fa X [0 (A)] (2.7)

onde [6, (A)], [6s (A)], [6: (A)] e [6, (A)] sdo os espectros base para hélice-a,
folha-B, volta-3 e estruturas nédo-regulares, e f,, fz f; e f, sdo as respectivas fracgoes
destes elementos estruturais na proteina em andlise.

Dicroismo circular no UV-longinquo é uma técnica ideal para monitorizar
alteracdes conformacionais em proteinas que podem ocorrer em fungcao de mudancas
nas condicbes experimentais como pH, temperatura e ligagdo de ligandos
(Kelly e Price, 2000).

2.2.1.2 Dicroismo Circular no UV-Préximo

O sinal de CD no UV-proximo é observado quando, numa proteina nativa, as
cadeias laterais dos aminoacidos aromaticos estdo num ambiente assimétrico. Cada
aminodcido tende a ter um perfil caracteristico nesta regido. O triptofano apresenta um
pico entre os 290 nm e os 305 nm, a tirosina entre 0os 275 nm e 0s 282 nm e a
fenilalanina entre os 255 e os 270 nm (Kelly et al., 2005). As ligacdes de dissulfeto,
apesar de fracamente, também contribuem para o espectro de CD no UV-préximo
aproximadamente aos 260 nm, embora por vezes haja sobreposicdo das bandas com
0s aminoacidos aromaticos (Kelly e Price, 2000). Contudo, o sinal de CD destes
residuos de aminoacidos e das ligacdes dissulfeto é muito fraco na auséncia de
estrutura ordenada (Schmid, 1997). Os espectros de CD nesta regido do UV
dependem de algum factores, tais como o nimero de cada um dos aminoacidos
aromaticos presentes, a sua mobilidade, a natureza do seu ambiente e a sua
disposicéo espacial na proteina (Kelly et al., 2005).

Esta técnica espectroscopica pode dar uma visdo global de alteracbes
estruturais na proteina (Schmid, 1997) e, particularmente, da presenca de estados
parcialmente desnaturados ou estados molten globule (intermediarios compactos)
(Kelly et al., 2005). E também muito utilizada para estudar processos de folding
(dobragem/enrolamento) e unfolding (desenrolamento) de proteinas, bem como a sua

estabilidade.
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2.2.2 Fluorescéncia

Actualmente, a espectroscopia de fluorescéncia € uma das espectroscopias mais
utilizada nas éreas da Bioquimica e da Biofisica. Embora ndo fornecga informacéao
estrutural de uma forma detalhada, esta técnica apresenta uma grande sensibilidade
as mudancas estruturais e as propriedades dindmicas das biomoléculas (Royer, 1995).

A fluorescéncia é um método de andlise espectroquimico no qual as moléculas
sdo excitadas pela absor¢cdo da radiacdo electromagnética a um determinado
comprimento de onda e emitem radiacdo em comprimentos de onda maiores. Como
representado na Figura 2.3, o diagrama de Jablonski mostra que quando uma
molécula é excitada, o estado electronico da molécula altera-se do estado electrénico
fundamental para um dos varios niveis vibracionais num dos estados electrénicos
excitados. Normalmente, o estado electronico excitado € o primeiro estado excitado
singleto S; (Lakowicz, 1983).

S,.
1 @ g
r‘;\ 1
(=]
=1 hwv, hv
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= 1 Em (3
=
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Sl]
Figura 2.3: Diagrama de Jablonski simplificado. Representacdo esquematica dos processos: (1)

absorcdo ou excitacdo de electrbes do estado fundamental (Sp) para um estado excitado de maior
energia; (2) relaxacao, devido as vibragdes e movimentos moleculares, onde ha transicao de electrées de
um estado electronico singleto excitado de maior energia (S1) para um de menor energia (Si), sem
emisséo de radiacéo e (3) fluorescéncia ou emissao de fotbes acompanhando a transicéo de electrbes de
um estado electronico singleto excitado de menor energia para o estado fundamental. hvex representa a

energia absorvida pelo sistema e hvemw representa a emisséo de fluorescéncia.

Contudo, a energia da luz emitida € menor do que a absorvida, apesar de que
tanto a absor¢cdo da radiacdo como a emissdo de fluorescéncia resultarem de
transi¢cdes entre um estado electronico excitado e o estado fundamental. A explicacédo
para esta diferenca de energias é que ao ocorrer absor¢do, a molécula parte de um
arranjo de equilibrio adequado ao estado electronico fundamental. Quando passa a
um estado electronico excitado, a molécula vai-se rearranjar ou sofrer uma relaxacao,

para uma outra geometria mais adequada a esse estado excitado (Figura 2.3). Um
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pouco de energia é perdida nessa relaxacdo, bem como através de transicbes
vibracionais, de modo que no momento da emissdo a diferenca de energia entre o
estado excitado e o fundamental € menor que aquela existente no momento da
absorcéo (Schmid, 1997; Ito, 2004).

Como referido anteriormente, a fluorescéncia € apropriada para analisar
alteracdes conformacionais, nomeadamente em proteinas. A fluorescéncia intrinseca
das proteinas € devida a presenca de 3 residuos de aminoacidos aroméaticos que
absorvem luz ultra-violeta: a fenilalanina (Phe), a tirosina (Tyr) e o triptofano (Trp). Em
proteinas que contenham os 3 aminoécidos, a fluorescéncia é dominada pela
contribuicdo dos triptofanos porque, quer a absorvancia no comprimento de onda de
excitacdo, quer o rendimento quantico de emissao, sdo consideravelmente superiores
comparados com 0s respectivos valores para a tirosina e, principalmente, para a

fenilalanina, como se pode ver na Tabela 2.1 (Schmid, 1997).

Tabela 2.1: Propriedades de absorvancia e fluorescén  cia dos aminoacidos aromaticos em solugao

aquosa a pH neutro. Os comprimentos de onda maximos de absorcdo e de emissédo estdo indicados
devidamente como Amax, O coeficiente de absorgdo molar esta indicado como €max € $max indica o
rendimento quéantico de fluorescéncia que corresponde a razdo entre o niumero de fotdes emitidos por

fluorescéncia e o nimero de fotdes absorvidos (Schmid, 1997).

Absorvancia Fluorescéncia
Aminoécido Amax (NM) Emax (Mcm™) Amax (M) Ormsx
Triptofano 280 5600 355 0,13
Tirosina 275 1400 304 0,14
Fenilalanina 258 200 282 0,02

A banda de absorcdo observada em proteinas a aproximadamente 280 nm é
devida aos residuos de tirosina e de triptofano simultaneamente, embora a absorcdo
do triptofano seja 4 vezes superior relativamente a tirosina. Por outro lado, neste
comprimento de onda, a fenilalanina emite fluorescéncia (Tabela 2.1). Para
comprimentos de onda maiores que 295 nm, a absorcao é devida maioritariamente ao
triptofano. Assim, para observar a fluorescéncia do triptofano pode fazer-se excitacdo
selectiva entre os 295 e os 305 nm (Lakowicz, 1983). Portanto, se se observar a
emissdo apols excitacdo a ambos os comprimentos de onda, 280 nm e 295 nm, pode
obter-se informacdo da contribuicdo dos residuos de tirosina e de triptofano para a

fluorescéncia de uma proteina nativa. A dificuldade na deteccdo da fluorescéncia da
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fenilalanina em proteinas nativas é devida aos valores baixos de rendimento quéantico
e de coeficiente de absorcdo molar (Tabela 2.1).

A emisséo de fluorescéncia dos residuos de tirosina é detectavel na auséncia de
triptofano e a fluorescéncia de fenilalanina na auséncia de tirosina e triptofano
(Schmid, 1997). Portanto, a emisséo de fluorescéncia em proteinas é maioritariamente
devida a exposicdo média dos seus residuos de triptofano a fase aquosa (Lakowicz,
1983; Schmid, 1997). A cadeia lateral do triptofano é formada por um grupo indol, o
fluoroforo responsavel pela absor¢cdo na proximidade de 280 nm e emissédo de
radiagdo na gama de 340 a 355 nm, em fun¢do do ambiente quimico que o rodeia.
Quando uma proteina que contenha os 3 aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr e Phe) se
encontra no estado desnaturado, a proteina apresenta um espectro de emissao similar
ao de N-acetil-L-triptofano amida (NATA) em agua, com um maximo a 355 nm,
aproximadamente (Royer, 1995). Por outro lado, num ambiente hidrofébico, como no
interior de uma proteina nativa em que o0s residuos aromaticos se encontram
parcialmente acessiveis ao solvente, a emissdo do triptofano ocorre para
comprimentos de onda inferiores a 355 nm. Ao contrario da fenilalanina e da tirosina, o
triptofano é altamente sensivel a polaridade do solvente. Ou seja, para proteinas que
contenham triptofanos € possivel seguir desvios no comprimento de onda e variacdes
na intensidade de fluorescéncia, que acompanham altera¢cdes conformacionais, como
seja por exemplo, a desnaturagdo (Schmid, 1997). A magnitude do desvio para
comprimentos de onda maiores observado em espectros de fluorescéncia de uma
proteina desnaturada relativamente ao espectro de fluorescéncia de uma proteina
nativa, depende da extensdo a que o triptofano estd escondido na proteina nativa e
exposto na desnaturada.

A deteccgédo de fluorescéncia, comparativamente com a medi¢cdo de absor¢éo, é
um método mais adequado ao estudo de alteracbes conformacionais das proteinas,
uma vez que é extremamente sensivel as alteragbes do ambiente em que os
cromoforos se encontram. Alguns dos factores externos que provocam variacdo da

fluorescéncia séo: a viscosidade do solvente, a temperatura e o pH.

2.2.2.1 Ensaio com Tioflavina-T

A Tioflavina-T (Th-T), representada na Figura 2.4 A, € uma sonda fluorescente
bastante utilizada como método de deteccdo de fibras amildides em solucdo

(Naiki et al., 1989; LeVine Ill, 1993) e de facil utilizacdo. Na presenca de fibras
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amiloides, a Th-T quando excitada a um comprimento de onda de 450 nm, apresenta
um maximo de emissdo a 482 nm. Por outro lado, quando livre em solugéo, apresenta
um maximo de excitagcdo a 385 nm e um maximo de emissdo a 445 nm (LeVine llI,
1993). No entanto, sabe-se pouco acerca do mecanismo de interacgao da sonda com
fibras amildides. Os autores Naiki et al. (1989) referem apenas a existéncia de ligagao
especifica da Th-T as fibras amildides. Um trabalho recente de Krebs et al. (2005)
propde um mecanismo de ligacdo da Th-T as fibras em que as moléculas de Th-T
estdo orientadas paralelamente ao eixo da fibra amiléide (Figura 2.2 C).

Uma das caracteristicas das cadeias 3 é terem as cadeias laterais dos residuos
de aminoacidos orientadas alternadamente para um e outro lado da folha-B. Este
arranjo € mantido ao longo das folhas-p paralelas e anti-paralelas. Na estrutura fibrilar,
as cadeias laterais das diferentes faces da folha-3, formam canais com orientacdo
paralela ao eixo principal da fibra amil6ide e perpendicular as cadeias 8 (Figura 2.4 B e
C) (Pauling e Corey, 1951; Salemme, 1983). A largura desses canais € estimada em
cerca de 6,5 a 6,95 A (Saleme, 1983). Estes valores sugerem que a Th-T se posiciona
nesses canais com 0 seu eixo maior paralelo ao eixo das fibras, rodeada de muito
perto por cadeias laterais (Krebs et al., 2005). Assim, o aumento de fluorescéncia da
Th-T observado na presenca de fibras amiléides, ndo se deve a ligacdo regular de
muitas moléculas de Th-T, mas sim a limitacdo do espaco fisico disponivel para a
Th-T e consequente restricdo da sua dinamica molecular.

A 5 . . LI e
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Figura 2.4: Modelo da interac¢do da Tioflavina-T co m fibras amildides. (A) Estrutura da Th-T. A
dimens&o da molécula segundo o eixo perpendicular ao plano em que esta representada é 4,3 £ 0,1 A.
(B) Representacao esquematica de uma folha § (Branden e Tooze, 1991). Estédo indicados os atomos da
cadeia principal (N, C, e C,) e a cadeia lateral R para um residuo. O eixo principal da fibra é perpendicular
as cadeias-B. Um dos locais proposto para a ligacdo de Th-T as fibras encontra-se indicado pela seta

dupla. (C) Representagdo de um protofilamento de amildide com trés folhas-B. A Th-T esta representada
por setas (Krebs et al., 2005).
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Ainda em 2005, os autores Khurana et al., sugeriram que as moléculas de Th-T
formam micelas em solugdo aquosa e que estas, por sua vez, se ligam as fibras
amiléides através de interaccdes electroestéaticas e ligacfes de hidrogénio (Kelényi,
1967). Estas micelas apresentam-se com um interior hidrofébico e com azotos
carregados positivamente orientados para o solvente. No entanto, estes autores
afirmam que a Th-T ndo € especifica apenas para estruturas em folha-, uma vez que
também se liga a acidos nucleicos.

Embora seja dificil definir quais os factores que influenciam a intensidade de
fluorescéncia, o ensaio de Th-T € um ensaio de caracter qualitativo que apresenta

resultados crediveis.

2.2.3 Cromatografia de Exclusdo Molecular acoplada
a um Detector Multiangular de Dispersao de Luz

A cromatografia de exclusédo molecular (SEC) € uma técnica que permite separar
misturas de macromoléculas com base nos seus tamanhos moleculares e forma.
Neste tipo de cromatografia, a fase estaciondria € uma matriz polimérica sélida
constituida por esferas porosas de didmetro controlado, empacotadas numa coluna,
gque se distinguem pela gama de separacéo e pela estabilidade ao pH e temperatura.
A fase mével é um solvente de baixa viscosidade que passa através das esferas ao
longo da coluna.

As amostras séo aplicadas no topo da coluna e arrastadas através desta pela
fase movel. As diferentes proteinas vdo sendo retardadas de maneira distinta, pelo
que podem ser recolhidas separadamente & medida que sdo eluidas da coluna. As
moléculas com tamanho superior ao didmetro dos poros da matriz sdo excluidas
primeiro, uma vez que nado difundem pelos poros da matriz, mas sim entre as esferas
da matriz. No caso de moléculas de tamanho inferior ao tamanho dos poros da matriz,
estas difundem pelo interior dos poros das esferas da matriz, o que faz com que levem
mais tempo a atravessar a coluna. Assim, o tempo de eluicdo da molécula varia de
acordo com o seu tamanho e forma (Stellwagen, 1990). Portanto, as moléculas sao
caracterizadas pelo seu volume de eluicédo (Ve) que € o volume de eluente necessario
para que a molécula atravesse a coluna. Assim, quanto maior a molécula, menor o seu
volume de eluicdo. Particulas suficientemente grandes sdo completamente excluidas

dos poros das esferas e eluem ao mesmo tempo no designado volume de exclusdo ou
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externo (Vy) da coluna, independentemente dos seus tamanhos. O volume de
exclusdo determina-se usando, pelo menos, uma molécula de elevado peso molecular
(Harding, 1997).

Para monitorizar a separagéo na SEC, um detector é colocado depois da coluna
e o sinal registado num computador que traca o cromatograma respectivo. O
acoplamento de uma bomba de alta precisdo a coluna permite manter e controlar a
velocidade de fluxo da fase movel. A eluicdo de moléculas de proteina detecta-se
geralmente pela absor¢cdo no ultra-violeta, a 280 nm, regido onde absorvem as

cadeias laterais dos aminoacidos aromaticos (Irvine, 2003).

Uma forma de determinar de forma absoluta as massas moleculares e tamanhos
das macromoléculas eluidas na SEC, é acoplar um detector de dispersao de luz com
multiplos angulos ao sistema de separacdo (SEC-MALLS). Este sistema fornece boas
aproximacdes na determinacdo das massas moleculares médias e dos volumes
médios de macromoléculas, como proteinas e polimeros sendo, por isso, usado ha
monitorizacdo de processos de oligomerizacdo e/ou agregacdo de moléculas em
solucéo (Folta-Stogniew e Williams, 1999; Wyatt, 1993, 1997).

Na técnica de dispersdo de luz estatica (SLS) a radiacao laser polarizada, a um
determinado comprimento de onda (Ap), incide na amostra e a dispersdo de luz é
detectada através de um fotodetector. Em MALLS a disperséo da luz é medida por
varios fotodetectores colocados em angulos (6 especificos, relativamente ao feixe
incidente (van Dijk e Smit, 2000).

A guantidade de luz dispersa medida a cada angulo € directamente proporcional
a massa molecular (MM) e a concentracdo (c) em g/mL da molécula em analise
(Folta-Stogniew e Williams, 1999). Deste modo, a deteccdo por dispersdo da luz
torna-se mais sensivel & medida que as massas moleculares aumentam. E por este
motivo que a técnica SEC-MALLS é muito usada em ensaios que envolvam agregacao
em proteinas (Penzkofer et al., 2007). A relacdo entre a dispersdo de luz e a massa

molecular é dada pela Equacgéo 2.8:

*

Kec _ 1
R© ~P@) MM +2AC (2.8)

onde R(8 é o excesso de intensidade da dispersédo de Rayleigh comparada com a do
solvente puro e que depende do angulo de dispersado da luz, da distancia da amostra
ao detector, da intensidade de luz incidente e do volume da amostra irradiada; A, é o

segundo coeficiente virial que resulta da interaccdo solvente-soluto (normalmente, o
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valor usado para proteinas é de 10 mL.mol/g?); P(8) é o factor forma que descreve a
dependéncia angular da disperséo da luz com o tamanho e conformacdo da molécula

e K* € uma constante experimental definida segundo a Equacéo 2.9:

«_4m2ng (dn)2
=Tk (&)
Na g \dc

(2.9)
onde ng € o indice de refraccdo do solvente, n é o indice de refraccéo da solugéo, N €
0 numero de Avogadro e dn/dc & o incremento do indice de refracgcdo com a
concentragdo de soluto (normalmente compreendido entre 0,183 e
0,186 mL/g) (Wyatt, 1997; Folta-Stogniew e Williams, 1999; van Dijk e Smit, 2000).

A Equacdo 2.8 é valida para moléculas de dimensdes maximas menores que Ao,
ou seja, com massas moleculares aproximadamente menores que 50 x 10° g/mol
(Harding, 1997). Para concentragBes muito baixas de proteinas (< 0,1 mg/mL), o termo
A,c é aproximadamente nulo, podendo assim ser desprezado (Folta-Stogniew e
Williams, 1999).

Para moléculas maiores que Ay/20, P(8) pode ser simplificado como:

16 m2

P(9)=1-3—/1(2J

R; sin® (6/2) (2.10)

onde Ry € o raio de giragdo médio das moléculas que € uma forma de expressar a
distribuicdo de massa no interior do volume da molécula tendo em conta o seu centro
de massa e, portanto, directamente relacionado com a conformac¢ao molecular. Neste
caso, quantos mais fotodetectores houver em mudiltiplos angulos, mais precisa é a
determinacdo média das massas moleculares e 0s respectivos raios de giracao
(Wyatt, 1997). Na Equacao 2.10, para moléculas de grandes dimensdes, mais termos
de poténcias maiores sdo necessarios (Wyatt, 1993).

Para moléculas mais pequenas que A,/20, a dispersédo da luz é isotrépica, ou
seja, € a mesma para cada angulo (Wyatt, 1997). Para moléculas deste tamanho ndo

haverd qualquer variacdo angular da dispersdo da Iluz, logo P(8 sera

aproximadamente igual a 1, pois % Rg sin? (6/2) = 0 (Harding, 1997; Folta-Stogniew
0

e Williams, 1999), o que permite determinar directamente a MM de uma molécula a

partir de R(6) na Equacéo 2.8.
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2.2.4 Microscopia Electréonica de Transmissao

A microscopia electrénica tem sido muito utilizada nas dltimas décadas para a
determinagdo da morfologia de complexos proteicos. A microscopia electrénica de
transmissdo (TEM) constitui uma ferramenta muito importante para diferenciar
morfologicamente espécies intervenientes em processos de agregacao de proteinas
em solugéo, por exemplo.

Os métodos de microscopia electronica baseiam-se na interaccao de feixes de
electrdes com a amostra. O fluxo de electrdes, num microscépio electrénico tipico, é
formado por uma fonte (por exemplo, um filamento de tungsténio) que € acelerado por
um potencial eléctrico positivo de varias dezenas de kilovolts na direc¢cdo da amostra.
Os feixes electrénicos, apds serem dispersos por estruturas diferentes da amostra,
podem ser focados através de lentes electromagnéticas e detectados para se produzir
uma imagem bidimensional imensamente ampliada da amostra numa pelicula
fotografica ou, mais recentemente, sob a forma digital (Loura e Almeida, 2004;
Reimer e Kohl, 2008).

A principal vantagem em usar um feixe de electrdes é que ha um grande
aumento no poder de resolucdo. Este aumento deve-se ao facto do comprimento de
onda do feixe de electrbes ser muito pequeno e, quanto menor o comprimento de
onda, maior a resolucdo obtida (relagdo de Broglie). Este facto aponta para a
possibilidade tedrica de se atingirem, com 0s microscopios electronicos, resolu¢des da
ordem de 0,002 nm. Todavia, como o poder de resolugdo ndo depende sO do
comprimento de onda, mas também da abertura numeérica, e esta ser limitada por
razbes inerentes a natureza electromagnética das lentes, atingem-se limites de
resolucdo proximos de 0,1 nm. No entanto, na observacdo de materiais biologicos,
pela falta de contraste que o0s caracteriza, raramente se consegue ultrapassar a
resolucdo de 1-2 nm. Esta falta de contraste € devida ao baixo nimero atémico dos
atomos que os constituem (C, H, N, O) (Ruprecht e Nield, 2001). Para se obter um
melhor contraste e uma melhor imagem, na preparacdo das amostras recorre-se a um
tratamento com substéancias que contenham atomos pesados, como 6ésmio, chumbo e

uranio (Loura e Almeida, 2004).
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2.3 Procedimento Experimental

2.3.1 Preparacao das Amostras de TTR-WT

1) Transtirretina Nativa a pH 7,2

As amostras da proteina transtirretina no seu estado nativo tetramérico a pH 7,2
em tampdo fosfato de sédio 50 mM e NaCl 150 mM foram preparadas a
concentracdes de 16 uM. A concentracdo das solugdes de TTR-WT foi determinada
por espectrofotometria de UV/Visivel num espectrofotometro UV500 Spectronic
Unicam através da leitura de absorvancia a 280 nm, usando o coeficiente de absorcao
molar de 7,76 x 10* M* cm™ (Quintas et al., 1999).

As amostras de TTR-WT a pH 7,2 foram sujeitas a ensaios de dicroismo circular
(CD) no UV-longinquo e proximo, fluorescéncia e cromatografia de exclusdo molecular
acoplada a um detector multiangular de disperséo de luz (SEC-MALLS), a temperatura
de 24 °C

2) Transtirretina Desnaturada a pH 2,0

Para preparar amostras de TTR a pH 2,0, procedeu-se a dialise de amostras de
TTR-WT a pH 7,2 contra uma soluc¢éo aquosa de HCI 10 mM, pH 2,0, durante 4 dias, a
4 °C. Este procedimento produz transtirretina no estado monomérico desnaturado
(Lindgren et al., 2005). As cassetes de dialise usadas Slide-A-Lyzer, constituidas por
membranas de celulose com porosidade para massas moleculares menores que
3,500 kDa, foram adquiridas a Pierce Biotechonology. Apds a dialise, procedeu-se
novamente a verificagdo da concentracdo da amostra de TTR-WT (16 pM) por
espectrofotometria de UV/Visivel num espectrofotometro UV500 Spectronic Unicam
através da leitura de absorvancia a 280 nm, usando o coeficiente de absorcdo molar
de 7,76 x 10* M* cm™ (Quintas et al., 1999).

As amostras de TTR-WT a pH 2,0 foram sujeitas a ensaios de CD

(UV-longinquo e préximo), fluorescéncia e SEC-MALLS, a temperatura de 24 °C.
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3) Ensaios de Agregacdo a pH 2,0 com NaCl 100 mM

Apbs didlise a pH 2,0 da TTR-WT a 2,3 e 16 uM, procedeu-se a adi¢do de NaCl
100 mM a partir de uma solugdo concentrada de NaCl 5 M. A adicdo de sal nestas

condi¢des, promove a agregacao da proteina transtirretina (Lindgren et al., 2005).

2.3.2 Ensaios de Dicroismo Circular

Todas as experiéncias de dicroismo circular (CD) foram realizadas num
espectropolarimetro DSM 20 da Olis Inc., usando uma fenda de 0,6 mm e a
temperatura de 24 °C. A aquisicdo dos espectros de CD dos diversos ensaios foi

realizada com o software Olis Spectral Works versao 4.3.

2.3.2.1 Dicroismo Circular no UV-Longinquo

Nos ensaios de CD no UV-longinquo de TTR-WT a pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com
NaCl 100 mM a vérios tempos de incubagdo, a gama de comprimentos de onda
utilizada para cada espectro foi de 190 nm a 260 nm, com uma acumulacdo de 2
varrimentos com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integragédo
de 4 segundos por ponto. Os respectivos espectros de tampao na auséncia de
TTR-WT foram efectuados nas mesmas condicoes.

Nas experiéncias de cinética da fase inicial do processo de agregacdo da
TTR-WT, a pH 2,0, apés a adicdo de NaCl para uma concentracao final de 100 mM,
seguiu-se a variacdo do sinal de elipticidade observada ao longo do tempo, no
comprimento de onda 213 nm. Nestes ensaios, o tempo de integracdo para cada
ponto foi de 6 segundos para um total de experiéncia de 1 hora (TTR-WT 16 uM) e
2 horas (TTR-WT 2,3 uM).

Nas experiéncias de cinética da fase final do processo de agregagédo da TTR-WT
16 uM, a pH 2,0 com 100 mM NacCl, foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias de
incubacao.

As cuvetes usadas nos ensaios de CD no UV-longinquo tinham um percurso

Optico de 0,2 e 1 mm, para as amostras de TTR-WT a 16 e 2,3 uM, respectivamente.
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Todos os resultados experimentais de CD no UV-longinquo foram analisados

com o programa Origin7 (OriginLab Corporation).

2.3.2.1 Dicroismo Circular no UV-Préximo

Nos ensaios de CD no UV-proximo de TTR-WT a pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com
NaCl 100 mM a vérios tempos de incubagdo, a gama de comprimentos de onda
utilizada para cada espectro foi de 250 nm a 320 nm, com uma acumulacdo de
2 varrimentos com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integracao
de 4 segundos por ponto. Os respectivos espectros de tampdo na auséncia de
TTR-WT foram efectuados nas mesmas condicdes.

Nas experiéncias de cinética da fase inicial do processo de agregacdo da
TTR-WT 16 puM, a pH 2,0 e apds a adicdo de NaCl para uma concentracao final de
100 mM, seguiu-se a variacdo do sinal de elipticidade observada ao longo do tempo,
no comprimento de onda 291 nm. Nestes ensaios, 0 tempo de integracédo para cada
ponto foi de 10 segundos para um total de 1 hora de experiéncia.

Nas experiéncias de cinética da fase final do processo de agregagédo da TTR-WT
16 uM, a pH 2,0 com 100 mM NaCl , foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias
de incubacéo.

Em todos os ensaios de CD no UV- préximo, a cuvete utilizada tinha um
percurso optico de 5 mm.

Todos os resultados experimentais de CD no UV- proximo foram analisados com

0 programa Origin7 (OriginLab Corporation).

2.3.3 Ensaios de Fluorescéncia

Todos os ensaios de fluorescéncia foram realizados num fluorimetro Varian Cary
Eclipse a temperatura de 24 °C utilizando uma cuvete com um percurso Optico de
5x5 mm. A aquisicdo de todos os espectros de fluorescéncia foi realizada com o
software Varian Cary Eclipse versdo 1.1.

Os espectros de fluorescéncia realizados com amostras de TTR-WT 16 uM, a
pH 7,2, pH 2,0 e pH 2,0 com NaCl 100 mM a varios tempos de incubacao, foram

obtidos utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm, com uma

-41-



Capitulo 2

acumulacdo de 2 varrimentos para cada espectro. As fendas de excitacdo e emissao
usadas foram de 5 e 10 nm, respectivamente.

Nas experiéncias de cinética da fase inicial do processo de agregacdo da
TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e apés a adicdo de NaCl para uma concentracao final de
100 mM, seguiu-se a variagcdo do sinal de fluorescéncia ao longo do tempo, no
comprimento de onda de emissdo 380 nm, com um comprimento de onda de excitacdo
de 290 nm. As fendas de excitacdo e emissédo usadas foram de 5 e 10 nm,
respectivamente. Nestes ensaios, o tempo de integracdo para cada ponto foi de 9
segundos para um total de 1 hora de experiéncia.

Nas experiéncias de cinética da fase final do processo de agregacdo da TTR-WT
16 pM, a pH 2,0 com 100 mM NacCl, foram recolhidos espectros ao longo de 37 dias de
incubacao.

Todos os resultados experimentais de fluorescéncia foram analisados com o

programa Origin7 (OriginLab Corporation).

2.3.3.1 Ensaio de Tioflavina-T

O ensaio de Tioflavina-T (Th-T) foi realizado aos 37 dias de incubacdo da
amostra de TTR-WT, a pH 2,0, com NaCl 100 mM, para a deteccéo de fibras amildides
(Vassar e Culling, 1959). A amostra de proteina incubada adicionou-se uma solucgéo
concentrada de Th-T em tampé&o glicina-NaOH 50 mM, pH 9,0, previamente filtrada, de
modo a obter-se uma concentracdo final de 10 pM de Th-T. A concentracdo da
solucdo stock de Th-T foi previamente determinada por espectrofotometria de
UV/Visivel num espectrofotometro UV500 Spectronic Unicam através da leitura de
absorvancia a 411 nm, usando o coeficiente de absor¢do molar de 2,2 x 10* M* cm™
(Cardoso et al., 2000).

Ap6s a adicdo de Th-T a amostra de TTR-WT, a mistura € incubada a
temperatura ambiente durante cerca de 20 minutos. Para intensificar o sinal de
emissao de fluorescéncia da Th-T procedeu-se ao acerto do pH a 9,0. Os espectros de
fluorescéncia foram obtidos num fluorimetro Varian Cary Eclipse, a temperatura
ambiente. Obtiveram-se espectros de emissdo com o0 comprimento de onda de
excitacdo de 450 nm (LeVine Ill, 1993), com uma acumulagdo de 2 varrimentos para
cada espectro. As fendas de excitacdo e emissdo foram de 5 nm. A cuvete utilizada

tinha um percurso 6ptico de 5x5 mm.
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2.3.4 Ensaios de Cromatografia de Exclusao
Molecular acoplada a um Detector Multiangular de
Dispersao de Luz

Foram realizados ensaios de cromatografia de exclusdo molecular acoplada a
um detector multiangular de disperséo de luz (SEC-MALLS) com amostras de TTR-WT
16 pM, a pH 7,2 em tampéo fosfato de sédio 50 mM e a pH 2,0 em HCI 10 mM. A
coluna foi pré-equilibrada com o tampao respectivo a cada amostra e o tampao foi
previamente filtrado através de membranas com poro de 0,2 um. Cada injeccéo foi de
100 pL.

As amostras para 0s ensaios de cinética da fase inicial do processo de
agregacédo da TTR-WT, a pH 2,0, apds a adigdo de NaCl para uma concentracao final
de 100 mM, foram realizadas a duas concentracdes de TTR-WT: a 2,3 UM para
tempos de incubacdo de 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas, e a 16 pM para
tempos de incubacdo de 0, 2, 10, 30, 60 minutos, 2, 5 e 24 horas. A coluna foi
previamente equilibrada com HCI 10 mM, NaCl 100 mM, pH 2,0. Para os ensaios a
2,3 pUM injectaram-se na coluna 700 pL de amostra, enquanto que para 0s ensaios a
16 UM injectaram-se 100 pL.

Todas as amostras foram analisadas por cromatografia de exclusdo molecular a
temperatura de aproximadamente 24 °C. A coluna utlizada foi uma TSK-GEL
G3000SWy, com um volume total de 14,3 mL e com separacdo Optima entre massas
moleculares de 10 a 500 kDa. Antes de cada injec¢ao, a coluna foi equilibrada com
tampao, previamente filtrado através de membranas com poro de 0,2 um. A velocidade
de fluxo do eluente foi de 0,5 mL/min para todos 0s ensaios.

As espécies eluidas pela coluna passam primeiramente por um detector de UV
(Gilson) que mede a absorcdo das mesmas a 280 nm, e depois passam por um
sistema de deteccdo multiangular de dispersdo da luz (miniDAWN TREOS, Wyatt
Technology). Um feixe de radiagdo linearmente polarizada incidente nas espécies
eluidas pela SEC € proveniente de um laser de arseneto de gélio (GaAs), cujo
comprimento de onda () € de 658 nm. A dispersdo de luz é detectada por
3 fotodetectores colocados em trés angulos fixos relativamente ao feixe de luz
incidente na amostra: 41,6°, 90,0° e 138,4°. A normalizacdo de sensibilidade dos
fotodetectores a 41,6° e 138,4° foi realizada segundo o procedimento descrito no
manual. Foram determinados os valores de 0,74 e 0,75, respectivamente. Ensaios
com BSA (albumina sérica bovina) foram também usados para determinar o atraso

temporal entre o detector de UV e o0 de MALLS (0,11 minutos). O valor de dn/dc usado
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foi de 0,185 mL/g e o de nq foi de 1,333. A aquisicdo dos dados e os calculos para as
massas moleculares das diferentes espécies foram realizados com o software ASTRA
V versdo 5.3.1.5 (Wyatt Technology).

2.3.5 Ensaios de Microscopia Electréonica de
Transmissao

O ensaio de microscopia electrénica de transmissdo (TEM) foi realizado aos 37
dias de incubacdo da amostra de TTR-WT, a pH 2,0, com NaCl 100 mM, com a
finalidade de identificar a morfologia e tamanho dos agregados formados. Para
visualizar os agregados ao microscopio, colocou-se 5 pL de amostra numa grelha de
cobre com uma malha de 400 quadrados, coberta com um filme polimérico de formvar,
e aguardou-se 1 minuto. De seguida, adicionaram-se 5 pL de 1% de acetato de
uranilo, voltando-se a aguardar 1 minuto. Estes ensaios foram realizados no IBMC,
Instituto de Biologia Molecular e Celular, da Universidade do Porto. As imagens das
amostras observadas foram obtidas através de um microscopio electrénico de
transmissao Zeiss modelo EM 902A, equipado com uma unidade com um canh&o de
electrdes de filamentos de tungsténio, operando até 80 kV, e com uma camara

acoplada CCD da Orius Gatan.
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Actualmente, a sequéncia de mecanismos moleculares que ocorrem durante a
conversdo do tetrdmero da TTR em agregados precursores de fibras amiléides, ainda
ndo estd completamente esclarecida. Embora se saiba que a dissocia¢do do tetramero
da TTR produz uma espécie monomérica com caracteristicas estruturais diferentes do
mondmero nativo (Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005), as duvidas prevalecem
relativamente ao que sucede com esse monémero ndo-nativo no processo inicial de
agregacédo da TTR.

Lindgren et al. (2005) propuseram um dos modelos para a formacgéo de fibras
amildéides da proteina transtirretina in vitro. Estes autores consideram que a pH 2,0, o
tetrdmero dissocia a um mondmero desnaturado que, apds a adicdo de NaCl 100 mM,
sofre uma mudanca conformacional adoptando uma conformacéo de glébulo fundido
compacto (molten globule), susceptivel a agregacéo.

No presente trabalho, decidiu-se explorar as condicbes experimentais usadas
por Lindgren et al. (2005), pois permitem iniciar de forma controlada o processo de
agregacédo da TTR. De forma a monitorizar os estados iniciais de agregacédo da TTR,
foram realizados ensaios de dicroismo circular no UV-longinquo e préximo,
fluorescéncia e cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector

multiangular de disperséao de luz.

3.1 Analise da Estrutura Secundaria da TTR-WT por
Dicroismo Circular no UV-Longinquo

A proteina transtirretina em condi¢des fisioldgicas, ou seja, na sua forma nativa
apresenta maioritariamente estrutura secundaria em folha-f (Blake et al., 1978;
Hoérnberg et al., 2000) (Figura 1.2). A Figura 3.1 apresenta o espectro de dicroismo
circular (CD) no UV-longinquo da TTR-WT, a pH 7,2, e a temperatura de 24 °C. No
espectro € possivel verificar um maximo de elipticidade do residuo médio por volta de
195 nm e um minimo perto de 217 nm, bandas caracteristicas de uma proteina com
estrutura secundaria maioritariamente em folha-p.

Tendo em conta a estrutura cristalografica da TTR humana determinada por
difraccdo de raios-X com uma resolugdo de 1.8 A (Blake et al., 1978) e que se
encontra depositada na base de dados PDB (Protein Data Bank) com o cédigo 2PAB,
foi possivel avaliar as percentagens dos diferentes tipos de estrutura secundéria

presentes na estrutura tridimensional da TTR-WT através do algoritmo de calculo
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DSSP (Definition of Secondary Structure of Proteins). Este algoritmo considera que
dos 127 aminoéacidos da unidade monomérica da TTR, 8 estdo presentes em estrutura
em hélice-a e 59 encontram-se em 9 cadeias-fB. Desta forma, as percentagens de
estrutura secundaria obtidas pelo algoritmo DSSP séo: 6% de hélice-a, 46% de
folha-B e 48% de outras estruturas. A elevada percentagem de outras estruturas
(voltas e estrutura ao acaso) para a TTR € aceitavel, uma vez que ha 7 voltas e outros
tipos de estrutura que unem o0s elementos de estrutura secundaria regular repetitiva

(hélice-a e cadeias-f3).

x 107 (deg.cmz.dmol'l)
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Figura 3.1: Espectro de CD no UV-longinquo da TTR-WT a pH 7,2. O espectro foi registado a
temperatura de 24 °C, com uma concentragédo de TTR-WT de 16 uM em tampao fosfato de sdédio 50 mM e
NaCl 150 mM, pH 7,2. A cuvete usada tinha um percurso o6ptico de 0,2 mm. Acumularam-se 2
varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integracdo de 4 segundos por

ponto.

Com o objectivo de investigar os estados iniciais de agregacdo da TTR-WT a
pH 2,0, numa primeira etapa procedeu-se a alteracdo do pH das amostras de proteina
através de dialise contra uma solucdo aquosa de HCI 10 mM, durante 4 dias, a 4 °C,
de forma a promover a dissociacdo do tetramero da TTR em mondmeros e ainda a
desnaturacéo das espécies monoméricas (Lindgren et al., 2005). Como se pode ver na
Figura 3.2, o espectro de CD apresenta apenas um minimo de elipticidade do residuo
médio, aproximadamente a 200 nm. O espectro de CD caracteristico de estruturas
proteicas desordenadas apresenta um minimo préximo dos 195-197 nm. Desta forma,
apos 4 dias a pH 2,0, a TTR encontra-se numa estrutura desnaturada muito

desordenada ainda que nao totalmente.
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Figura 3.2: Espectro de CD no UV-longinquo da TTR-WT a pH 2,0. O espectro foi registado a
temperatura de 24 °C, apos didlise da TTR-WT contra uma solu¢do aquosa de HCI 10 mM pH 2,0,
durante 4 dias, a 4°C. A concentracdo de TTR-WT foi de 16 uM. A cuvete usada tinha um percurso 6ptico
de 0,2 mm. Acumularam-se 2 varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de
integracdo de 4 segundos por ponto.

Adicionalmente, foi feito um ajuste ao espectro da Figura 3.2, recorrendo ao
programa CONTIN, numa tentativa de avaliar as percentagens de estruturas
secundarias. O algoritmo de céalculo tem como base espectros de CD no UV-longinquo
de 48 proteinas de referéncia, cuja estrutura tridimensional € conhecida. Os resultados
obtidos ao realizar o ajuste foram: 74% de outras estruturas e 27% de estrutura
ordenada (folha-B e hélice-a). Mediante os valores percentuais de estrutura secundaria
para a TTR-WT a pH 2,0, confirma-se que a TTR estd num estado desnaturado devido
ao aumento de estrutura desorganizada, mas apresenta ainda estrutura secundéria
ordenada residual.

Estudos de dindmica molecular foram realizados no nosso laboratério numa
tentativa de caracterizar a extensdo da desnaturacdo de mondmeros da TTR através
do aumento da temperatura. Dos resultados obtidos das varias simulacdes
constatou-se que na maior parte dos casos ha uma perda significativa de estrutura
secundaria (Brito et al., 2004; Rodrigues et al., 2010). Apesar da desnaturacdo nas
simulagdes ser induzida pelo aumento da temperatura e no caso do presente trabalho
ser induzida pela acidificacdo do meio, verifica-se que em ambos 0s casos, a

desnaturacdo nao é total, mas parcial.
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3.2 Analise da Estrutura Terciaria da TTR-WT por
Dicroismo Circular no UV-Préximo e por Fluorescéncia

As bandas de CD no UV-proximo sdo observadas quando as cadeias laterais
aromaticas de uma proteina se encontram num ambiente assimétrico. Assim, 0S
espectros de CD nesta zona do ultravioleta constituem um critério extremamente
sensivel para analisar alteracdes da estrutura terciaria de uma proteina, isto €,
alteracBes no arranjo tridimensional da estrutura da proteina.

Na Figura 3.3 esta representado o espectro de CD no UV-proximo da TTR-WT
no estado nativo. O espectro apresenta 2 maximos positivos de elipticidade do residuo
médio a 283 e 291 nm. Numa proteina nativa, o sinal de CD no UV-préximo € devido
as contribuicdes dos aminoacidos aromaticos num ambiente assimétrico: a fenilalanina
apresenta um pico entre 0os 255 e 0s 270 nm, a tirosina entre 0s 275 nm e 0s 282 nm e
o triptofano entre os 290 nm e os 305 nm (Kelly et al.,, 2005). Assim, no caso da
TTR-WT no seu estado nativo, os dois picos observados no espectro de CD no
UV-proximo devem-se ao ambiente assimétrico das cadeias laterais dos triptofanos e

das tirosinas.

120 T T T T T T T T T T T T T
] —— TTR-WT, pH 7,2 |
100 —— TTR-WT, pH 2,0

[6]..,, (deg.cm”.dmol ™)

250 ' 260 ' 270 ' 280 ' 290 ' 300 ' 310 ' 320
Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.3: Espectros de CD no UV-préximo da TTR-WT a pH 7,2 e a pH 2,0. Os espectros foram

registados a temperatura de 24 °C, com uma concentracdo de TTR-WT de 16 uM. O espectro a preto

corresponde a TTR-WT a pH 7,2 em tampéao fosfato de sédio 50 mM e NaCl 150 mM e o espectro a

vermelho corresponde a TTR-WT a pH 2,0, apds didlise durante 4 dias, a 4°C, contra HCI 10 mM. A

cuvete usada tinha um percurso 6ptico de 5 mm. Para cada espectro, acumularam-se 2 varrimentos, com

70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integragédo de 4 segundos por ponto.
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Alterando o pH da solu¢do de TTR-WT para 2,0 através de uma dialise contra
HCI 10 mM, observa-se que o sinal de elipticidade do residuo médio no UV-préximo se
torna muito fraco indicando auséncia de estrutura ordenada (Schmid, 1997). Assim, o
espectro da TTR-WT a pH 2,0 (Figura 3.3) € indicativo de que a TTR apresenta uma
estrutura terciaria onde o ambiente quimico dos triptofanos e tirosinas foi claramente
alterado para um ambiente menos organizado, relativamente ao ambiente existente no
estado nativo.

A emissdo maxima de fluorescéncia de triptofanos em proteinas nativas varia
normalmente entre 332 e 342 nm (Einarsson e Andersson, 1977). No caso da TTR, o
méximo de emissdo ocorre aos 340 nm. A fluorescéncia em proteinas é dominada
pela contribuicdo dos aminoacidos aromaticos, nomeadamente os triptofanos. A
TTR-WT contém dois residuos de triptofanos por mondémero, o triptofano 41 e o
triptofano 79. No entanto, o triptofano 79 exibe uma percentagem de fluorescéncia
pouco significativa a pH 7, pelo que a fluorescéncia exibida é consequéncia

maioritariamente do triptofano 41 (Quintas et al., 1999).

12 T~ 1 - 1 - T T 1 1 T ]
1,1 — TTR-WT, pH 7,2
1 — TTR-WT, pH 2,0 ]

Intensidade Fluorescéncia Normalizada (u. a.)

-— 77
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.4: Espectros de fluorescénciada TTR-WT ap H 7,2 e apH 2,0. Os espectros foram registados
a temperatura de 24 °C, com uma concentracdo de TTR-WT de 16 uM. O comprimento de onda de
excitacdo foi 280 nm. O espectro a preto corresponde a TTR-WT a pH 7,2 em tampéo fosfato de sodio
50 mM e NaCl 150 mM e o espectro a vermelho corresponde a TTR-WT a pH 2,0, ap6s dialise durante

4 dias, a 4°C, contra HCI 10 mM. A cuvete usada tinha um percurso 6ptico de 5x5 mm.

No espectro de fluorescéncia da TTR-WT desnhaturada a pH 2,0 (Figura 3.4)
observa-se um desvio para o vermelho no maximo de emissdo, aproximadamente

para os 350 nm, relativamente ao maximo de emissdo da TTR-WT a pH 7,2. Este
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desvio deve-se a uma alteracdo do ambiente quimico em torno dos triptofanos para
um ambiente mais polar, ou seja, com uma maior exposi¢cao destes ao solvente.
Assim, pode-se concluir que apés 4 dias a pH 2,0, a TTR-WT encontra-se
desnaturada, com quantidades residuais de estrutura secundaria ordenada, estrutura
terciaria desorganizada e os residuos de triptofano mais expostos ao solvente do que

no estado nativo.

3.3 Analise da Massa Molecular da TTR-WT por
Cromatografia de Exclusao Molecular acoplada a um
Detector Multiangular de Dispersao de Luz

A proteina transtirretina no seu estado nativo encontra-se na forma tetramérica
com um peso molecular de aproximadamente 55 kDa. Injectou-se uma amostra de
TTR-WT a pH 7,2 num sistema SEC-MALLS. Este sistema de dispersdo de luz com
deteccdo multiangular (MALLS) acoplado a uma cromatografia de exclusao molecular
(SEC) tem-se mostrado bastante util na determinagdo das massas moleculares
médias aparentes de proteinas. As espécies vao sendo eluidas na SEC pelo seu
tamanho e forma e depois passam por um detector de dispersdo de luz com multiplos
angulos de detecgdo. A quantidade de luz dispersa medida simultaneamente a cada
angulo é directamente proporcional a massa molecular e a concentragdo dessas
espécies (Folta-Stogniew e Williams, 1999).

As massas moleculares aparentes das diferentes espécies nos ensaios de
SEC-MALLS foram determinadas segundo as Equacbes 2.8, 2.9 e 2.10 da Seccao
2.2.3.

No cromatograma da TTR-WT nativa a pH 7,2 (Figura 3.5), observam-se dois
picos: A e T. O pico T é bem definido e intenso, com tempo de eluicdo
aproximadamente aos 17 minutos e peso molecular aparente de 63 kDa, que
corresponde deste modo ao tetramero da TTR. O pequeno pico (A) com tempo de
eluicdo aproximadamente aos 15 minutos apresenta um peso molecular médio
aparente de 269 kDa que corresponde a agregados proteicos presentes na solucéo.

No cromatograma da TTR-WT desnaturada a pH 2,0 (Figura 3.6) também se
observam dois picos: U e T. O pico mais intenso (U), com tempo de eluicdo
aproximadamente aos 17 minutos, tem um peso molecular médio aparente de 17 kDa.

Este pico corresponde ao monémero desnaturado da TTR. O pico mais pequeno (T)
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apresenta uma massa molecular de 54 kDa com um tempo de eluicdo perto dos 15
minutos, indicando que ainda ha uma pequena percentagem de tetrdmero na amostra

gue ndo foi totalmente desnaturada.
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Figura 3.5: Andlise de uma amostra de TTR-WT apH 7 ,2 por SEC-MALLS. O cromatograma foi obtido
a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,2.
Aplicaram-se 100 pL de amostra de TTR-WT 16 uM. T corresponde ao tetramero e A corresponde a

agregados.
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Figura 3.6: Analise de uma amostra de TTR-WT apH 2 ,0 por SEC-MALLS. O cromatograma foi obtido
a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCI 10 mM, pH 2,0. Aplicaram-se 100 yL de amostra de

TTR-WT 16 pM. U corresponde ao monomero desnaturado e T corresponde ao tetramero.
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3.4 Agregacado da TTR-WT seguida por Fluorescéncia e
Dicroismo Circular no UV-Préximo

No modelo de formacao de fibras amiléides da TTR proposto por Lai et al. (1996)
€ sugerido que a pH 2,0 se forma uma estrutura do tipo glébulo fundido (molten
globule) que é ndo-amiloidogénico, portanto, incompativel com a formacéo de fibras
amiléides. Por outro lado, no modelo proposto por Lindgren et al. (2005) o glébulo
fundido compacto e amiloidogénico (molten globule), capaz de agregar e formar fibras
amiloides, forma-se apds a adicdo de NaCl as espécies monoméricas desnaturadas.

De modo a promover a agregacao, procedeu-se neste trabalho a adicdo de NacCl
para uma concentracdo final de 100 mM aos mondmeros desnaturados a pH 2,0
(Lindgren et al., 2005). As alteracdes de estrutura terciaria, induzidas pela alteracdo da
forca ibnica do meio, foram seguidas por fluorescéncia e CD no UV-préximo ao longo
do tempo.

A Figura 3.7 mostra os espectros de fluorescéncia intrinseca retirados a varios
tempos apos a adicdo de NaCl a TTR-WT desnaturada a pH 2,0. Comparando estes
espectros com o espectro de TTR a pH 2,0 (méximo de emissdo aproximadamente a
350 nm), verifica-se que ha um desvio para o azul no maximo de emissdo de
fluorescéncia, para aproximadamente os 340 nm. Este méximo de emissdo é

exactamente o mesmo que o da proteina no estado nativo a pH 7,2.

——PpH 7,2 ]
——pH20 ]
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Figura 3.7: Espectros de fluorescéncia de TTR-WT ap H 2,0 para varios tempos de incubagdo apos

a adicdo de NaCl 100 mM. Espectros recolhidos a varios tempos de incubagéo: 1 hora, 1, 7, 14, 21, e 29
dias. Os espectros foram registados a temperatura de 24 °C, com uma concentracdo de TTR-WT de
16 puM. O comprimento de onda de excitagdo foi 280 nm. A cuvete usada tinha um percurso éptico de
5x5 mm. A preto e a vermelho também estdo representados os espectros de TTR-WT a pH 7,2 e a
pH 2,0, respectivamente.
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Este desvio no comprimento de onda no maximo de emissdo significa que o
ambiente quimico em torno dos triptofanos foi alterado para um ambiente mais
hidrofébico, como aquele verificado na conformacdo nativa (maximo de emissao
aproximadamente 340 nm). Como a pH 2,0, a TTR apresenta-se fundamentalmente
carregada positivamente porque esta abaixo do seu ponto isoeléctrico que é
aproximadamente 5 (Pettersson et al., 1987), as cargas negativas sob a forma do ido
cloreto (CI') vao neutralizar as cargas positivas da proteina que ficaram expostas ao
solvente apés a desnaturacdo em pH &cido. Este efeito de neutralizagdo diminui as
repulsdes electroestaticas entre os residuos de amino&cidos carregados, favorecendo
deste modo o efeito hidrofébico e permitindo uma reestruturacdo tridimensional da
unidade monomeérica da TTR que adquire hovamente uma estrutura ordenada e onde
os triptofanos se encontram menos expostos ao solvente. No entanto, verifica-se um
ligeiro alargamento dos espectros de TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM,
especialmente a comprimentos de onda baixos, quando comparados com o espectro a
pH 7,2 (Figura 3.7). Como foi dito anteriormente, a fluorescéncia intrinseca da TTR
deve-se maioritariamente aos triptofanos, pelo que esta pequena alteracdo entre 0s
espectros pode querer dizer que o ambiente quimico em torno dos triptofanos durante
a fase inicial do processo de agregacéo € diferente daquele sentido pelos triptofanos
na proteina nativa. Note-se que no estado nativo a TTR apresenta uma conformacao
tetramérica, ao passo que nestes ensaios de agregacdo apOs a adicao de sal e
segundo o modelo de Lindgren et al. (2005), a TTR encontra-se numa conformacédo
monomeérica parcialmente desnaturada (molten globule), com tendéncia para agregar.

Como se pode ver na Figura 3.7, as pequenas alteracdes verificadas nos
espectros ap0s a adicdo de sal comparativamente com o espectro a pH 7,2, sdo
mantidas durante o processo de agregagdo, pois 0S espectros registados a varios
tempos de incubacdo séo praticamente sobreponiveis, ou seja, 0 ambiente quimico
em torno dos triptofanos ndo muda significativamente durante o processo de
agregacédo da TTR-WT.

A Figura 3.8 mostra diversos espectros de CD no UV-proximo a varios tempos
de incubac&o de TTR-WT a pH 2,0 com sal. E possivel observar que apés a adicéo de
NaCl 100 mM a TTR-WT no estado desnaturado a pH 2,0, ha a passagem de uma
estrutura desorganizada com baixo sinal de elipticidade, para a formacdo de uma
estrutura que apresenta um pico negativo de elipticidade préximo dos 278 nm, tal
como observado pelos autores Jiang et al. (2001b) que produziram uma proteina
mutante de TTR com dupla mutacédo (Phe87Met/Leul10Met) e onde verificaram que a
pH 7,0 se encontra no estado monomérico e que agrega em condicdes acidicas. E

possivel verificar também que, ao longo do tempo, este pico negativo se mantém e
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que todos os espectros registados a diversos tempos, apdés adicdo de sal, sdo

praticamente sobreponiveis, ndo se registando deste modo grandes alteragdes.

(6] crm (deg.cm®.dmol™)
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Figura 3.8: Espectros de CD no UV-proximo da TTR-WT  a pH 2,0 para varios tempos de incubagéo

apo6s a adicao de NaCl 100 mM. Espectros recolhidos a varios tempos de incubagéo: 2 horas, 1, 6, 12,
17, 20, e 32 dias. Os espectros foram registados a temperatura de 24 °C, com uma concentracdo de
TTR-WT de 16 puM. A cuvete usada tinha um percurso Optico de 5 mm. Para cada espectro,
acumularam-se 2 varrimentos, com 70 incrementos de comprimento de onda e um tempo de integragdo

de 4 segundos por ponto. A vermelho também esta representado o espectro de TTR-WT a pH 2,0.

Como ja foi referido anteriormente, para que uma proteina exiba sinal de CD na
regido do UV-proximo é necessario que 0s seus residuos aromaticos estejam
inseridos num ambiente assimétrico (Schmid, 1997; Kelly et al., 2005). Para que nesta
regido o sinal de CD se altere, tem de existir uma alteracdo do ambiente quimico em
torno dos aminoacidos aromaticos, como se verificou no caso da transicdo da TTR
nativa para a desnaturada (Figura 3.3). Isto implica que os 5 residuos de tirosinas e os
2 residuos de triptofanos existentes por monémero na proteina transtirretina, com a
alteracdo da forca iénica do meio a pH 2,0, sofram uma mudan¢a no seu ambiente
guimico. No entanto, o ambiente quimico em torno destes aminoacidos arométicos a
pH 2,0 e NaCl 100 mM (um minimo de elipticidade observado a 278 nm, Figura 3.8) &
também diferente do ambiente quimico existente na proteina nativa, a pH 7,2 (dois
maximos de elipticidade a 283 e 291 nm, Figura 3.3). Esta diferenga nos ambientes
guimicos em torno das tirosinas e triptofanos a pH 7,2 e a pH 2,0 com NaCl mostra
gue a conformacao de TTR-WT apds a adicao de sal é diferente da conformacéo de

proteina nativa e reflecte a formacao do molten globule amiloidogénico. Por outro lado,
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verifica-se que o ambiente quimico destes residuos aromaticos a pH 2,0 com sal é
mantido ao longo do processo de agregacdo da TTR-WT.

Os resultados experimentais obtidos por CD no UV-préximo complementam os
resultados obtidos por fluorescéncia intrinseca (Figura 3.7), pois apesar de a alteragéo
conformacional associada a formacdo do mondémero amiloidogénico ser consistente
com uma acessibilidade ao solvente dos residuos aromaticos proxima do estado
nativo, o ambiente quimico em torno destes residuos parece ser distinto do que ocorre

no estado nativo.

3.5 Agregaciao da TTR-WT seguida por Dicroismo
Circular no UV-Longinquo

No sentido de avaliar as alteragcbes conformacionais que acompanham a
formacédo de agregados amildides a partir da forma desnaturada a pH 2,0 de TTR-WT,
foi também estudada a variacao do sinal de CD no UV-longinquo ao longo do tempo.

De acordo com os resultados obtidos, apés a adicdo de sal aos monomeros
desnaturados de TTR-WT, verifica-se que houve mudancas conformacionais
significativas (Figura 3.9). Logo ap6s um minuto da adicdo de sal, observa-se um
ganho de estrutura secundéaria dramatica, com passagem de uma estrutura altamente
desordenada para uma estrutura do tipo folha-B, com um minimo de elipticidade
observada na zona dos 213 - 215 nm. Estes resultados confirmam que, apo6s a adicao
de sal, ha uma reestruturacdo tridimensional dos monoémeros desnaturados da
proteina transtirretina, que adquirem novamente estrutura secundaria.

No espectro de CD no UV-longinquo ao primeiro minuto de incubacéo apos a
adicdo de NaCl (Figura 3.9), jA& é possivel observar uma forma caracteristica de
estrutura em folha-B e um sinal mais negativo da elipticidade do residuo médio,
comparado com o espectro de TTR-WT no seu estado nativo (Figura 3.9). Estes
resultados experimentais sdo compativeis com o modelo de Lindgren et al., segundo o
gual a mudanca de conformacéo se deve a passagem de um mondmero desnaturado
com alguma estrutura secundaria residual, eventualmente numa conformacdo de
glébulo fundido compacto n&o-amiloidogénico, para um glébulo fundido (molten

globule) com mais estrutura secundéria ordenada e com capacidade de agregar.
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Figura 3.9: Espectros de CD no UV-longinquo de TTR-W T, a pH 2,0 e ap6s a adicao de NaCl 100

mM para diferentes tempos de incubacdo até 24 horas . Espectros recolhidos a varios tempos de
incubacdo: 1, 15, 30 minutos (a azul), 1 e 24 horas (a verde). Os espectros foram registados a
temperatura de 24 °C e para uma concentracdo de TTR-WT de 16 uM. A cuvete usada tinha um percurso
Optico de 0,2 mm. Para cada espectro, fez-se 1 varrimento, com 65 incrementos de comprimento de onda
e um tempo de integracdo de 4 segundos por ponto. A preto e a vermelho estdo representados os

espectros de TTR-WT a pH 7,2 e a pH 2,0, respectivamente.

Verifica-se ainda que ao longo do tempo, e acompanhando a agregacgdo, ha
aumento do valor absoluto do sinal de CD, o que pode indicar ganho de estrutura
secundaria em folha-B. Considerando esta observacdo, foram recolhidos mais
espectros ao longo do tempo, de modo a ver até quando este aumento de sinal se
mantinha (Figura 3.10). O aumento do valor absoluto do sinal de CD, e possivel ganho
de estrutura secundaria do tipo folha-f3 ocorre até, aproximadamente, 23 dias. Como
se pode ver na Figura 3.10, a partir do 23° dia h& sobreposicdo dos espectros.
Adicionalmente, para os tempos de incubagcdo mais longos parece haver um ligeiro
desvio para o vermelho do comprimento de onda (1 a 2 nm) do minimo de elipticidade
observada, o que pode ser indicativo do aparecimento de agregados grandes e ricos
em folha-f3.

Para uma melhor percepc¢do do ganho significativo de estrutura secundéria do
tipo folha-B ao longo do tempo (Figuras 3.9 e 3.10), na Figura 3.11 é apresentado o
valor de elipticidade do residuo médio a 217 nm em funcdo do tempo de incubacéo

apos a adicdo de sal a TTR-WT a pH 2,0.
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Figura 3.10: Espectros de CD no UV-longinquo de TTR- WT, a pH 2,0 e ap6s a adicao de NacCl

100 mM para diferentes tempos de incubagdo longos. Espectros recolhidos a varios tempos de
incubagdo: 1, 2, 3, 9, 13, 17, 20, 23, 26, 29 e 31 dias. Os espectros foram registados a temperatura de
24 °C e a concentracdo de TTR-WT foi de 16 uM. A cuvete usada tinha um percurso 6ptico de 0,2 mm.
Para cada espectro, acumularam-se 2 varrimentos, com 65 incrementos de comprimento de onda e um
tempo de integracdo de 4 segundos por ponto. A preto também esta representado o espectro de TTR-WT

apH72.
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Figura 3.11: Monitorizac@o do processo de agregacao da TTR-WT, a pH 2,0, NaCl 100 mM e 16 uM
por CD no UV-longinquo. Os valores de elipticidade do residuo médio a 217 nm foram obtidos em
funcdo do tempo de incubagdo, a 24 °C, ap6s a adicdo de NaCl 100 mM a TTR-WT desnaturada a
pH 2,0.

Analisando a Figura 3.11, observa-se uma primeira fase com um decréscimo

acentuado da elipticidade, correspondendo a um aumento na estrutura secundaria
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associada a mudanca do estado conformacional dos monémeros desnaturados para
mondmeros amiloidogénicos e primeiros oligdbmeros (Figura 3.9). Seguidamente,
observa-se uma fase em que a elipticidade do residuo médio se mantém
aproximadamente constante por volta dos -11.5 deg.cm’dmol™”, desde o primeiro até
ao sexto dia. A partir do 6° dia até ao 23° dia observa-se um aumento gradual do valor
absoluto da elipticidade que deverd corresponder a um aumento e estabilizacdo da
estrutura secundéaria em folha-B. Apos o 23° dia, a elipticidade do residuo médio
estabiliza novamente, por volta dos -17.5 deg.cm?dmol™ (Figuras 3.10 e 3.11).

O comportamento aproximadamente sigmoidal, observado entre o primeiro e o
trigésimo sétimo dia (Figura 3.11), sugere um mecanismo de agregacdo do tipo
nucleacao-crescimento com a nucleacao de oligdbmeros a ocorrer entre o 1° e 6° dias,

seguida de uma fase de crescimento de agregados até a formacéao de fibras amiléides.

3.6 Caracterizacgao dos Agregados de TTR-WT

No sentido de caracterizar morfologicamente as espécies formadas na fase final
do processo de agregacéo, ao 37 ° dia de incubacéo de TTR-WT a pH 2,0 com NacCl
100 mM fez-se um ensaio de microscopia electrénica de transmissdo (TEM). A
fotomicrografia electronica (Figura 3.12) revela estruturas fibrilares ndo-ramificadas
com um didmetro de aproximadamente 10 nm e comprimento indeterminado. O
didmetro destas estruturas fibrilares é o didmetro caracteristico observado para fibras
amiléides de TTR (Serpell et al., 1995). Pode-se portanto concluir que ao 37 ° dia de
incubacdo com NaCl 100 mM, a amostra de TTR-WT apresenta fibras amil6ides

maduras.

Figura 3.12: Andlise morfolégica dos agregados de T  TR-WT. Fotomicrografia de microscopia
electrénica de fibras amildides presentes na amostra apds 37 dias de incubac¢éo a 24 °C e adigdo de NaCl
100 mM da TTR-WT desnaturada a pH 2,0. A concentracgéo final de TTR-WT neste ensaio de TEM foi de

8 UM (diluicdo 1:2 da amostra inicial).
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Para além do ensaio de microscopia electronica realizado, fez-se também um
ensaio de fluorescéncia com tioflavina-T (Th-T) da mesma amostra. Os maximos de
excitacado e de emissao de fluorescéncia da Th-T sofrem um desvio para o vermelho
ap6s a ligacdo com fibras amildides (Naiki et al., 1989). Na auséncia de fibras
amiléides, a Th-T apresenta um baixo rendimento quantico de fluorescéncia, com
maximos de excitagdo e de emissdo a 385 e 445 nm, respectivamente (LeVine lll,
1993). Na presenca de fibras amiléides, o rendimento quéntico de fluorescéncia
aumenta significativamente e os méaximos de excitacdo e emissdo sofrem um desvio
para 450 e 482 nm, respectivamente (Naiki et al., 1989).

A Figura 3.13 mostra a resposta fluorimétrica da Th-T em presenca de TTR-WT
16 pM desnaturada a pH 2,0, com NaCl 100 mM, apds 37 dias de incubagéo a 24 °C.
O espectro apresenta um maximo de emissdo aproximadamente aos 482 nm, o
mesmo maximo de emissdo que se observa para a tioflavina-T na presenca de fibras

amiléides.

MM+ +—"+—1+—7

Intensidade Fluorescéncia Normalizada (u. a.)

460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560
Comprimento de Onda (nm)

Figura 3.13: Ensaio de Th-T para detecgdo de fiboras  amildides. Espectro de emissdo de Th-T (linha
continua) de uma amostra de TTR-WT 16 pM, apds 37 dias de incubacdo a 24 °C, pH 2,0 e
NaCl 100 mM. Adicionou-se a amostra uma solugdo de Th-T concentrada de forma a obter uma
concentracdo final de Th-T 10 pM. O comprimento de onda de excitagdo usado foi 450 nm. A cuvete
usada tinha um percurso 6ptico de 5x5 mm. A linha a ponteado () representa 0 espectro de emissao do

tampéo com Th-T 10 uM na auséncia de TTR-WT.

Estes resultados estdo, assim, concordantes com os resultados obtidos por TEM
(Figura 3.12). Por outro lado, estes resultados podem justificar o pequeno desvio do
comprimento de onda do minimo de elipticidade do residuo médio observado nos

espectros de CD no UV-longinquo para tempos mais longos de incubacdo
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(Figura 3.10). E natural que o minimo de elipticidade observada ao longo do processo
de agregacgdo (213 nm) sofra um desvio para valores mais proximos dos 217 nm
(minimo caracteristico de estruturas em folha-B) aquando da formacédo de fibras
amiléides maduras que sdo estruturas abundantes em folha-3 (Steim e Fleischer,
1967; Reinert e Davis, 1971).

3.7 Determinagao da Massa Molecular Aparente das
Espécies formadas no Processo de Agregacao da
TTR-WT por Cromatografia de Exclusdo Molecular
acoplada a um Detector Multiangular de Dispersao de
Luz

Com o objectivo de determinar a massa molecular dos oligdmeros formados no
inicio do processo de agregacdo da proteina transtirretina, foram preparadas varias
amostras de TTR-WT a 16 pM e pH 2,0, e para véarios tempos de incubagdo apos
adicdo de NaCl 100 mM: 0, 2, 10, 30 e 60 minutos. Estas amostras foram
posteriormente injectadas num sistema SEC-MALLS e os dados registados estdo
apresentados na Figura 3.14.

Analisando a Figura 3.14 é possivel verificar a existéncia de 2 picos principais
em todos os cromatogramas (SA e MG). O pico MG é bem definido e apresenta um
tempo de eluigdo por volta dos 19 minutos. Da andlise de todos os cromatogramas por
MALLS, este pico tem um peso molecular médio aparente entre 20 e 27 kDa,
correspondendo em principio a uma espécie monomérica da TTR. Segundo o modelo
proposto por Lindgren et al. (2005), na fase inicial do processo de agregacdo da
TTR-WT a espécie monomeérica que se forma € o molten globule (MG), logo o referido
pico correspondera ao conjunto de mondmeros desnaturados e molten globules.
Também € possivel verificar na Figura 3.14 que este pico referente as espécies
monomeéricas vai diminuindo de intensidade ao longo do tempo de incubac¢do com sal,
a medida que a intensidade e a largura do pico SA vai aumentando. Os valores das
massas moleculares médias aparentes obtidas por MALLS indicam que este pico diz
respeito a pequenos agregados (SA). Para os ensaios de 10, 30 e 60 minutos de
incubacdo, os agregados apresentam uma massa molecular média aparente de

aproximadamente 230, 350 e 380 kDa, respectivamente.
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Figura 3.14: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 16 M, pH 2,0 e apos a adi¢éo de NaCl 100

mM para diferentes tempos de incubacéo até 1 hora. Cromatogramas recolhidos a varios tempos de
incubacéo: 0 (coluna), 0, 2, 10, 30 e 60 minutos. 0 min (coluna) significa que se injectou na coluna de
exclusao molecular uma amostra de TTR-WT a pH 2,0 sem sal. Cada cromatograma foi obtido a uma
velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCI 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 100 pL de cada
amostra. MG corresponde ao molten globule, SA corresponde a pequenos agregados e | corresponde a

um intermediario oligomérico de agregagao.

O tempo 0 minutos (coluna) significa que se injectaram-se 100 yL de TTR-WT a
pH 2,0 sem adicionar sal previamente, ou seja, a agregacao foi iniciada no interior da
coluna de exclusdo molecular equilibrada com HCI 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. O
tempo 0 minutos significa que a mistura de NaCl 100 mM & amostra de TTR-WT a
pH 2,0 foi feita imediatamente antes de se injectar a amostra na coluna.

Prepararam-se ainda amostras de TTR-WT a pH 2,0 com sal para tempos mais
longos de incubacédo, no sentido de seguir o desaparecimento do molten globule ao
longo do processo de agregacdo. Na Figura 3.15 encontram-se 0s cromatogramas
obtidos através do sistema SEC-MALLS para tempos de incubacéo de 2, 5 e 24 horas.
Mesmo 24 horas apos o inicio da agregac¢do, ainda € visivel uma percentagem minima
de mondémero (MG) em solucéo.

Analisando todos os cromatogramas das Figuras 3.14 e 3.15, verifica-se que a
medida que o pico de molten globule diminui de intensidade, vai aumentando a
intensidade do pico dos agregados, indicando que a massa molecular média aparente
destes agregados vai aumentando ao longo do tempo. Por outro lado, para os tempos
de incubacgéo 2, 5 e 24 horas, os agregados séo eluidos no volume de exclusdo ou
externo da coluna, o que indica que estes agregados tém massas moleculares

aparentes superiores a 500 kDa.

-63-



Capitulo 3

0,09

. 2h A
0,08 5h

oo7] ——24h
0,06
0,054
0,04

0,03

Absorvancia (280 ) (u.a.)

0,02
0,01 | MG
0,00

T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (minutos)

Figura 3.15: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 16 M, pH 2,0 e apos a adi¢éo de NaCl 100

mM para tempos de incubagéo até 24 horas.  Cromatogramas recolhidos a varios tempos de incubacao:
2,5 e 24 horas. Cada cromatograma foi obtido a uma velocidade de fluxo de 0,5 mL/mim em HCI 10 mM,
pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 100 pL de cada amostra. MG corresponde ao molten globule, A

corresponde a agregados e | corresponde a um intermediario oligomérico de agregacéo.

E interessante notar que nos primeiros tempos de incubac&o (0 e 2 minutos) ha
um pequeno pico (I) aos 17 minutos de eluicdo, com uma massa molecular média
aparente de 70 a 90 kDa, que corresponde ao ombro observado nos restantes
cromatogramas (Figuras 3.14 e 3.15). Devido a baixa intensidade deste ombro
verificada nos ensaios com tempos de incubacdo a partir dos 10 minutos, nao foi
possivel calcular as massas moleculares médias aparentes destas espécies nos
restantes cromatogramas. Isto pode querer dizer que logo na fase inicial do processo
de agregacdo se forma uma espécie oligomérica amiloidogénica intermediaria que
aparenta ter entre 5 e 7 unidades monoméricas (5 monomeros = 69 kDa;
7 mondémeros = 96 kDa).

Dos vérios cromatogramas obtidos ao longo do processo de agregacao para
TTR-WT 16 uM (Figuras 3.14 e 3.15), observa-se que o sistema de cromatografia ndo
€ capaz de separar os diferentes agregados que se formam ao longo do processo de
agregacgdo da TTR-WT. Desta forma, realizou-se uma nova experiéncia de agregacao,
diminuindo a concentragdo de TTR-WT 0 mais possivel. Ao diminuir a concentracdo
de proteina espera-se que o0 processo de agregacao se torne mais lento, facilitando a
separacao e identificacéo dos diferentes agregados no processo.

Na Figura 3.16 estdo representados os diversos ensaios de SEC-MALLS a

varios tempos de incubagéo apos a adicdo de NaCl 100 mM a TTR-WT 2,3 uM.
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Figura 3.16: Cromatogramas de SEC-MALLS de TTR-WT 2,3 M, pH 2,0 e apds a adicdo de NaCl

100 mM para tempos de incubacdo até 24 horas.  Cromatogramas recolhidos a vérios tempos de
incubacao: 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas. Cada cromatograma foi obtido a uma velocidade de
fluxo de 0,5 mL/mim em HCI 10 mM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. Aplicaram-se 700 pL de cada amostra. MG
corresponde ao molten globule, A corresponde a agregados e | corresponde a um intermediario

oligomérico de agregacéo.

Analisando e comparando estes ensaios com 0S ensaios anteriores de
SEC-MALLS de TTR-WT 16 pM (Figuras 3.14 e 3.15) verifica-se que, de facto, o
processo de agregacdo ficou mais lento com a diminuicAo da concentracdo de
proteina. Ao final de 24 horas, ainda h4 uma percentagem significativa de molten
globule.

Nestes ensaios, as massas moleculares médias aparentes do molten globule,
apresentam valores entre 25 a 31 kDa. Adicionalmente, é ainda mais evidente a
formacdo de uma espécie intermediéria de oligomerizagcdo, em especial, no ensaio de
30 minutos de incubag&o, com um tempo de eluicdo aproximadamente aos 17 minutos
(Figura 3.16). Verifica-se que esta espécie intermediaria oligomérica se forma logo no
ensaio de 0 minutos e que, para os restantes ensaios com tempos de incubacédo
superiores a 30 minutos, o cromatograma também apresenta um pequeno ombro para
0 mesmo tempo de eluicdo (17 minutos). No entanto, como a intensidade do ombro na
maior parte dos ensaios é muito baixa (2, 4, 8, 16, 20 e 24 horas), ndo foi possivel
calcular os pesos moleculares médios aparentes para estes ensaios. Contudo, para 0s
ensaios de 0 e 30 minutos, as massas moleculares médias aparentes obtidas para o
pico dos agregados apresentam valores compreendidos entre 95 e 127 kDa, o que
equivale a um oligbmero constituido por 7 a 10 unidades monoméricas. Estes

resultados estdo globalmente de acordo com os resultados anteriormente obtidos para
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uma concentracdo mais elevada de TTR-WT (Figuras 3.14 e 3.15), havendo portanto a
formacédo de um oligdmero intermediério do processo de agregacdo com cerca de 6 a
10 subunidades monoméricas.

Estes resultados experimentais obtidos por SEC-MALLS de TTR-WT a 2,3 e
16 uM estdo de acordo com experiéncias realizadas no nosso laboratoério por Photo
Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP) que mostraram que as
espécies monoméricas da TTR-WT e TTR-L55P se associam uma a uma até a
formacdo de um octoémero, pelo menos (Correia, 2005; Silva, 2006). Desta forma,
combinando os resultados de SEC-MALLS e PICUP tudo indica que efectivamente
haja a presenca de um intermediario oligomérico logo na fase inicial do processo de

agregacédo da TTR, constituido por cerca de 6 a 10 subunidades monomeéricas.

3.8 Cinética da Fase Inicial do Processo de Agregacao
da TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM

Com o objectivo de determinar o valor das constantes de velocidade para a
mudanca do estado conformacional do monémero da TTR-WT e/ou para a formagéo
dos primeiros oligdbmeros no processo de agregacdo da TTR-WT, monitorizou-se a
variacdo da elipticidade do residuo médio no UV-longinquo a 213 nm, a variagcdo da
elipticidade do residuo médio no UV-préximo a 291 nm e a variacao da intensidade de
emissao de fluorescéncia a 380 nm usando um comprimento de onda de excitacdo de
290 nm. Para todas as experiéncias realizadas, a concentracao final de TTR-WT foi de
16 pM.

De forma a encontrar um mecanismo cinético que se adeque a estes resultados
experimentais, foram testados dois mecanismos. Inicialmente, tentou-se ajustar aos
dados um mecanismo simples de dois estados (Mondmero Desnaturado — Pequenos
Agregados), embora o0 ajuste aos pontos experimentais ndo tenha sido bem sucedido.
Seguidamente, tentou-se ajustar aos dados um mecanismo que sugere a presenga de
um intermediério (Monémero Desnaturado — Intermediario — Pequenos Agregados) e
verificou-se que este mecanismo era apropriado aos pontos experimentais obtidos
para cada técnica (Figura 3.17). Segundo o modelo de agregagdo proposto por
Lindgren et al. (2005) e segundo os resultados experimentais obtidos no presente
trabalho por SEC-MALLS, CD e fluorescéncia, tudo indica que o intermediério

amiloidogénico que se forma a medida que desaparece o mondémero desnaturado €
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um mondmero parcialmente desnaturado, com grande percentagem de estrutura
secundaria ordenada e estrutura terciaria ndo-nativa (molten globule) que vai
agregando ao longo do tempo. Assim, 0 mecanismo mais simples e que mais se

adequa aos resultados experimentais obtidos € traduzido por:
k1 kz
U -> MG - SA ()

onde U representa monémero deshaturado, MG representa molten globule e SA
representa pequenos agregados.

A equacdo diferencial da velocidade para o desaparecimento do reagente
monomérico desnaturado ao longo do tempo é dada pela expressdo (Formosinho e
Arnaut, 2003):

=k (3.1)

onde [U] representa a concentracdo molar de mondémero desnaturado ao longo do
tempo. No instante t = 0, tem-se [U] = C, sendo C a concentracao total de proteina.

Integrando a Equacdo 3.1, para a condi¢do inicial de t = 0, obtém-se:

U] d[U t
ST = e ot (3.2)
U]

que é a lei integrada da velocidade e que permite determinar a concentracdo molar de

proteina desnaturada ao longo do tempo:
[U] = C ekt (3.3)

De acordo com o modelo estabelecido, a variagdo da concentracdo do
intermediario monomeérico compacto em funcédo do tempo depende da velocidade de
desaparecimento do mondmero desnaturado e da velocidade de formacdo dos
pequenos agregados. Assim, a variacdo da concentracdo do mondémero compacto ao
longo do tempo é dada pela seguinte equacdo diferencial (Formosinho e Arnaut,
2003):

d[MG]
dt

= ki [U] - kz [MG] (3.4)
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Tendo em conta que a concentracdo de U é dada pela Equacdo 3.3 e que
[MG] = 0 parat = 0, a equagéo integral para a dependéncia da concentracdo de MG

com o tempo € dada pela expressao:
_ Kk Kt _ akot
MG = - (etat-etet) C (3.5)

vélida para o caso em que Kk; # k.

O produto SA é formado pelo decaimento do intermediario MG e a sua variagéo
da concentracdo com o tempo é dada pela equacao diferencial 3.6 (Formosinho e
Arnaut, 2003):

d[SA] _

4 = k, (MG (3.6)

Tendo em consideracdo a Lei da Conservacdo da Massa em que a todos os
tempos da reac¢do a massa total permanece constante, a soma das concentracdes de

todas as espécies presentes em solucéo é dada pela Equacéao 3.7:

C =[U] + [MG] + [SA] (3.7)
e resolvendo em ordem a concentracdo dos pequenos agregados obtém-se:

[SA] = C - [U] - [MG] (3.8)

Da substituicdo das Equacdes 3.3 e 3.5 na Equacéo 3.8 resulta na dependéncia

da concentracdo de SA com o tempo:

[SA] = (1+ (3.9)

kle-kzt _ kze-klt
ko - kg

A intensidade do sinal de CD e de fluorescéncia, ls, corresponde ao somatorio

da intensidade de sinal proveniente das espécies presentes em solucao (ly, Iuc € Isa):

Is =2 1i [i] =1y [U] + Iyg [MG] + Isa [SA] (3.10)

-68-



Resultados e Discussao

Assim, no caso do modelo cinético acima considerado (Esquema 1I), a

intensidade do sinal quer do CD quer da fluorescéncia € dada pela seguinte

expressao:

ot 1 akqt
IS - IU e—klt C+ IMG - klk (e—klt _ e-kzt) C+ ISA (1+ kie™2" - kye l)C (311)

27 R1 ks - kq

Para determinar as constantes de velocidade aparente k; e k, do inicio do
processo de agregacao da TTR-WT, ajustou-se a func¢do ndo-linear (Equacéo 3.11)
aos valores experimentais de intensidade de sinal de CD e fluorescéncia em funcdo do
tempo para cada experiéncia (Figura 3.17), usando o programa Origin7.0 (OriginLab
Corporation). A constante cinética k; esta relacionada com a mudanca do estado
conformacional monomeérico e k, esta relacionada com a formacdo das primeiras
espécies oligoméricas no processo de agregacdo da TTR-WT.

Na Tabela 3.1 encontram-se os valores de k; e k, obtidos a partir do ajuste
ndo-linear aos pontos experimentais para as varias técnicas. Como k; € maior que ko,
conclui-se que a alteragdo conformacional do mondémero desnaturado em molten
globule é mais rapida que a formacdo dos pequenos agregados, sendo esta Ultima
fase 0 passo determinante da velocidade da reaccdo na fase inicial de agregacéo da
TTR-WT. Os valores obtidos para k; pelas trés técnicas e para cada ensaio sédo
valores na mesma ordem de grandeza e muito proximos entre si. O mesmo acontece
para k.. No entanto, apenas os valores obtidos por CD no UV-proximo sdo mais
discordantes para k; e k, face aos outros valores obtidos, principalmente no segundo

ensaio.
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Figura 3.17: Cinética da fase inicial do processod e agregacédo de TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e apds a
adicdo de NaCl 100 mM, seguida por CD e fluorescénc ia. (A) CD no UV-longinquo monitorizado a
213 nm, usando uma cuvete com percurso 6ptico de 0,2 mm, tempo de integracdo para cada ponto de
6 segundos e tempo de mistura manual de 35 segundos; (B) CD no UV-proximo monitorizado a 291 nm,
usando uma cuvete com percurso 6ptico de 5 mm, tempo de integracéo para cada ponto de 10 segundos
e tempo de mistura manual de 11 segundos e (C) fluorescéncia monitorizada a 380 nm com excitagao a
290 nm, usando uma cuvete com percurso optico de 5x5 mm, tempo de integracdo para cada ponto de
9 segundos e tempo de mistura manual de 10 segundos. Todos os ensaios foram realizados a uma
temperatura de 24 °C. A linha vermelha representa o ajuste da fungdo néo-linear (Equacéo 3.11) aos

pontos experimentais (»). Os painéis superiores a cada grafico representam os residuos pesados.
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Tabela 3.1: Constantes de velocidade da alteracdo d o estado conformacional do monémero
(k1) e da formagdo dos primeiros oligbmeros (  kz) de TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM,
seguida por CD e Fluorescéncia. Os valores obtidos por CD no UV-proximo para ki e k; sdo os mais

discordantes face aos restantes, nomeadamente no segundo ensaio.

Ensaio 1 Ensaio 2

Técnica ki (s ko (s™ ki (s™ ko (s™

Dicroismo Circular

. 0,0078 + 0,0007 | 0,00072 + 0,00006 | 0,0067 +0.0006 | 0,00061 + 0,00007
UV-Longinquo

Dicroismo Circular

L. 0,013 £0,0014 | 0,00074 £ 0,00033 0,041 £0.022 0,0014 £ 0,00013
UV-Préximo

Fluorescéncia 0,0085 + 0,0005 | 0,00059 + 0,00014 | 0,0041 + 0.0006 | 0,00084 + 0,00021

A Tabela 3.2 mostra os valores médios de k; e k, obtidos no total das trés

técnicas e nos dois ensaios, desprezando o ensaio 2 do CD no UV-préximo.

Tabela 3.2: Constantes médias de velocidade da alte racdo do estado conformacional do
mondmero ( ki) e da formagdo dos primeiros oligbmeros ( kz) de TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e NaCl
100 mM. Valores médios obtidos no total de dois ensaios de fluorescéncia e CD no UV-longinquo e um

ensaio de CD no UV-préximo.

s™ (min )
kq 0,0079 £ 4,4 x 10° 0,47 £ 0,26
Ko 0,0007 + 8,0 x 10° 0,042 + 0,005

Para a gama de concentracbes usadas de TTR-WT a 16 uyM e a 24 °C, a
constante de alteracdo conformacional do monémero € uma ordem de magnitude
superior a constante de formacao dos pequenos agregados.

A Figura 3.18 ilustra a evolucdo da fraccdo molar de U, MG e SA ao longo do
tempo, de acordo com os valores médios das constantes cinéticas apresentadas na
Tabela 3.2. Segundo o modelo proposto no presente trabalho para a fase inicial de
agregacédo da TTR-WT (U — MG — SA) e tendo em conta a Figura 3.18 que mostra

que aos 10 minutos todo o mondmero desnaturado j4 foi consumido, a espécie
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monomeérica da TTR-WT a que correspondem os picos de mondmero nos ensaios de
SEC-MALLS para tempos de incubacdo superiores a 10 minutos s6 podem
corresponder ao molten globule (Figuras 3.14 e 3.15). A concentragdo de molten
globule é mé&xima aproximadamente aos 6 minutos e ao fim de uma hora, ainda ha
aproximadamente 10% de molten globule em solucéo.

A Figura 3.18 mostra que a partir dos 2 até aos 60 minutos ha um aumento da
concentracdo de agregados de aproximadamente 90%. Analisando todos os
cromatogramas representados na Figura 3.14 verifica-se que nos tempos de
incubacdo de 0 a 2 minutos ha formacgéo de oligdmeros com massas moleculares
médias aparentes de 70 a 90 kDa e que para os tempos de incubacao de 10, 30 e 60
minutos h4 um aumento brusco das massas moleculares médias aparentes destes

agregados até 380 kDa.

-—_— 1771777
1,0 4
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o
=
o
e
O
Q
o
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (minutos)
Figura 3.18: Variacdo da fracgdo molar de monémero, molten globule e pequenos agregados ao

longo do tempo de TTR-WT 16 puM, pH 2,0 e NaCl 100 mM. (---) representa a varia¢cdo da fraccdo molar
de mondémero desnaturado (U), (- - -) representa a variagdo da fraccdo molar de molten globule (MG) e
(O) representa a variagdo da fracgdo molar de pequenos agregados (SA), ao longo do tempo. Os valores

usados para as constantes cinéticas foram: k; = 0,47 min™ e k, = 0,042 min™.

De modo a testar a influéncia da concentracdo de proteina na fase inicial do
processo de agregacao da TTR-WT no valor das constantes de velocidades aparentes
k; (constante de velocidade da mudanca do estado conformacional do monémero da
TTR-WT) e k, (constante de velocidade da formacdo dos primeiros oligbmeros no
processo de agregacdo da TTR-WT), monitorizou-se a variagdo da elipticidade do
residuo médio no UV-longinquo a 213 nm, para uma concentracdo final de TTR-WT de

2,3 uM. De acordo com os resultados experimentais de agregacdo obtidos por
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SEC-MALLS a esta mesma concentracdo de TTR-WT, observou-se que a agregacao
era mais lenta comparativamente aos ensaios de agregagdo com uma concentracao
mais elevada de TTR-WT (16 uM). Assim, como a agregacdo é mais lenta, o ensaio
cinético neste caso teve uma duracao total de 2 horas, e ndo apenas uma hora como
Nnos ensaios cinéticos anteriormente analisados. A variagédo da elipticidade do residuo
médio em fung¢éo do tempo esta apresentada na Figura 3.19.

Para determinar as constantes cinéticas aparentes k; e k,, ajustou-se a fungéo
nao-linear (Equacdo 3.11) aos valores experimentais de intensidade do sinal de CD
em funcéo do tempo. O ajuste do mecanismo proposto para a reac¢do de agregacao

da TTR-WT aos dados experimentais esta apresentado também na Figura 3.19.

Residuos Pesados

[6] . X 10 (deg.cm®.dmol™)

-6,25 T T T T T T T T T
0 900 1800 2700 3600 4500 5400 6300 7200

Tempo (segundos)

Figura 3.19: Cinética da fase inicial do processo d e agregacédo de TTR-WT 2,3 uM, a pH 2,0 e apos a
adicdo de NaCl 100 mM, seguida por CD no UV-longing uo. CD no UV-longinquo monitorizado a
213 nm, usando uma cuvete com percurso optico de 1 mm, tempo de integracdo para cada ponto de
6 segundos e tempo de mistura manual de 30 segundos. O ensaio foi realizado a uma temperatura de
24 °C. A linha vermelha representa o ajuste da funcdo ndo-linear (Equagdo 3.11) aos pontos

experimentais (). O painel superior representa os residuos pesados.

Segundo a Figura 3.19, o ajuste aos pontos experimentais com a funcdo de
ajuste proposta aparenta ser também apropriado, ainda que ndo tdo bom como os
ajustes observados para os ensaios a 16 pM. Na Tabela 3.3 encontram-se os valores

de k; e k, obtidos a partir do ajuste ndo-linear aos pontos experimentais.
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Tabela 3.3: Constantes médias de velocidade da alte racdo do estado conformacional do
monomero ( ki) e da formagdo dos primeiros oligdmeros ( kz) de TTR-WT 2,3 uM, pH 2,0 e NaCl
100 mM. Os valores apresentados sé@o os valores médios obtidos em CD no UV-longinquo para um total

de trés ensaios.

(s™ (min )
kq 0,0075+ 1,6 x 103 0,45 + 0,096
Ko 0,00035 + 5,7 x 10° 0,021 + 0,0034

Comparando estas constante cinéticas com os ensaios de TTR-WT a 16 uM vé-
se que k; ndo sofre alteracdes, enquanto que k, & menor. Isto significa que a mudanga
conformacional do monémero desnaturado para molten globule é independente da
concentracdo, ao passo que a formacédo dos pequenos agregados ja € um processo

que depende da concentracdo de TTR-WT.

1,01 . .

Fraccéo Molar

Tempo (minutos)

Figura 3.20: Variagdo da fracgdo molar de monémero, molten globule e pequenos agregados ao

longo do tempo para TTR-WT 2,3 uM (a vermelho) e 16 pM (a azul), pH 2,0 e NaCl 100 mM.
() representa a variagdo da fracgdo molar de monémero desnaturado (U), (- - -) representa a variacéo da
fraccdo molar de molten globule (MG) e (O) representa a variagdo da fraccdo molar de pequenos
agregados (SA), ao longo do tempo. A azul ilustra-se o caso em que ki = 0,47 min™ e kp = 0,042 min™ e a

vermelho ilustra-se o caso em que ki = 0,45 mint e k, = 0,021 mint,
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A Figura 3.20 ilustra a evolucao da fraccdo molar de U, MG e SA ao longo do
tempo a 2,3 pM, de acordo com os valores médios das constantes cinéticas
apresentadas na Tabela 3.2, comparativamente com os resultados obtidos a 16 uM
(Figura 3.18).

3.9 Cinética da Fase Final do Processo de Agregacao da
TTR-WT a pH 2,0 e NaCl 100 mM

A formacao de fibras amiléides normalmente ocorre através de um processo
inicial de nucleacdo seguido de um processo de crescimento. Na fase de nucleacéo,
um nucleo ordenado de agregados constituidos por unidades monoméricas é formado
durante uma lag phase, depois de se atingir uma concentracdo critica das espécies
monomeéricas. A etapa de formacao do intermediério amiléidogénico (nucleo) € a etapa
determinante do processo de formacdo de fibras amiléides (Rochet e Lansbury Jr,
2000). Depois da nucleagdo, ocorre um crescimento rapido até a formacédo de fibras
amiléides por associagdo de mondmeros ou oligdmeros com o intermediario de
nucleacdo amiloidogénico (Rochet e Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e
Dobson, 2006). Em doentes com amiloidoses, verificou-se sempre um periodo de
Vvarios anos entre o aparecimento de uma proteina potencialmente amiloidogénica até
a deposicdo extracelular de fibras amiléides (Pepys, 2006).

De acordo com os dados experimentais apresentados anteriormente na
Figura 3.11, a partir do primeiro dia de incubagcédo de TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e
NaCl 100 mM, verifica-se um comportamento aproximadamente sigmoidal da variacdo
do sinal de CD no UV-longinquo, a 217 nm, que sugere o modelo de formacédo de
fibras acima descrito. O modelo cinético de agregacdo proposto por Finke-Watzky
adequa-se aos resultados experimentais obtidos visto ser apropriado para o
mecanismo de formagéo de fibras amildides. Este modelo apresenta uma etapa de

nucleacdo e uma etapa de crescimento (Morris e Finke, 2009):

k3
SA - A

kg
SA+A - 2A ({0))

onde SA representa os pequenos agregados e A representa grandes agregados.
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As constantes de velocidade para cada etapa sdo ks e k.
A equagcdo diferencial da velocidade para o desaparecimento de SA ao longo do

tempo é dada pela seguinte equacao diferencial:

d[sA] _
at

ks [SA] - ks [SA] [A] (3.12)
Tendo em consideracdo a Lei da Conservagdo da Massa, a soma das

concentracdes de todas as espécies presentes em solucdo é dada pela Equacgéo 3.13:
C =[SA] + [A] (3.13)
e resolvendo em ordem a concentracdo dos agregados obtém-se:
[A] = C - [SA] (3.14)

Substituindo a Equacdo 3.14 na Equacdo 3.12 e integrando para a condicdo

inicial de que parat =0 vem [SA] = C, obtém-se:

k_3+c

_ kg
[SAI= 1+ kz_sc elka+kaClt (3.15)

Para determinar a velocidade de formacéo de A, estabelece-se:

I = ka[SA] - kg [SAI[A] + ky [A] (3.16)
Tendo em conta a Equacdo 3.14, substitui-se a concentracdo de SA pela

Equacédo 3.15 e obtém-se a dependéncia da concentracdo de A com o tempo:

k
_3+C

_ k

Como ja foi referido na Seccdo 3.8, a intensidade do sinal de CD, Is,
corresponde ao somatorio da contribuicdo das espécies presentes em solugdo. Assim,

para este modelo cinético de agregagéo tem-se que:
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Is = Isa [SA] + 14 [A] (3.18)

e substituindo as Equacbes 3.15 e 3.17 na Equacado 3.18, a intensidade do sinal de

CD é dado pela seguinte expressao:

Is =1 ——— |+ |[C- —2—— 3.19
S T ISA | 14 K gkarkeOn A 1+ K8 olkgrkyO)t ( )

Com a finalidade de determinar o valor das constantes de velocidade para a
nucleacdo de agregados intermedidrios amiloidogénicos formados através de
agregados mais pequenos (ks) e para o crescimento destes agregados até ao
aparecimento de fibras amildides (k,), ajustou-se a funcdo nédo-linear (Equacéao 3.19)
aos valores experimentais da intensidade de sinal de CD no UV-longinquo em funcao
do tempo, usando o programa Origin7.0 (OriginLab Corporation). O ajuste do
mecanismo proposto para a reac¢do de agregacado até a formacao de fibras amildides

da TTR-WT 16 uM aos dados experimentais esta apresentado na Figura 3.21.
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Figura 3.21: Cinética de agregacdo de TTR-WT 16 puM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM, seguida por CD no
UV-longinquo a 217 nm. A linha vermelha representa o ajuste da fungédo ndo-linear (Equagdo 3.19)
apenas aos pontos experimentais (»). Os pontos experimentais (=) ndo foram considerados para o ajuste

da funcéo néo-linear.

Através da Figura 3.21 verifica-se que 0 ajuste aos pontos experimentais com a
funcdo de ajuste proposta parece ser adequado, embora haja alguns pontos

experimentais que parecem estar desviados relativamente ao perfil sigmoidal do
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processo de agregacdo. Por este motivo, esses pontos nao foram considerados no
ajuste realizado. Na Tabela 3.4 encontram-se as constantes cinéticas de nucleagdo e
crescimento dos agregados amiloidogénicos no processo de formacdo de fibras

amiléides da proteina transtirretina normal.

Tabela 3.4: Constantes de velocidade para a nucleag &o de agregados intermediarios ( ks) e para o
crescimento de agregados até a formacao de fibras a  mildides ( ks) de TTR-WT 16 uM, pH 2,0 e NaCl
100 mM. Valores obtidos para ks e ks a partir do ajuste ndo-linear (Equagdo 3.19) aos pontos

experimentais da Figura 3.21.

(dias ™) (min ™)
ks 6,9x10%+30x10* | 48x107+21x10"
(UM dias ™) (UM min )
Kq 0,37 + 0,03 2,6x10%+0,2x 10"

Através da analise para os valores obtidos para as constantes cinéticas de
velocidade conclui-se que a constante de nucleacdo (k;) € muito mais lenta que a
constante de crescimento (k). Estes valores das constantes cinéticas estédo
concordantes com a literatura, em que a fase de nucleacdo ou formagéo de um ndcleo
oligomérico € a fase determinante da reac¢do de formacdo de fibras amildides
(Rochet e Lansbury Jr, 2000; Chi et al., 2003; Chiti e Dobson, 2006).

A Figura 3.22 ilustra a evolucdo da fraccdo molar de SA e A ao longo do tempo
para uma concentracdo de TTR-WT de 16 uM e a 24 °C, de acordo com os valores
médios das constantes cinéticas apresentadas na Tabela 3.6. Analisando a Figura
3.22 verifica-se que, aproximadamente ao 17° dia, a concentracdo €é de
50% para cada espécie em solucdo. Verifica-se também que ao fim de um més de
incubacao, praticamente se consumiu toda a espécie SA, havendo quase 100% da

espécie A.
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Figura 3.22: Variagdo da frac¢cdo molar de pequenos e grandes agregados ao longo do tempo de
TTR-WT 16 uM, a pH 2,0 e NaCl 100 mM. (O) representa a variagdo da fracgcdo molar de pequenos
agregados (SA) e (- - - -) representa a variagdo da fracgdo molar de grandes agregados (A), ao longo do

tempo. Os valores usados para as constantes cinéticas foram: ks = 6,9 x 10 dias™ e k4 = 0,37 pM‘dias™.

-79-



Capitulo 3

-80-



Capitulo 4

Conclusoes






Capitulo 4

A amildide esta na origem de um complexo grupo de doencas, as amiloidoses.
Estas patologias séo caracterizadas pela deposicdo de fibras amildéides de origem
proteica. A Doenca de Alzheimer, Polineuropatia Amiloidética Familiar, Encefalopatias
Espongiformes, sdo apenas alguns exemplos deste tipo de patologias.

Estudos dos mecanismos de formagéo de amil6ide apontam para que quando
certas proteinas ndo se organizam correctamente ou ndo mantém a estrutura nativa,
agregam e originam fibras amiléides insolGveis, caracterizadas por um arranjo
tridimensional em folhas-f3. Isto leva a crer que o mecanismo de formacdo destas
fiboras amildides seja semelhante, apesar das proteinas geradoras de fibras serem
diferentes na sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional. Tem sido sugerido
que os processos de fibrilizacdo passam pela formacdo de um intermediario
nao-nativo, com estrutura parcialmente desnaturada que tem tendéncia a agregar,
originando as fibras amil6ides. A caracterizacdo estrutural dos intermediarios e 0s
caminhos da agregacédo permanecem por determinar detalhadamente, sendo poucos
0s dados experimentais disponiveis sobre os intermediarios oligoméricos da maioria
das proteinas amiloidogénicas.

Este trabalho teve por objectivo descrever e caracterizar cineticamente o
processo de agregacédo da proteina transtirretina até a formacao de fibras amil6ides. A
identificac@o e caracterizacdo das espécies envolvidas na agregagéo sdo de extrema
importancia, uma vez que pode permitir o desenvolvimento de terapias dirigidas
especificamente a este tipo de espécies moleculares.

O método utilizado neste trabalho para a formacdo de fibras amildides da
TTR-WT foi o método proposto por Lindgren et al. (2005), em que se procede a
desnaturacdo &cida, a pH 2,0, da TTR-WT. Esta desnaturacdo desencadeia um
conjunto de alteragBes conformacionais na proteina, promovendo a formacdo de
mondmeros com pouca estrutura tercidria e com estrutura secundaria maioritariamente
ao acaso, ou seja, mondmeros desnaturados. De facto, estes monémeros apresentam
ainda estrutura secundaria ordenada residual (27 %). A adicdo de NaCl 100 mM aos
mondmeros desnaturados provoca um ganho imediato de estrutura secundaria do tipo
folha-B e formacdo de estrutura tercidria ndo-nativa. Segundo Lindgren et al., estas
alteracbes devem-se a passagem do monomero desnaturado (U) para uma
conformag&o em molten globule (MG) com capacidade para agregar (SA). Segundo os
resultados obtidos por cromatografia de exclusdo molecular acoplada a um detector
multiangular de disperséo da luz (SEC-MALLS) no presente trabalho, estes agregados
formados ao fim de uma hora apdés a adicdo de NaCl apresentam uma massa
molecular média aparente de aproximadamente 380 kDa. Todos estes dados

experimentais permitiram concluir que o processo inicial de agregacdo da TTR-WT
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nao se adapta a um processo simples de dois estados, mas a um processo cinético de
trés estados com a presenca de um intermediario ndo-nativo, o molten globule:
U 4, MG & SA

O valor médio das constantes de velocidade aparentes k; e k, obtido através do
ajuste aos dados experimentais para TTR-WT 16 uM foi 0,47 min™ e 0,042 min™,
respectivamente. Nas experiéncias a menor concentragdo de TTR-WT (2,3 uM), o
valor médio obtido foi para k, 0,45 min® e para k, 0,021 min®. Segundo estes
resultados, pode-se constatar que a alteracao do estado conformacional do mondémero
da TTR-WT é um fenémeno rapido e independente da concentracdo de proteina, ao
passo que a formagdo dos primeiros oligbmeros € um processo mais lento e
dependente da concentragdo de proteina. A alteragdo conformacional da subunidade
da proteina transtirretina esta de acordo com os modelos de amiloidogénese que
considera que a dissociacdo da TTR em espécies monomeéricas parcialmente
desnaturadas € um fenémeno fundamental no processo de fibrilogénese (Lai et al.,
1996; Quintas et al., 2001; Lindgren et al., 2005).

No inicio do processo de agregacéo verificou-se por SEC-MALLS a formacéo de
um intermediario adicional. Este intermediario € um oligbmero amiloidogénico
constituido por cerca de 6 a 10 subunidades monomeéricas, sendo possivelmente o
primeiro oligdbmero (SA) a formar-se no processo de agregacdo da TTR-WT. Este
oligbmero podera constituir uma das unidades béasicas para a construcdo das fibras
amiléides. E interessante observar que estes resultados experimentais estdo de
acordo com os resultados obtidos por Correia (2005) e Silva (2006) através da técnica
Photo Induced Cross-Linking of Unmodified Proteins (PICUP) em que observaram que
na fase inicial do processo de agregacdo as espécies monoméricas da TTR-WT e
TTR-L55P se associam uma a uma até a formagao de um oligémero de 8 unidades
monomeéricas pelo menos, embora nesse trabalho as condi¢cdes experimentais tenham
sido diferentes que as condi¢des experimentais do presente trabalho.

Depois da formacao do intermediario oligomérico amiloidogénico e de agregados
de elevado peso molecular nas primeiras 24 horas do processo de agregacdo da
TTR-WT, verificou-se por CD no UV-longinquo que se segue uma fase de nucleagéo
durante varios dias. Durante esta fase ha a formagdo de um nucleo de agregados
intermediarios amiloidogénicos de elevado peso molecular (A). Ap6s a nucleacao,
segue-se 0 crescimento mais rapido dos nucleos até a formacgéo de fibras amildides
maduras. Este comportamento para a formacéo de amiléide da TTR-WT sugere que o
intermediario amiloidogénico de nucleacdo seja outra unidade basica para a

construcdo de fibras amildides. Os dados experimentais obtidos adequam-se ao
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modelo cinético de agregacao proposto por Finke-Watzky seguindo um mecanismo de

agregacéo do tipo nucleacéo-crescimento (Morris e Finke, 2009):

ks

SA - A

kg
SA+A - 2A

O valor das constantes aparentes de velocidade k; e k, obtido através do
ajuste aos dados experimentais para k; foi 6,9 x 10* dias® e 0,37 puM'dias™,
respectivamente.

Durante o processo de agregacdo, nos ensaios de fluorescéncia e CD no
UV-proximo, ndo se registaram grandes alteracdes da estrutura terciaria da proteina,
mantendo-se a mesma estrutura nao-nativa adquirida desde a formacdo do molten
globule até a formacéo das fibras amildides. Isto significa que o ambiente quimico em

torno dos aminoacidos aromaticos & alterado durante o processo de agregacdo da

TTR-WT, relativamente ao ambiente nativo.

Como trabalho futuro e como complemento a estes resultados seria interessante
fazer um estudo mais detalhado da influéncia da concentracdo de proteina na cinética
de agregacédo da TTR-WT.

Seria ainda interessante fazer estudos andlogos aos levados a cabo neste
trabalho usando uma temperatura de 37 °C, bem como utilizar diferentes variantes da
proteina transtirretina de modo a correlacionar as diferentes constantes cinéticas de
todo o processo de agregacdo com o potencial amiloidogénico de cada variante.

De forma a caracterizar o tamanho dos agregados e a sua morfologia ao longo
do processo de agregacdo, podia-se levar a cabo um estudo detalhado ao longo do
tempo por Microscopia Electrénica de Transmissao (TEM).

Também seria interessante fazer ensaios de espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) usando a proteina transtirretina com todos os aminoacidos
marcados isotopicamente com *C e N. Assim, depois da adicdo de sal a TTR
desnaturada acidicamente a pH 2,0, poder-se-ia obter informacéo a nivel da estrutura
e dinmica da proteina ao longo do processo de agregacao.

Actualmente, a dindmica molecular (MD) é uma das ferramentas mais Uteis na
area da caracterizacdo estrutural de proteinas. Desta forma, seria interessante tentar
simular a desnaturacdo de espécies monoméricas a pH 2,0 por MD, de modo a avaliar
quais as alteracBes estruturais que ocorrem na proteina. Depois desta primeira

andlise, poder-se-ia aumentar a forga iénica do meio de modo a simular a adi¢cdo de
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NaCl, para se examinar em detalhe as alteracdes conformacionais associadas a
formacdo da espécie monomérica em molten globule e aos pequenos agregados
iniciais que ocorrem no processo de agregacdo da proteina transtirretina.

Conjugando toda esta informacdo com os resultados obtidos neste trabalho,
seria mais facil a caracterizacdo dos diversos passos da agregagcdo da proteina
transtirretina. Qualquer passo dado no sentido de entender este processo € importante
para o desenvolvimento de novas terapias para a Polineuropatia Amiloidética Familiar
(PAF), Cardiomiopatia Amiloidética Familiar (CAF) e Amiloidose Senil Sistémica

(ASS), bem como para outras amiloidoses.
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Anexo I

Tabela 5.1: Doengas humanas associ: a formacao de amildidghiti e Dobson, 200€

-89 -

Aggregating protein or Number of Native structure of protein or
Discase peptide residues® peptide?
Neurodegenerative diseases
Alzheimer’s disease® Amyloid 3 peptide 40 or 42f Natively unfolded
Spongiform encephalopathies™* Prion protein or 253 Natively unfolded (residues 1-120)
fragments thereof and ec-helical (residues 121-230)
Parkinson’s discase® a-Synuclein 140 Natively unfolded
Dementia with Lewy bodies® a-Synuclein 140 Natively unfolded
Frontotemporal dementia with Tau 352441F Natively unfolded
Parkinsonism®
Amyotrophic lateral sclerosis® Superoxide dismutase 1 153 All-B, Ig like
Huntington’s disease! Huntingtin with polyQ 31448 Largely natively unfolded
expansion
Spinocerebellar ataxias Ataxins with polyQ R168H0 All-3, AXH domain (residues
expansion 562-694); the rest are unknown
Spinocerebellar araxia 174 TATA box-binding 3308 o+ 3, TBP like (residues 159-339);
protein with polyQ mnknown (residues 1-158)
expansion
Spinal and bulbar muscular atroph}'d Androgen recepror with 919& All-x, nuclear recepror
poly(Q expansion ligand-binding domain (residues
669=919); the rest are unknown
Hereditary Arrophin-1 with polyQ 11858 Unknown
dentatorubral-pallidoluysian atrophy? expansion
Familial British dementia ABri 23 Natively unfolded
Familial Danish dementiad ADan 23 Natively unfolded
Nonneuropathic systemic amyloidoses
AL amyloidosis® Immunoglobulin light ~90f All-B, Ig like
chains or fragments
AA amyloidosis® Fragments of serum 76-104F All-ex, unknown fold
amyloid A protein
Familial Mediterranean fever® Fragments of serum 76-104F All-&, unknown fold
amyloid A protein
Senile systemic amyloidosis® Wild-type transthyretin 127 All-B, prealbumin like
Familial amyloidotic polyneuropathy? Mutants of transthyretin 127 All-B, prealbumin like
Hemodialysis-related amyloidosis® B2-microglobulin 99 All-B, Ig like
ApoAT amyloidosis? N-terminal fragments of 80-93f Natively unfolded
apolipoprotein Al
ApoATl amyloidosis? N-terminal fragment of 08! Unknown
apolipoprotein Al
ApoAIV amyloidosis® N-terminal fragment of ~70 Unknown
apolipoprotein ATV
Finnish hereditary amyloidosis® Fragments of gelsolin 71 Natively unfolded
mutants
Lysozyme amyloidosis? Mutants of lysozyme 130 o+ 3, lysozyme fold
Fibrinogen amyloidosis Variants of fibrinogen 27-81F Unknown
a-chain
Icelandic hereditary cerebral amyloid Mutant of cystatin C 120 o+[3, cystatin like
angiopathy*

(Continued )
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Aggregating protein or Number of Native structure of protein or
Discase peptide residues® peptide®
Nonneuropathic localized diseases
Type I1 diabetes® Am}flin, also called islet 37 Natively unfolded
amyloid polypeptide
(IAPP)
Medullary carcinoma of the thyroid® Calcitonin 32 Natively unfolded
Arrial amyloidosis® Atrial natriuretic factor 28 Natively unfolded
Hereditary cerebral haemorrhage with | Mutants of amyloid 3 40 or 42f Natively unfolded
amyloidosis peptide
Pituitary prolactinoma Prolactin 199 All-et, 4-helical cytokines
Injection-localized amyloidosis® Insulin 21 + 30 All-e, insulin like
Aortic medial amyloidosis® Medin 50k Unknown
Hereditary lattice corneal dystrophyt Mainly C-terminal 50-200f Unknown
fragments of
kerato-epithelin
Corneal amylodosis associated with Lactoferrin 692 o+, periplasmic-binding protein
trichiasis® like 11
Cataract® v-Crystallins Variable All-B, y-crystallin like
Calcifying epithelial odonrogenic Unknown ~46 Unknown
tumors®
Pulmonary alveolar proteinosis® Lung surfactant protein C | 35 Unknown
Inclusion-body myaositis® Amyloid B peptide 40 or 42f Natively unfolded
Cutaneous lichen amyloidosis® Keratins Variable Unknown

“Data refer to the number of residues of the processed polypeptide chains that deposit into aggregates, not of the precursor proteins.
bAccording t Stuctural Classification Of Proteins (SCOP), these are the structural class and fold of the native states of the processed peptides or
proteins that deposit into aggregates prior to aggregation.

“Predominantly sporadic, although in some cases hereditary forms associated with specific mutations are well documented.
4Predominantly heredicary, although in some cases sporadic forms are documented.

“Five percent of the cases are ransmitted (e.g., iatrogenic).

*Fragments of various lengths are generated and have been reported to be present in ex vivo fibrils.

ELengths shown refer tw the normal sequences with nonpathogenic waits of polyQ.

PLength shown is for ataxin-1,

iThe pathogenic mutation converts the stop codon into a Gly codon, extending the 77-residue protein by 21 additional residues.
iHuman insulin consists of two chains (A and B, with 21 and 30 residues, respectively) covalently linked by disulfide bridges.

EMedin is the 245-294 fragment of human lactadherin.
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Anexo II

Tabela5.11: Lista das variantes amiloidogénicas e ndo-amifgétiicas da proteina transtirretina humana
(Connorset al., 2003).

Amino
TR Coding Nucleotide Acid Mass Geographic Focus
Variant Region Change Shift (Da) Phenotype {Ethnic Origin)
Gly6Ser* Exon 2 GGT=AGT +30 non-amyloid Caucasian
Cys10Arg TGT-CGT +53 AN, E,H, PN USA (Hungarian)
Leui12Pro CTG-CCG -16 AN, CNS, L, LM UK
Met13lle* ATG—ATC -18 non-amyloid Germany
Aspi8Asn GAT—AAT -1 H USA
Asp18Giu GAT-GAAIG +14 AN, PN South America
Asp18Gly GAT-GGT -58 CNS, LM Hungary
Val20lle GTC—ATC +14 CTS.H Germmany, USA
Ser23Asn AGT—=AAT +27 E.H,PN USA (Portuguese)
Pro24Ser CCT-TCT -10 CTS,H, PN Usa
Ala25Ser GCC—TCC +16 H, PN UsSA
Ala25Thr GCC—ACC +30 CNS, PN Japan
Val28Met GTG—ATG +32 AN, PN Portugal
Val30Ala GTG—GCG -28 AN, H USA (German)
Val30Gly GTG-GGG -42 CNS,E, LM Usa
Val30Leu GTG—=CTG +14 AN, H, K, PN Japan, USA
Val3oMet GTG—-ATG +32 AN, E, LM, PN Argentina, Brazil, China,
Finland, France, Germany,
Greece, Italy, Japan, Portugal,
Sweden, Turkey, USA
Phe33Cys TTC-TGC 44 CTS,E, K, H Usa
Phe33lle TTC=ATC =34 E, PN Israel {Polish)
Phe33Leu TTC=CTC -34 AN, PN USA (Polish, Lithuanian)
Phe33Val TTC=GTC -48 AN, PN China, UK
Arg34Thr AGA—ACA -55 H, PN Italy
Lys35Asn AAG—AACIT -14 AN, H, PN France
Ala36Pro GCT—=CCT +26 CNS, CTS, E, PN Greece, Italy, USA
Asp3BAla GAT-GCT -44 AN, H, PN Japan
TrpdilLeu TGG-=TTG -73 E USA (Russian)
Glud2Asp GAG—GACIT -14 H France
Glud2Gly GAG-GGG -T2 AN, H, PN Japan, Russia, USA
Phe44Ser TTT-TCT 60 AN, E, H, PN USA, Japan
Alad5Asp GCC—GAC +44 H, PN Ireland, Italy, USA
Alad55er GCC—TCC +16 H Sweden
Alad5Thr GCC—ACC +30 H Ireland, Italy, USA
GlydTAla GGG—=GCG +14 AN, H, PN Germany, Italy, France
Gly4TArg GGG—C/AGG +99 AN, PN Japan
Gly47Glu GGG-GAG +72 H, K, PN Germany, ltaly
Gly47val GGGGTG +42 AN, CTS, H, PN Sri Lanka
Thr49Ala Exon 3 ACC—-GCC =30 CTS H, PN France, Italy
Thr49lle ACC—ATC +12 H, Pi Japan
Thr49Pro ACC—CCC -4 H USA
Ser50Arg AGT-AGG +69 AN, H, PN France, Italy, Japan
Ser50lle AGT-ATT +26 AN, H, PN Japan
Glu51Gly GAG—GGG -72 H UsA
Ser52Pro TCT—=CCT +10 AN, H, K, PN England
Gly53Glu GGA—-GAA +72 CNS, LM,N France
Glu54Gly GAG—GGG -72 AN, E, PN England
Glu54Lys GAG—AAG -1 AN, H, PN Japan
Leu55Arg CTG-CGG +43 LM, P Germany
LeuS5Gin CTG—CAG +15 AN, E, PN USA (Spanish)
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Leus5Pro
His56Arg
Leu58Arg
LeuS8His
Thra9Lys
Thre0Ala

Glu1Lys
PheG4Leu
PheG4Ser
lleG8Leu
Tyr69His
TyrGSlle
LysTOAsn
Val71Ala
lle73val
Asp74His®
Ser7TPhe
SerTiTyr
Tyr78Phe
Ala81Thr
lle84Asn
lle84Ser
Ile84Thr
Glug9GIn
GludglLys
His90Asn*
Ala91Ser
GIn92Lys
Ala87Gly
Ala97Ser
Giy101Ser*
Pro102Arg™
Arg103Ser
Arg104Cys*
Arg104His*
lle107Met
lle107val
Ala108Ala*
Ala109Ser
Ala109Thr*
Ala109Val*
Leu111Met
Ser112lle
Tyr114Cys
Tyr114His
Tyr116Ser
Thr119Met*
Ala120Ser
del Val122
Val122Ala
Val122lle

Pro1255er*

Exon 4

CTG—CCG
CAT—AAT
CTC=>CGC
CTC—CAC
ACA—ARA
ACT—GCT

GAG—AAG
TTT=CTT
TTT=TCT
ATA—TICTA
TAC=CAC
TAC—ATC
AAA—AACIT
GTG=GCG
ATA—GTA
GAC—CAC
TCTTTT
TCT=TAT
TAC—TTC
GCA—ACA
ATC—AAC
ATC—AGC
ATC—ACC
GAG-CAG
GAG—AAG
CAT—AAT
GCA—=TCA
GAG-AAG
GCC—oGGC
GCC-TCC
GGC—AGC
CCC—CGC
CGC—AGC
CGC-TGC
CGC—-CAC
ATTATG
ATT—=GTT
GCC—-GCT
GCC=TCC
GCC—ACC
GCC—-GTC
CTG—ATG
AGCATC
TAC—TGC
TAC—CAC
TATSTCT
ACG-ATG
GCT=TCT
del GTC
GTC—GCC
GTC—ATC

CCC-TCC

-16
+19
+43
+24
+27

-30

-34
-60

-26
-50

-28

+16
+30
+28
+18
+26
-60
-28
-76
+30
+16
-89
-28
+14

-10

AN, E, H, PN
H

AN, CTS,E H
CTS H

AN, H, PN
CTS, H, PN

PN
CTS,H, PN
CNS, E, LM, PN

PN, CTS, S

H

CTS.E\H
CTS,E. H, LM
AN, H, PN
CTS,H, PN
AN, H, PN
non-amyloid
AN, CTS, H, PN
H

H, PN

H, PN
non-amyloid
non-amyloid

H

non-amyloid
non-amyloid

non-amyloid

PN

non-amyloid
non-amyloid
CTS.H

H, PN

AN, CNS, E, H, LM, PN
CTS

AN, CTS, PN
non-amyloid

AN, H, PN

CNS, CTS,H, PN
E,H, PN

H

non-amyloid

Taiwan, USA (Dutch, German)
USA

Japan

Germany, USA

Italy, USA (Chinese)
Australia, Germany Ireland,
UK, USA, Japan
Japan

ltaly, USA

Canada (ltalian), England
Germany, USA
Scotland, USA

Japan

Germany, USA
France, Spain
Bangladesh

Germany

France

France, Germany, USA
France (Italian)

USA

USA (ltalian)

Hungary, Switzerland, USA
Germany, UK

Italy

usA

Germany, Portugal
France

Japan

Japan

China, France, Taiwan
Japan

Germany

USA

UsSA

Japan, USA (Chinese)
Germany

Germany, USA, Japan
Portugal

Japan

Portugal

UsA

Denmark

Italy

Japan

Japan

France

Portugal, USA
Caribbean

USA (Ecuadorian/Spanish)
UK, USA

Africa, Portugal, USA
Italy

Abbreviation Key: AN = autonomic neuropathy; CNS = central nervous system; CTS = carpal tunnel syndrome, E = eye; H
= heart; K = kidney: L = liver; LM = leptomeningeal; N = neuropathy; PN = polyneurcpathy; S = skin

* indicates non-amyloidogenic variant
Information added since the 2000 compilation® is indicated with bold font.
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Anexo III

Tabela 5.111: Estrutura dos aminoacidos.
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