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A vida é como andar de bicicleta.
Para se manter equilibrado, é
preciso seguir em frente.”

(Albert Einstein)
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RESUMO

SILVA DE SOUZA, Marcele. Caracterizacdo fotofisica da sonda fluorescente 6-
OH-BTA-0 e sua interacdo com peptideos beta amiloide. 2021. Dissertacao.
Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA
UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O presente trabalho estudou a interacao de diferentes formas do peptideo beta
amiloide AB-42 (monbémero, oligdmero e fibrila) com o a molécula fluorescente 2-(4-
aminofenil)-1,3-benzotiazol-6-ol (6-OH-BTA-0). A molécula pura de 6-OH-BTA foi
caracterizada em relacdo as suas propriedades fluorescentes em diferentes solventes.
A producdo das diferentes conformacdes oligoméricas do peptideo beta amiloide
foram avaliadas quanto a pureza e dispersdo morfoldgica, utilizando as técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusdo de tamanho (SEC-HPLC),
eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE), microscopia de for¢ca atbmica
(AFM) e microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM). O estudo da interacdo da
molécula 6-OH-BTA-0 com as diferentes formas do peptideo beta amiloide
(mondmero, oligbmero e fibrila) foi realizado através da titulacdo da molécula 6-OH-
BTA-0 a 500 nM, variando as concentracdes das diferentes conformacgdes do AB-42
(33,22 a 435 nM), bem como a temperatura (25, 37 e 42 °C). Foi observado na
molécula 6-OH-BTA-0 uma fluorescéncia intrinseca com deslocamento batocrémico
no espectro de fluorescéncia conforme a variacéo da polaridade e constante dielétrica
do solvente. As diferentes formulacdes do peptideo apresentaram estruturas de
agregacdo com tamanho varidveis podendo chegar a centenas de nandmetro de
comprimento no caso das fibrilas e 1-6 nm de diametro. No geral, a forma monomérica
apresenta um maior conteudo de agregados mais esféricos e a forma fibrila, um maior
conteudo de estruturas fibrilares e altamente compactadas. No estudo de interacéo
por fluorescéncia, foi observado um quenching moderado da fluorescéncia da
molécula 6-OH-BTA-0 devido a presenca das diferentes conformacdes AB-42. Nas
formas de oligdbmero e fibrila foi possivel observar um quenching estatico pela
formacdo de um complexo sem a dependéncia de temperatura, os valores das
constantes de afinidade de Stern-Volmer nas temperaturas de 25°C, 37° C e 42°C,
respectivamente, na forma oligomérica foi 80,0 £ 12,5, 48,4 + 3,9 e 42,3 £ 2,2, € na

forma fibrilar foi 64,0 + 7,4, 55,3 + 4,1 e 33,7 * 4,3. Ja na forma monomérica foi
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possivel observar a influéncia da temperatura demostrando um quenching dinamico,

as constantes de Stern-Volmer encontradas foi de 70,3 +5,2,35,1+5,8 e 75,4 + 18,9.

Palavras-Chaves: benzotiazol, beta amiloide, fluorescéncia.



ABSTRACT

SILVA DE SOUZA, Marcele. Photophysical characterization of the 6-OH-BTA
fluorescent probe and its interaction with amyloid beta peptides. 2021.
Dissertation. Postgraduate Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The present work studied the interaction of different forms of the beta amyloid
peptide AB-42 (monomer, oligomer and fibril) with the fluorescent molecule 2- (4-
aminophenyl) -1,3-benzothiazole-6-ol (6-OH-BTA -0). The pure 6-OH-BTA molecule
was characterized in relation to its fluorescent properties in different solvents. The
production of the different oligomeric conformations of the beta amyloid peptide were
evaluated for purity and morphological dispersion, using the techniques of high-
performance liquid chromatography by size exclusion (SEC-HPLC), electrophoresis in
polyacrylamide gels (SDS-PAGE), microscopy atomic force (AFM) and transmission
electron microscopy (TEM). The study of the interaction of the 6-OH-BTA-O molecule
with the different forms of the amyloid beta peptide (monomer, oligomer and fibril) was
carried out by titrating the 6-OH-BTA-0 molecule at 500 nM, varying the concentrations
of the different conformations of AB-42 (33.22 to 435 nM), as well as temperature (25,
37 and 42 ° C). An intrinsic fluorescence with a bathochromic shift in the fluorescence
spectrum was observed in the 6-OH-BTA-0 molecule according to the polarity variation
and solvent dielectric constant. The different formulations of the peptide presented
aggregation structures with variable sizes, reaching hundreds of nanometers in length
in the case of fibrils and 1-6 nm in diameter. In general, the monomeric form has a
greater content of more spherical aggregates and the fibril form, a greater content of
fibrillar and highly compacted structures. In the study of interaction by fluorescence, a
moderate quenching of the fluorescence of the 6-OH-BTA-0 molecule was observed
due to the presence of the different AB-42 conformations. In the forms of oligomer and
fibril it was possible to observe a static quenching by the formation of a complex without
the dependence of temperature, the values of the Stern-Volmer affinity constants at
temperatures of 25 ° C, 37 ° C and 42 ° C, respectively, in the oligomeric form it was
80.0 +12.5,48.4 + 3.9 and 42.3 + 2.2, and in the fibrillar form it was 64,0 + 7,4, 55,3 +

4,1 e 33,7 £ 4,3 in monomeric form it was already possible to observe the influence of
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temperature showing a dynamic quenching, the Stern-Volmer constants found were
70.3+5.2,35.1+5.8and 75, 4 £ 18.9.

Keywords: benzothiazole, beta amyloid, fluorescence.
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1. INTRODUGCAO

Moléculas derivadas de estruturas de benzotiazbis sdo compostos ja bastante
estudados, principalmente por possuirem sitios ativos que permite a sua
funcionalizacédo, pela adicdo de grupos quimicos que potencializam acfes de
bioatividades e aplicagcbes farmacéuticas, bem como em desordens
nerodegenerativas [1]-[3]. Por apresentarem caracteristicas que atuam como sondas
fluorescente, possuem emissdo de comprimento de onda na faixa do infravermelho
préximo, ideal para aplicacdes in vivo, afinidade com biomoléculas de atividade neural
[4]. Por exemplo, a molécula Tioflavina T (ThT), sendo a molécula mais estudada para
exames para o diagnostico em tecidos p6s mortem em pacientes com a Doencga de
Alzheimer (DA), possui alta afinidade aos peptideos beta amiloide, proteina presente
em pacientes que sofrem da DA em diferentes conformacdes durante a evolucéo da
doenca. Porém a ThT apresenta limitacfes de uso clinico, pela falta de detec¢éo das
diferentes conformacdes estruturais do peptideo beta amiloide e também
impossibilidade de atravessar a barreira hematoencefalica.

Atualmente, utiliza-se o composto (*C)-2-(4-(metil  amino)fenil)-6-
hidroxibenzotiazol (*!C-PIB) em exames por tomografia por emissdo de prétons
(PET/CT) para o diagndstico precoce da DA. Ele apresenta alta afinidade com as
fibrilas do peptideo beta amiloide e alta seletividade comprovada, porém por se tratar
de uma molécula com atividade radiolégica e alto custo de producédo a torna com uso
limitado na rotina clinica. Portanto, estudos no desenvolvimento de analogos de
hidroxibenzotiazdis torna-se promissor, levando em consideracéo que essa classe de
moléculas, como o 2-(4-aminofenil)-1,3-benzotiazol-6-ol (6-OH-BTA-0), possui
caracteristicas fluorescentes que o tornam um possivel biomarcador ou sonda
fluorescente com potencial uso para imagens oticas [5]-[7].

Este trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar a interacdo da molécula
6-OH-BTA-0 na presenca de diferentes formas do peptideo beta amiloide (monémero,

oligbmero e fibrila) produzidas em laboratério, variando o tempo de interacédo e a
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concentracdo do peptideo, e com isso relacionar possiveis mecanismos e constantes
de afinidade associadas ao novo sistema formado.

A dissertacdo conta com 8 capitulos, incluindo esta introducéo. No capitulo 2
sdo apresentados o objetivo geral e objetivos especificos do trabalho. O capitulo 3
expOe a fundamentacéo teorica sobre o assunto abordado. O capitulo 4 apresenta a
descricdo das metodologias utilizadas para execucéo dos experimentos. No capitulo
5, sdo demonstrados os resultados obtidos e discussao. O capitulo 6 as conclusdes
obtidas neste trabalho. No capitulo 7 as perspectivas e propostas para trabalhos

futuros. No capitulo 8 as referéncias utilizadas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € investigar as propriedades fluorescentes da
molécula 6-OH-BTA-0 e sua interacdo com o peptideo beta amiloide (AB-42) em suas

formas de monémero, oligbmero e fibrila.

2.1. Objetivos Especificos

e Preparar o peptideo beta amiloide em trés diferentes conformacdes:
mondmero, oligdbmero e fibrila;

e Caracterizar a estrutura de cada conformacéo do beta amiloide quanto
a pureza, polidispersao e morfologia;

e Caracterizar as propriedades o¢pticas da molécula 6-OH-BTA-0 por
espectroscopia de fluorescéncia, incluindo medidas resolvidas no
tempo;

e Estudar a interacdo entre o 6-OH-BTA-0 com as diferentes formas do
peptideo beta amiloide através dos processos de quenching de

fluorescéncia e da técnica de calorimetria de titulacéo isotérmica;
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Principios de fluorescéncia e seus mecanismos

A capacidade de uma molécula em absorver e emitir luz € denominada
luminescéncia. Este fenbmeno ocorre quando a molécula passa de seu estado
eletrdnico fundamental para um estado eletrdnico excitado, através da absorcdo de
energia, podendo ou nao retornar para o estado fundamental. A energia absorvida
pode ser liberada em diferentes formas, tais como processos de transicdo nao
radiativos e emissdo de luz, ou até mesmo por reacdes fotoquimicas [8]. A
luminescéncia é comumente dividida em duas classes, conforme o tempo de vida do

seu estado excitado: a fosforescéncia e a fluorescéncia [8].
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Figura 3.1: Diagrama de Jabloskin (adaptado da referéncia [9]).

O fendbmeno de luminescéncia pode ser descrito através do diagrama de
Jabloskin (Figura 3.1). O diagrama mostra possiveis transi¢cdes a partir do estado

fundamental, So, para os estados eletronicos: excitados singletos (Si1 e S2) e tripletos
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(T1e T2). Nesse diagrama, exclui-se varias interagdes possiveis, como o0 processo de
guenching ou extingéo e interacdo com solventes. As transi¢cées entre os estados sao
representadas como linhas verticais. A absorgdo ocorre tipicamente a partir de
moléculas com a menor energia vibracional, desencadeando varios processos. O
fluoréforo é excitado para um nivel eletrdbnico de energia maior (S1 ou S2) em
transicdes eletrbnicas HOMO-LUMO. O primeiro processo ocorre quando a energia
de S1' é parcialmente dissipada, produzindo um estado excitado singleto relaxado (S1),
a partir do qual a emisséo de fluorescéncia é originada, o fenbmeno é denominado
conversdo interna (Cl). O segundo processo ocorre quando algumas moléculas,
inicialmente excitadas, pela absorcdo nédo retornam ao estado fundamental (So) por
emisséao de fluorescéncia, e acabam por se encontrarem no estado Si e assim sofrem
uma conversao de spin ao primeiro estado tripleto, T1. A conversao de Si1 para T1 é
denominada de cruzamento entre sistemas (CIS), e ird produzir uma emissao
denominada fosforescéncia, que geralmente é deslocada para comprimentos de onda
mais longos em relacao a fluorescéncia. A transicao do estado T1>So € proibida, de
modo que as taxas da emissao de tripletos sédo véarias ordens de magnitude menor
que as da fluorescéncia. Outros processos de perda de energia, como colisao,
extincdo e fluorescéncia por transferéncia de energia ressonante (FRET), também
podem despovoar Si [5][7][11].

A partir destes espectros de emissdo é possivel definir caracteristicas
importantes do fluoréforo como o tempo de meia vida e o rendimento quantico. O
tempo de meia vida do fluor6foro no estado excitado é definida pelo tempo médio que
a molécula gasta no estado excitado antes de retornar ao estado fundamental,
geralmente proxima de 10 ns [8]. Enquanto o rendimento quéntico da fluorescéncia é

a razao entre o numero de fotons de fluorescéncia emitidos e o nimero de fotons

absorvidos. O rendimento quantico (®y;), é dado pela equagdo 3.1:

r
U~ rik,

(3.1)

Onde I' é a taxa de emissao do fluor6foro e k,, € a taxa de emissao nao
radiativa. Sabe-se que o rendimento quantico pode estar proximo da unidade se a
taxa de decaimento n&o radioativa for muito menor que a taxa de decaimento radiativo,

ou seja, knr << I'. O mesmo espectro de emissdo de fluorescéncia € geralmente



24

observado independentemente do comprimento de onda da excitacdo, devido a
dissipacéo parcial da energia de excitacdo antes do decaimento éptico [8][11].

No diagrama de Jabloskin (Figura 3.2), podem ser observados os processos
responsaveis por retornar ao estado fundamental. Em particular, a taxa de emisséo
do fluordforo (I') e sua taxa de decaimento ndo-radiativo para So, que sdo agrupados
em uma constante de taxa Unica, o Knr, ambos responsaveis pela perda de energia do

estado excitado [5].

S

Relaxamento (10 ns)
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hVA thd r’ knr
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Figura 3.2: Diagrama de Jabloskin simplificado (adaptado da referéncia [8]).

A energia da emissao é tipicamente menor que a energia de absor¢édo. Perdas
de energia entre a excitacdo e a emissao sdo observadas em moléculas fluorescentes
em solugdo, denominado de deslocamento do Stokes. Uma causa comum do
deslocamento de Stokes é a rapido decaimento ao nivel vibracional mais baixo no Si.
Fluoréforos geralmente decaem para o0s niveis vibracionais mais altos de So,
resultando em mais perda de energia por calor, devido ao excesso de energia
vibracional. Além desses efeitos, os fluordéforos podem exibir os deslocamentos de
Stokes maiores devido a efeitos de solventes, estrutura molecular do fluoréforo, a
temperatura, interagdo com outras moléculas, rea¢des de estado excitado, formagéo
complexa e/ou transferéncia de energia, entre outros [8][9]. O deslocamento de Stokes
ird influenciar diretamente a sensibilidade da técnica de fluorescéncia, permitindo que
os fotons de emissao sejam detectados de forma isolada aos fotons de excitagao [11].
Observa-se que todo seu processo € ciclico, a menos que os fluoréforos sejam
irreversivelmente destruidos no estado excitado por fendmenos como a
fotodegradacdo, o mesmo pode ser repetidamente excitado e detectado,
demonstrando que um unico fluoréforo pode gerar muitos fotons detectaveis, sendo

um atributo fundamental para a alta sensibilidade da fluorescéncia e seus estudos [8].
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3.1.1. Mecanismos de quenching

Quenching ou extingdo refere-se a qualquer processo que diminua a
intensidade de fluorescéncia emitida por um determinado fluoréforo. A extingdo da
fluorescéncia é amplamente estudada tanto como um fenédmeno fisico, como fonte de
informacé&o sobre interagdes bioguimicas.

O quenching pode ocorrer através de dois mecanismos principais, via a
formacao de complexos néo fluorescentes entre o fluoréforo e a molécula inibidora
(quenching estéatico) e por colisbes da molécula supressora com o fluoréforo
(quenching dinamico). Tanto o quenching estatico quanto o dindmico necessitam que
o fluoréforo esteja em contato com o agente extintor para que a supressao ocorra [8].
Este fato proporciona o acompanhamento de possiveis mecanismos de interacdes
entre moléculas, por exemplo, uma determinada proteina alvo de estudo que é
fluorescente e esta em volta de uma membrana impermedavel ao supressor ndo exibira
0 quenching, tanto estatico ou dinAmico. A analise deste fato ira proporcionar uma
medida de permeabilidade da membrana aos supressores da proteina alvo [8]. Outras
medidas como localizacao de fluor6foros em proteinas e acessibilidade do fluoréforo

aos supressores, também sao aplicacdes possiveis desta técnica [8][9][12][13].

3.1.1.1. Quenching dinamico

No guenching dindmico ou colisional, a supressédo da fluorescéncia ocorre
através do contato do agente supressor com a molécula, diminuindo a fluorescéncia
do fluor6foro em seu estado excitado. A interacdo dinamica por colisdo provoca o

retorno do fluor6foro ao seu estado fundamental sem a emissdo de um féton, e

D

geralmente, sem qualquer mudanca permanente na molécula. Este fenbmeno

descrito através da equagédo de Stern-Volmer:
F

Onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca
do agente supressor, respectivamente; Kq € a constante bimolecular de supresséo, t,

€ o tempo de vida do fluoréforo na auséncia do agente supressor, [Q] é a concentracéo
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do agente supressor e Kp € a constante de Stern-Volmer, que € dada por t*Kq. A
constante bimolecular ira refletir a eficiéncia de supressdo ou a acessibilidade do
fluoréforo ao supressor. Os dados obtidos atraves destes espectros de fluorescéncia
sdo gerados a partir de um grafico Fo/F em funcao de [Q]. Esse grafico normalmente
€ linear em relacdo a concentracdo do agente supressor, mas alteracfes na curva
podem ser observadas [8][9].

A variacao de temperatura influencia neste processo, atuando como facilitador
do processo de difusdo entre as moléculas envolvidas, ou seja, altas temperaturas
intensificam a interacdo observada neste fendmeno. O tempo de meia vida do
fluoréforo também pode ser alterado e diminuir proporcionalmente a intensidade de
fluorescéncia emitida [8][10].

3.1.1.2. Quenching estatico

No quenching estatico, a supressdo da intensidade de fluorescéncia ocorre
através da formacao de um complexo entre 0 agente supressor e o fluoréforo, gerando
uma mudanca na estrutura molecular do fluoréforo, que pode ser permanente ou nao.
Quando esse complexo absorve energia sofrendo uma mudanca em seu estado
excitado, como o fluor6foro, ele ir4 retornar imediatamente para o seu estado
fundamental, no entanto sem a emissao de um foton. O quenching estatico também
pode ser descrito por uma equacao similar a 3.2.

Fo

2=1+K51Q] (3:3)

F

Onde Ks . € a constante de associagdo. Assim como no quenching dindmico,
outros fatores podem influenciar na estabilidade destes complexos. A presenca de
variacdo de temperatura € um fator que causa desestabilidade nos complexos e pode
interferir na formacdo dos mesmos impedindo a supressao, portanto a dependéncia
da temperatura € importante. O tempo de vida é um fator determinante na
diferenciacdo destes fenbmenos, pois no quenching estatico tem a formacdo de
complexos néo fluorescentes, isto quer dizer que apenas aquelas moléculas nao
complexadas seréo observadas, como estas nao sofrem perturbacdo, observa-se um

tempo de meia vida constante igual a zero( t,) [8].



27

3.1.1.3. Quenching dinamico e estatico combinado

Em geral, o gréfico de Stern-Volmer linear demostra apenas um grupo de
fluoréforos presentes. No entanto, quando se tem mais de um grupo de fluoréforo
presente ndo se observa mais uma curva de Stern-Volmer linear, e sim um grafico
com tendéncia cdoncava em direcdo ao eixo y, além de possiveis alteracdes,
demostrada na equagéo 3.4:

Onde Kapp=(Kp+Ks) [Q]+KbKs [Q]? depende da concentracdo do agente supressor.
Essa forma modificada da equacao de Stern-Volmer é de segunda ordem em [Q], 0
que explica a curvatura ascendente observada quando se tem o quenching estético e
dindmico para o mesmo fluoréforo. Esta equacdo permite que a separacdo das
constantes Kp e Ks, demonstrado através de um grafico de Kapp versus [Q ], com uma
linha reta e uma interceptacéo de Kp + Ks e uma inclinagéo de KoKs, demonstrado na
Figura 3.3 [8][10].
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Figura 3.3: Quenching dindmico e estatico na mesma populacéo de fluoroforos.[8]

Desse modo o uso da Equacéo 3.5 para observar o acesso da populagao ao
agente supressor € dada por [10]:

= +1 (3.5)
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Onde Ka é a constante de supressdo de Stern-Volmer da fracdo acessivel, [Q]
€ a concentracao de supressor e f, é a fracdo da fluorescéncia inicial acessivel ao

supressor, dada por:

fol = —a— (3.6)

Fop + Foq

Onde Foa e Fob s&0 as intensidades de fluorescéncia totais na auséncia do
supressor dos fluoroforos acessiveis e inacessiveis, respectivamente, permitindo
calcular a acessibilidade total ao agente supressor.

Como descrito anteriormente o estudo da fluorescéncia e os resultados
possiveis com as aplicacdes dos fenbmenos de quenching séo diversos, como no uso
de localizacéo e diferenciacdo de grupos proteicos dentro de um complexo variado [9]
[10], caracterizacdo de estruturas e interacdes moleculares diversas [14], sintese de
complexos utilizados em estudos de DNA [15], caracterizacdo de moléculas
promissoras de diagnéstico para doencas como Parkinson e Alzheimer [16], entre
outros [6][13].

3.1.2. Moléculas fluorescentes

As moléculas com propriedades fluorescentes, chamadas fluoréforos, séo
moléculas capazes de absorvem radiacao no ultravioleta ou visivel, e liberaram esta
energia na forma de luz. Muitas moléculas absorvem radiagdo, no entanto nao
possuem o mecanismo de fluorescéncia. A rigidez da molécula, para que tenha menor
perda de energia ndo radiativa, o que aumenta as transi¢des radiativas; a estrutura da
molécula, a conjugacéo de elétrons 1T, e seus grupos funcionais substituintes [17].

Os fluoréforos normalmente contém grupos aromaticos conjugados, moléculas
planares ou ciclicas com varias ligagbes 1 conjugadas, e sédo divididos em duas
classes: os de fluorescéncia intrinseca e extrinseca.

Os de fluorescéncia intrinseca sdo aqueles que ocorrem naturalmente,
incluindo os aminoacidos aromaticos, flavinas oxidadas e derivados de piridoxal e
clorofila. Os fluoréforos extrinsecos sao geralmente adicionados a amostra para
fornecer fluorescéncia ou para alterar suas propriedades fluorescentes. Dentre eles

podemos destacar as moléculas de fluorescéncia extrinseca a fluoresceina e a
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rodamina [8]. Ambos séo utilizados em diversas areas de estudo/diagnostico
biomédico, como estudos de marcacdo molecular e imunofluorescéncia, em técnicas
analiticas e em estudos de interacéo de sistemas [8][11][18].

As sondas fluorescentes sdo moléculas utilizadas principalmente com o intuito
de obter resposta a um estimulo especifico ou para ser direcionada a uma regiao
especifica de uma amostra biolégica [19][20]. Para que estas sondas sejam
adequadas para aplicac6es biomédicas, algumas propriedades sdo necessarias. 1sso
inclui a intensidade luminescente, um espectro de emissdo com comprimento de onda
alto (600-900nm), ou seja, livre de interferéncia causada pela fluorescéncia intrinseca
dos tecidos, um alto deslocamento de Stokes, (para uma separacao adequada da luz
de excitacdo e emissao) além de boa fotoestabilidade e resisténcia a degradacao em
sistemas biologicos [4][11].

A escolha destas moléculas fluorescentes ocorre a partir de mudancas
observadas em seus espectros de absorcdo/emissao, intensidade de fluorescéncia ou
tempo de vida, quando interagem com outras moléculas especificas. Ou seja, essas
mudancas podem ser quantificadas em funcdo da concentracdo do analito,
funcionando como uma sonda marcadora. Este fenbmeno pode ocorrer por aumento
ou diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, formacdo de complexos da sonda e o
analito, ou por transferéncia de energia (FRET). Estas modificacdes na intensidade
de fluorescéncia e no tempo de meia vida sdo as principais bases para seu uso
analitico [18].

Os fluoréforos mais estudados e utilizados em técnicas de diferenciacao por
espectroscopia de fluorescéncia sdo os que apresentam fluorescéncia intrinseca,
alguns pertencentes a classe de moléculas aromaticas. Isso ocorre devido ao grupo
indol, juntamente com o triptofano (aminoacido encontrado nas proteinas), presente
nesta classe de moléculas que Ihe concede as propriedades necessarias para
aplicacfes biologicas. Alguns exemplos estdo apresentados na Figura 3.4. Dentre
estas moléculas apresentadas, destaca-se a molécula quinina, presente na agua
tbnica, a fluoresceina, utilizada em imagens biomédicas e a laranja de acridina,

utilizadas em ensaios citopatoldgicos [5][7][19].
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Figura 3.4: Estruturas de substancia fluorescentes (adaptado da referéncia [8]).

3.2. Benzotiazois e aplicacdes biomédicas

O benzotiazol é um composto heterociclico composto por um anel aromético
ligado a um anel tiazol, um heterociclico que contém um atomo de nitrogénio e um de
enxofre na sua estrutura (Figura 3.5). Essas moléculas sao sintetizadas usualmente
por via de condensacdo bimolecular de aminotiofendis com aldeidos, acidos

carboxilicos ou cloretos de acido [1].
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Figura 3.5: Estrutura quimica do benzotiazol e seus derivados. A) benzotiazol, B) Tioflavina T, C) PIB
e D) 6-OH-BTA-0 (adaptado das referéncias [3][21][7]).

Os derivados de benzotiazol sdo estruturas utilizadas como base para
formacao de estruturas moleculares maiores com sitios bioativos que permite a sua

funcionalizacéo [1]. Em sua grande maioria com acdes bioativas e aplicacdes
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farmacéuticas para o tratamento de diabetes, tumores e inflamacédo [1]. Com a
descoberta do Riluzole (6-trifluorometoxi-2-benzotiazolamina) como interferente de
mecanismos bioquimicos na neurotransmissdo do glutamato, diversos benzotiazéis
vem sendo estudados como agentes antibacterianos e antivirais, e ainda em estudos
de desordens neurodegenerativas [2][3][22].

Nos estudos de desordens neurodegenerativas, benzotiazoéis tém sido usados
como moléculas para diagnostico, pois seus derivados possuem caracteristicas
promissoras como sondas fluorescentes in vivo. As caracteristicas essenciais sao: (1)
emissdo comprimento de onda acima de 650 nm, para minimizar a fluorescéncia de
fundo de tecidos cerebrais; (2) afinidade de ligacdo com o peptideo beta amiloide; e
(3) alteracdo da emisséo de fluorescéncia apoés interagéo [1][23].

Dentre os derivados de benzotiazdis mais utilizados, tém-se a Tioflavina T,
sendo a mais utilizada em analises de espectroscopia de fluorescéncia in vitro e
ensaios para a confirmacédo da Doenca de Alzheimer (DA) em tecidos pos mortem,
com melhor desempenho do que moléculas como o vermelho de congo e crisamina
G [24][25]. A Tioflavina T (ThT) é uma molécula derivada da 2-arilbenzotiazéis e
aumenta drasticamente sua emissao de fluorescéncia na presenca de peptideos beta
amiloide. O efeito fotofisico perante a ligacdo do complexo ThT com o peptideo beta
amiloide ainda é muito discutido. A hipétese mais aceita atualmente para a mudanca
do efeito fotofisico desta interacéo € que o mesmo ocorre por um fendmeno de rotacao
molecular, na qual a ThT apés ligar-se ao peptideo beta amiloide sofre uma torcgéo,
modificando sua conformacéo e passando a fluorecer [26]. Apesar de possuir uma
grande afinidade com os agregados beta amiloides, a ThT possui limitacdes de uso
clinico mas é a precursora de diversos compostos usados hoje para o diagnéstico em
in vivo de paciente com DA. Dentre eles, destacam-se os compostos (*8F)-2-(1-(2-(N-
(2-fluoroetil)-N-metilamino)naftaleno-6YL)-etileno)  malononitril, conhecido  por
(*F)FDDNP, e o composto (*C)-2-(4-(metilamino)fenil)-6-hidroxibenzotiazol,
conhecido como (*'C)-6-OH-BTA-1 ou Pittsburgh Compound B (PIB) [5][27][23][28]
[29].

O PIB é considerado atualmente o padrdao ouro no diagnéstico da DA em
combinac¢do com o diagnostico clinico [5]. Estudos com a molécula PIB, em técnicas
de tomografia por emissdo de prétons (PET/CT) e fluorescéncia demonstraram
possuir uma alta sensibilidade e afinidade as placas beta amiloides e rapida captacao

pelo cérebro [30][31]. No entanto, o PIB possui algumas limitacdes para diagnéstico
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precoce por nao diferenciar as formas primarias (mondmeros e oligdbmeros) do
peptideo beta amiloide encontrado no inicio da DA e também para uso diario na rotina
clinica, devido o tempo de meia vida curta do carbono 11 e o alto custo de producgéo
do radioisotopo, tento em vista a necessidade de um ciclotron. Desta forma estudos
complementares séo realizados afim de obter modificacbes na molécula ligada ao
carbono 11 ( 6-OH-BTA-1), no marcador nuclear, ou na técnica de utilizada para
aquisicdo de imagem, entre outros [27][28][31][32].

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de desenvolver analogos do
PIB, dentre eles destacam-se as moléculas 6-OH-BTA, com estrutura semelhante ao
PIB, sem o radioisétopo (carbono 11) (Figura 3.5, D), assim como muitos derivados
de benzotiazol possui uma fluorescéncia intrinseca promissoras para deteccdo via
imagens opticas [6][7][23][32][33]. O PIB apresenta afinidade ao peptideo beta
amiloide maior que a ThT quando coradas em tecido pos-mortem e capacidade de

atravessar a barreira hematoencefalica [6][23][32][33].

3.3. Beta amiloide e sua relevancia na Doenca de Alzheimer

As doencas neurodegenerativas sdo patologicamente caracterizadas pelo
acumulo de proteinas em locais vulneraveis do cérebro, gerando lesGes em regides
como hipocampo, subiculo e cértex entorrinal, podendo chegar a 60% de deterioracao
em estagios mais avancados, como no caso da Doenca de Alzheimer (DA)
[16][34][35][36][37].

Atualmente, duas vias sdo ditas como as responsaveis pelas alteracbes
histopatoldgicas observadas no cérebro dos pacientes com DA. A primeira € a
formacdo dos emaranhados neurofibrilares que estd associada a mutacdes na
proteina Tau hiperfosforilada, reduzindo sua afinidade pela tubulina, proteina dos
microtubulos, levando a degradacdo do microtubulo [34]. JA na segunda temos o
mecanismo de formacao das placas senis compostas pelas proteinas beta amiloides.

A hipoétese mais aceita como mecanismo de formacéo das placas senis é da
cascata amiloidal, que descreve que as placas sao derivadas a partir de uma anomalia
no processo de clivagem da proteina precursora da beta amiloide, produzindo
peptideos de 40 e 42 aminoacidos. A forma do peptideo AB-42 (contendo 42

aminoacidos) é a forma mais tdxica e agressiva gerada na DA. Em sua forma
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monomeérica possui a capacidade de formar agregados de proteinas devido
caracteristicas como alta hidrofobicidade, alta propenséo para converter da estrutura
a-hélice em B-folha e baixa carga liquida, proporcionando um ambiente favoravel para
a agregacéao e formacao das placas senis no tecido cerebral [38][39][40].

Agregados de forma globulares conectam-se para formar as protofibrilas, que
aparecem como glébulos de 2,5 a 5 nm de diametro, e com uma tendéncia intrinseca

de se agruparem em estruturas tubulares e anelares semelhantes a poros (Figura 3.6).

O
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Oligdmeros Protofibrilas Fibrilas maduras

Figura 3.6: Estruturas esperadas em cada forma de agregacéo do peptideo beta amiloide (AB-42)

(adaptado referencia [41]).

A precursora das fibrilas maduras, a protofibrila possui uma caracteristica de
sensibilidade a concentracdo de AP, interacfes idnicas e temperatura, com tamanhos
variados de 6 a 9 nm de didmetro [42]. Ap6s a formacédo do nucleo de agregacao, no
fim do periodo de alongamento, acredita-se entdo que o crescimento das fibrilas
maduras prossiga por associacdo de protofibrilas, monémeros e oligdmeros com o
nacleo (Figura 3.7), essa € a tltima forma descrita antes da formagéo das placas senis
[43][44].
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Figura 3.7: Cascata de agregacéo do peptideo beta amiloide, adaptado da referéncia [43].

A caracterizacdo do processo de formacdo dos agregados do peptideo beta
amiloide foi um grande feito e tém sido o foco de diversos estudos cientificos, devido
a sua importancia no diagnostico e na compreensao de seus estagios iniciais [8]. Em
2011, as organizacdes National Institute of Neurological and Communicative Disorders
and Strokes (NINCDS) e pelo Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
(ADRDA), reconhecendo que o acumulo dos peptideos beta amiloides resultante nas
lesbes anatomopatoldgicas tipicas iniciam anos antes do aparecimento dos sintomas,
levaram a reavaliacdo das diretrizes de diagnéstico da doenca, incluindo assim as
fases assintomaticas e os biomarcadores. Por exemplo o acumulo dos peptideos beta
amiloide no exame de imagem por PET com sinas de positividade do mesmo como o
BE-Fluordeoxiglicose (FDG) e reducdo no liquor, atrofia no hipocampo em exames de
ressonancia magnética (RMN) e aumento da proteina Tau hiperfosforilada no liquor
[34].

No entanto, o diagnéstico da DA segue sendo prioritariamente clinico, tornando
0 estudo com os biomarcadores uma das formas mais importante para aperfeicoar a
deteccgéo das fases iniciais da doenca.

Nesse trabalho, iremos estudar a interacdo entre o analogo 6-OH-BTA-O
sintetizado via condensacéo direta entre 2-aminotiofenol gerado in situ a partir da
clivagem de dissulfeto e acidos carboxilicos [33] com diferentes formas do peptideo

beta amiloide por espectroscopia de fluorescéncia.
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Este capitulo ser4d dedicado a descricdo dos materiais, equipamentos,

procedimentos e andlises realizadas no desenvolvimento do trabalho.

4.1. Materiais

Na parte experimental, foram utilizados reagentes e equipamentos descritos nas

tabelas 4.1 e 4.2, com suas respectivas especificacdes técnicas.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados.

Procedéncia

Reagente Férmula quimica
Acetato de etila CaHsO2 Merck
Acetato de uranila 2% UO,(CH5COO0), Merck
Agua ultrapura H20 Sistema Milli-Q
Alcool etilico 70% CHsCH20H Merck
Cloroférmio CHCls Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Dimetilsulféxido C2HeOS
Sigma-Aldrich
Etanol C2He0
Tampéo fosfato-salino (PBS) Nazl-':lsgi’ PI<<CHI;PO4 Sigma-Aldrich
Acido trifluoroacético (TFA) CoHF=0> Merck
Acrilamida CsHsNO Merck
Azul de coomassie C.4,H4sNsNaO,S, Merck
Glicerol CsHgO3 Merck
Tris 1M CsH11NO3 Merck
Ditiotreitol 4M CH1005S> Merck
Dodecil sulfato de s6dio 10% (SDS) Merck

NaCi12H25S04
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Acetonitrila CoHsN Merck
Beta amiloide (1-42) C203H311N55060S Sigma-Aldrich
Laboratério de Fotoquimica
2- (4-aminofenil) -1,3-benzotiazol-6-ol C13H10N20S Organica Aplicada- UFRGS
Tabela 4.2. Equipamentos utilizados.
Equipamento/utensilio Modelo Marca
Centrifuga KC5 — 40 kHz Kindly
Espectrémetro de )
) Spectrum One Perkin Elmer
infravermelho
Espectrémetro de )
o LS 55 Perkin Elmer
fluorescéncia
Estufa 305 Lab-LINE
Cromatografia liquida de alta )
o UltiMate3000 DIONEX
eficiéncia (HPLC)
Calorimetria de titulagéo ) )
o iTC200 MicroCal, Inc., GE Healthcare
isotérmica (ITC)
Microscopio de forca
Icon PT-PKG Bruker

atdmica (AFM)

Microscopio eletrénico de

transmisséao (TEM)

Tecnai G2 20 X-TWIN

FEI CompanyTecnai

Cuba de eletroforese

Bio-rad

4.2. Sintese da molécula 6-OH-BTA-0

A molécula 2-(4-aminofenil)-1,3-benzotiazol-6-ol (6-OH-BTA-0) foi sintetizada

de acordo com o protocolo de Coelho [33]. A molécula foi produzida no Laboratério de

Fotoquimica Orgéanica Aplicada-UFRGS (Profa. Dra. Leandra F. Campo). A Figura 4.1

mostra a rota utilizada para sintese da molécula 6-OH-BTA-0.
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Figura 4.1: Rota simplificada da sintese da molécula 6-OH-BTA-0. Adaptada referéncia.[33]

4.3. Producao das diferentes conformacdes dos peptideos de beta-amiloide

O peptideo PBA-42 foi preparado em suas diferentes formas: monémero,
oligdbmero e fibrila; seguindo as instru¢des do fabricante e protocolo de Cunvong et al
[45]. Inicialmente, 0 BA-42 foi dissolvido em solucao de DMSO até uma concentracao
final de 1 mM e diluido com agua a 10 yM (DMSO a 0,25% em agua). Para evitar a
agregacao de BA-42 na forma protofibrila, a solucdo foi mantida a uma temperatura
méaxima de 28 °C e o pH foi ajustado para 7,0.

A solucao anterior foi incubada por 5 dias a 37 °C para preparar uma solugao
composta, principalmente por oligbmeros, conforme descrito por Cameron et al. e
depois congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -20 °C [46].

Para preparar a solugcéo enriquecida com fibrilas, a preparacéo original com
mondmeros foi incubada em um agitador (800 rpm) a 23 °C por 36 h, depois
centrifugada (10 min , a 15000 g), congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -
20 °C [47].

4.4. Métodos de caracterizacao

4.4.1. Medidas de fluorescéncia
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Foram analisadas as propriedades de absorcdo e emissdo da molécula
fluorescente 6-OH-BTA-O em diferentes solventes (acetona, acetato de etila,
cloroférmio, etanol e tampao PBS). Os espectros de emissédo foram obtidos em PBS
em trés variacdes de temperatura (25, 37 e 42 °C). Os espectros foram obtidos em
em um espectrofotdmetro LS 55-Perkin Elmer um intervalo de comprimento de onda

de 350-500 nm e comprimento de onda de excitacdo de 340 nm.

O rendimento quantico (<Dﬂ) da molécula 6-OH-BTA-0 (na concentracao de 500

nM em PBS) foi calculado a partir dos espectros de absorcao e emissao, conforme a

equacdao 4.1: [48]

2
CDfl — Aref X Fsolvente X nsol:ente x ¢ref 4.1)
Asovente X Fref X Nyor

Onde A é a absorbancia, F é a area sob a curva de emissao de fluorescéncia e
n € o indice de refracdo do PBS [49][50]. O coeficiente de absortividade também foi

calculado na molécula 6-OH-BTA-0 na concentracdo de 500 nM em tampéo PBS.
Para a medida de estabilidade da emissdo da molécula em funcéo do tempo, a
molécula 6-OH-BTA-0 foi preparada em uma cubeta, na concentracédo fixa de 500 nM
(em solvente PBS), os espectros de emissao foram obtidos em uma variacao de tempo
(0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 30; 40 min), em trés temperaturas (25, 37 e 42 °C).

4.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusdo de tamanho (SEC-
HPLC)

Aliquotas das formas conformacionais (mondémero, oligbmero e fibrila) do
peptideo beta amiloide foram analisadas por cromatografia liquida de alto
desempenho de exclusdo por tamanho acoplada ao detector de UV (SEC-HPLC)
(Akta Purifier GE). A andlise SEC-HPLC foi realizada usando uma coluna Superdex
200 HR 10/300, a uma vazéo de 0,5 mL/min, utilizando Fosfato de S6dio 20 mM + 150
mM de NaCl pH=7,2 como fase movel. Uma curva de calibragdo foi construida
utilizando os kits de calibragc&o de alto e baixo peso molecular (Gel Filtation Calibration

Kit HMW e LMW - GE Healthcare). Uma regressao linear foi feita baseada no
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coeficiente de particdo (K ;,,) e no logaritmo do peso molecular dos padrdes utilizados.

[51] O Kav foi calculado a partir da equagéo abaixo:

K,, = —<—2° 4.2),

Onde V, € o volume de eluigdo da amostra, Uy € o volume morto da coluna U, e o

volume total de eluigéo da coluna. As diferentes amostras sintetizadas foram injetadas
individualmente e seu peso molecular foi calculado a partir da regresséo linear obtida

na curva de calibracéo.
4.4.3. Eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Adicionalmente, uma analise por eletroforese em géis de poliacrilamida pelas
técnicas de SDS-PAGE convencional e ndo desnaturante foram escolhidas porque
permite visualizar simultaneamente os peptideos em estudo com 0s seus respectivos
tamanhos em solucdo, e estimar o tamanho aproximado de cada amostra
(monémetro, oligbmero e fibrila). O gel de SDS-PAGE convencional utiliza sédio
dodecil sulfato (SDS), um agente que rompe a estrutura quaterndria da proteina
enquanto o gel ndo desnaturante n&o utiliza essa substancia. Ambos os testes foram
realizados utilizando uma aliquota de 20 uL de cada amostra foi adicionada a 5 uL de
tampdo de amostra 5X, e submetida em géis de poliacrilamida de 0,75 mm de
espessura (12% de acrilamida). Os géis foram corridos a 80-100 V e corados com
azul de coomassie [51].

4.4.4. Microscopia de forca atbmica (AFM)

A analise topografica de aliquotas do peptideo beta amiloide nas conformacdes
de mondmero, oligbmero e fibrila depositadas sobre mica foram realizadas em um
microscépio de Forca Atdmica (Bruker, modelo Dimension icon), operando no modo
de Peak Force Tapping e Peak Force QNM, no Laboratério Central de Microscopia e
Microanalise (LabCEMM-PUCRS). Foram utilizadas sondas Sharp Nitride Lever (SNL)

da Bruker, em varredura de 256 linhas em campo de 500 nm e 5 um e taxa de
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escaneamento de 0.50Hz/l. As amostras foram preparadas na concentracao de 20 uM
de 6-OH-BTA-0 em PBS, depositadas em um volume de 50uL em mica, deixado em

fixac&o por 24 h.

4.4.5. Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Imagens de microscopia eletronica de transmisséo (TEM) foram empregados a
fim de caracterizar estrutura e tamanho das formas mondémero, oligdmero e fibrila do
peptideo beta amiloide. Para a obtencdo das imagens foi utilizado o microscopio
eletrénico de transmissao, modelo Tecnai G2 20 X-TWIN, marca FEI CompanyTecnai,
na tensdo de 200 kV, e as imagens foram adquiridas por uma camera Eagle, 2K, no
Laboratorio Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM-PUCRS).

As amostras foram preparadas pela técnica de exame direto por contrastacao
negativa (negative staining), depositadas em grids de cobre (300 mesh). Foram
depositados 20 pL das amostras, deixando 1 min em contato com o grid e retirando o
excesso com uso de papel filtro. Apds o tempo, utilizamos como contraste negativo o
acetato de uranila em solucao aquosa 2%, deixando 1 min e retirando o excesso apds
o tempo. As amostras preparadas foram mantidas em dessecador a vacuo até o

momento da analise.

4.5. Estudo dainteracdo dos peptideos beta amiloide com a molécula 6-OH-BTA-
0

O estudo de interacdo da molécula 6-OH-BTA-O com as diferentes formas
estruturais do peptideo beta amiloide (monémero, oligbmero e fibrila) foram avaliadas
pelo método de titulac@o por supresséo de fluorescéncia e por calorimetria de titulagéo

isotérmica (ITC).

4.5.1. Estudo de interagcédo por fluorescéncia

No método de titulagdo por supresséo de fluorescéncia, foram preparados um
volume fixo de 6-OH-BTA-0 em tampé&o PBS (pH 7,0; 3 mL; 500 nM) e adicionados
aliquotas do peptideo (10-40 pL) até a concentracdo desejada. Apos, foi realizado um

estudo onde foi preparado um volume fixo contendo 6-OH-BTA-O (500 nM) e o
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peptideo beta amiloide (540 nM) em tampéao PBS (pH 7,0; volume final de 3 mL). Os
espectros de emissao foram obtidos em func&o do tempo (0,5; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20;
30; 40; 50 min), utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 340 nm. Em
seguida, uma andlise com intervalo de tempo fixo e volume fixo de 6-OH-BTA-0 em
tampéo PBS (pH 7,0; 3 mL; 100 nM) foi titulado com concentracdes variadas das

diferentes formas do peptideo beta amiloide (10-40 pL, na concentracao inicial de 20
HM).

4.5.2. Estudo de interacdo por calorimetria de titulagéo isotérmica (ITC)

No teste de afinidade de ligacdo da interacdo entre as diferentes formas do
peptideo beta amiloide (monémero, oligbmero e fibrila) e a molécula 6-OH-BTA-0 por
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). Utilizou-se duas células: a de referéncia
(carregada com 200 pL do solvente agua) e a célula de amostra (preenchida com 200
pL de 6-OH-BTA-0 2 uM e 5 uM). As titulacbes foram realizadas na faixa de
temperatura de 25 e 37 °C, a reacao de ligacédo foi iniciada com uma injecéo de 2 e 3
ML do peptideo beta amiloide (20 uM em agua), seguida de 19 injecdes de 1 uL em
intervalos de 300 s, chegando a um volume final injetado de 30 yL com uma
velocidade de agitacao de 500 rpm, na forma monomeérica. Titulagdes-controle foram
realizadas para subtrair o calor de diluicho e de mistura para cada
experimento.[52][53] O experimento foi realizado sob presséo constante, utilizando-se

o microcalorimetro iTC200 (MicroCal, Inc., GE Healthcare).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos das propriedades
fotofisicas do composto 6-OH-BTA-O e a interacdo com diferentes solventes. Em
seguida, serdo abordadas as caracteristicas estruturas e morfoldgicas das diferentes
formas do peptideo beta amiloide. E por fim, os resultados da interacdo da molécula
6-OH-BTA-0 com as diferentes formas do peptideo beta amiloide com a variacao de

tempo e a temperatura.

5.1. Propriedades fotofisicas do 6-OH-BTA-0

5.1.1. Medidas de fluorescéncia

A molécula 6-OH-BTA-0 apresentou fluorescéncia intrinseca resultante da
conjugagao de ligagbes 1 e da protonagdo do grupo amino, que leva a uma
reorganizacao eletrénica estrutural e a formacéo de uma estrutura quinéide. O grupo
amino presente ocasiona uma perturbacéo no estado excitado (LUMO) de forma que

a transicao 1-1m* tenha um carater de transferéncia de carga [54]-[56].

= ‘__.N ,:. D N _
[ T > pNHy === [ T %4 p—NHy
HO ™~ "8 HO ™S
6-OH-BTA-0 6-OH-BTA-0 protonado

Figura 5.1. Molécula 6-OH-BTA-0 protonada.

A Figura 5.2 apresenta o espectro de absorcao e emissao da molécula pura 6-
OH-BTA-0 na presenca de diferentes solventes: acetona, acetato de etila, cloroférmio,
etanol e PBS.
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Figura 5.2: Espectro de absorcéo (A) e emisséo (B) da molécula 6-OH-BTA-0 na concentra¢éo de 500

nM, na presenca de diferentes solventes: acetona, acetato de etila, cloroférmio, etanol e PBS. Em (B)
Aabs=340 nm.

O comprimento de onda maximo de absorcdo da molécula 6-OH-BTA-O,

conforme a Tabela 5.1, apresentou um deslocamento no espectro para a regido do

vermelho (deslocamento batocrémico), conforme a polaridade do solvente, com

excecdo do tampdo PBS. Da mesma forma, observou-se que o comprimento de onda

maximo de emissado também apresentou um deslocamento batocrémico, seguindo de

valores crescentes das constantes dielétricas para cloroférmio > acetato de etila >

acetona > etanol, com excecao do tampédo PBS, o que pode também ser observado

na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Valores de constante dielétrica, viscosidade, comprimentos de onda maximo de absor¢éo

(Aabs) e fluorescéncia (An), rendimento quantico (@) e coeficiente de absortividade molar (¢) do

composto 6-OH-BTA-0 em diferentes solventes.

Constante | Viscosidade Aabs Al 3
Solvente dielétrica (cP) hm) | (m) Pri | (x10¢ Micm)
Cloroférmio 4,8 0,55 334 395 0.060 6120
Acetato de etila 6 0,45 339 394 0.018 7740
Acetona 21,4 0,33 342 405 0.019 5040
Etanol 24 1,11 344 419 0.017 5440
Tampéo PBS 80 0,904 330 414 0.033 2060
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O aumento da polaridade dos solventes na presenca da molécula 6-OH-BTA-0
afetou sua energia no estado excitado. A energia relativa do estado excitado apos a
fluorescéncia encontrou-se diferente do que era durante no espectro de absorcéo,
diminuindo a energia interna no estado excitado, ocasionando assim o deslocamento
do comprimento de onda de emissdo para o vermelho [57][58]. No tampao PBS foi
possivel observar um ombro em 470 nm no espectro de emisséo. Este comportamento
pode ter ocorrido devido a protonacdo do grupo amino (-NHs*) (Figura 5.1) [56][59][60].

Como observado, a diferenca de polaridade dos solventes influencia o
comportamento fluorescente das moléculas. Estes efeitos podem decorrer devido a
interacbes de forcas intermoleculares entre o soluto e solvente, ocorrendo as
variacbes obtidas nos espectros de absor¢cédo e emisséo, o que foi observado nos
valores obtidos do indice de refracdo, viscosidade e constante dielétrica, e
consequentemente do rendimento quantico, descritos na Tabela 5.1. Conforme
descrito na literatura 0 aumento da viscosidade e da polaridade do solvente influencia
nos valores de rendimento quéantico, diminuindo-o [18].

O rendimento quantico da molécula fluorescente demonstrou variagbes de
comportamento, podendo haver diferentes interacdes intermoleculares entre o proprio
solvente e soluto, bem como decorréncia no deslocamento e formato das bandas,
variacfes no rendimento quantico, entre outras [58]. Era esperado um rendimento
guantico maior, conforme a polaridade e viscosidade do solvente, como observado no
tampé&o de PBS. No entanto, o rendimento maximo observado para o cloroférmio, isso
pode ocorrer devido as diferentes interacbes do composto com 0 meio e 0S processos
de fluorescéncia e a concentracao do fluoréforo [48].

Foi realizado um estudo mais aprofundado da molécula fluorescente 6-OH-
BTA-O pura na presenca do solvente PBS, pois foi 0 mesmo meio utilizado para a
preparacdo dos peptideos beta amiloide. O comportamento de fluorescéncia da
molécula 6-OH-BTA-0 dissolvida em PBS, em trés temperaturas diferentes (25, 37 e
42 °C), também foi analisada e seus espectros sdo apresentados na Figura 5.3.
Medidas temporais realizadas a fim de verificar a estabilidade do sinal também

apresentadas na Figura 5.3. D.
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Figura 5.3. Espectros de emissao de fluorescéncia do 6-OH-BTA-0 puro (500 nM, em PBS) em
funcdo do tempo (0- 50 min) nas temperaturas de A) 25 °C, B) 37 °C, C) 42 °C e D) gréfico da

intensidade méaxima da fluorescéncia em fung¢éo do tempo, nas trés temperaturas: 25, 37 e 42 °C.

Observa-se na Figura 5.3, que os valores de intensidade maxima de
fluorescéncia variam pouco com a temperatura. Contudo, hd um leve decaimento da
intensidade para as temperaturas de 37 °C e 42 °C, de aproximadamente 3%, na qual
se estabiliza apés 10 minutos de espera, indicando o periodo de estabilizacdo da
molécula e processos de autoquenching no meio aquoso. Portanto, foi proposto o
tempo de espera de 10 minutos para a estabilizacdo e coleta dos espectros nos
experimentos de interacdo com as diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide

descritos na se¢ao 5.3.1.

5.2. Caracterizacao das diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide

Para caracterizagcédo das diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide
em mondmero, oligbmero e fibrila, foram empregadas as técnicas de: cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),

microscopia de forca atbmica (AFM) e microscopia de transmissao eletronica (TEM) a
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fim de diferencias as diferentes conformacfes quanto a peso molecular, pureza,

conformacao estrutural, morfologia e processo de agregacao.

5.2.1. Caracterizagdo por peso molecular e pureza

O SEC-HPLC por gel de filtracao foi empregado a fim de determinar a massa
molar e pureza de cada uma das diferentes conformacgdes do peptideo beta amiloide.
A Figura 5.4 mostra o cromatograma, onde o pico de emissao (linha rosa) representa
0 momento em que ocorre a passagem do peptideo pelo poro que corresponde ao
valor do volume de eluicdo no eixo x, das formas de monémero e oligbmero pela
coluna do SEC-HPLC. Através de uma curva de calibracéo e a relagédo entre o volume
de eluicdo de cada amostra e o seu tamanho, descrito pela Equacéo 4.2, foi possivel
calcular o tamanho aproximado do composto em cada uma das formas conforme

descrito na secéo 4.4.2.

orbandafau)

Abs

Controledecondutividade

Proteina

orbanda(a.u)

Abs

Volume de siuicas [ml}

Figura 5.4: Cromatograma do volume de elui¢do das diferentes formas do peptideo beta amiloide por

SEC-HPLC. A) mondmero B) oligbmero, concentracdo 20 pM.
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Esta técnica permite separar os peptideos através de poros com diferentes
tamanhos na coluna. Os peptideos menores tém um volume de eluicdo maior, ou seja,
demoram mais para sair da coluna, pois penetram nos poros que constituem a coluna,
enquanto que proteinas maiores passam pela coluna, sem entrar nesses poros e
eluem mais rapidamente. O controle da técnica foi realizado por leituras de
absorbancia do peptideo em um comprimento de onda fixo de 215 nm. As diferentes
conformacdes do peptideo beta amiloide obtiveram o mesmo volume de eluigdo de
19,71 mL (os dados da fibrila ndo foram apresentados na Figura 5.4). Este volume é
maior do que a menor proteina do kit de calibracdo, a Aprotinina que possui um volume
de eluicdo de 18,2 mL e peso molecular de 6,5 kDa. Foi calculado a constante de
participacdo e o peso molecular aproximado de cada uma das formas através da
regressdo linear. Como o volume foi igual para todas as conformacdes o0 peso
molecular encontrado também foi o mesmo. O coeficiente de participacdo das
diferentes formas foi de Kav = —0,2875logMW + 0,9054, e 0 peso molecular para as
diferentes formas do peptideo foi de aproximadamente 3,16 kDa. Este valor € menor
do que o descrito pelo fabricante, de 4,51 kDa. Esta diferenca pode ter ocorrido por
diferenca de calibracdo da curva, escolha do solvente para fase movel utilizada e
coluna, e ainda o tempo de retencdo da coluna, estes fatores podem ter influenciado
no processo de agregacdo nas conformacdes do oligbmero e fibrila, devido seu tipo
de ligacdo e tamanho esperado [41].

Esta técnica possui limitagdes devido aos efeitos da forma do peptideo no
volume de eluicdo, bem como as interacdes inespecificas entre a proteina de estudo
e a propria matriz da coluna. Estes parametros ndo puderam ser otimizados devido a
restricbes de acesso aos laboratérios devido a pandemia do Covid [61].

A técnica de SDS-PAGE convencional e ndo desnaturante foi utilizada a fim de
visualizar simultaneamente as diferentes conformacdes do peptideo (mondémero,
oligbmero e fibrila) em estudo com o0s seus respectivos tamanhos em solucdo, sem
desestabilizar a estrutura quaternaria e estimar o tamanho aproximado de cada,

conforme apresentado na Figura 5.5.
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Figura 5.5: SDS-PAGE convencional corado com azul de coomasie. A) Marcador de peso molecular,

B) monémero, C) oligdmero e D) fibrila, na concentracdo de 10 pM.

Observou-se que as trés formas do peptideo (monémero, oligbmero e a fibrila),
apos a acao do agente desnaturante SDS, o qual desnatura os peptideos em sua
forma nativa, a monomeérica, possuem o tamanho descrito pelo fabricante e esperado
de sua forma primaria de 4,51 kDa, que representa a forma do monémero [62]. No
entanto, na analise com o gel ndo desnaturante ndo foi possivel visualizar a corrida
de gel de eletroforese, provavelmente devido a concentracdo minima de poliacrilamida
no gel de agarose (12%) obtida no protocolo que impediu a passagem das formas

maiores do peptideo.

5.2.2. Caracterizacdo da conformacao estrutural, morfologia e processo

de agregacao.

A microscopia de forca atdbmica (AFM) foi empregada para caracterizar as
diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide, suas diferengas morfolégicas e
de estado de agregacao. Diversos canais foram avaliados no estudo, dentre eles o de
topogréfica, adesdo, dissipacdo e mobdulo de elasticidade. Na Figura 5.6, séo

apresentados os primeiros resultados obtidos com a forma monomérica.
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Figura 5.6: Imagens obtidas por AFM de uma aliquota de solugdo monomérica de 20 pM sobre a

placa de mica. Canais de analise A) topografia, B) adesao, C) dissipacdo e D) modulo de elasticidade.

A Figura 5.6 é possivel observar pequenas esferas com bordas alongadas
provavelmente devido a formacéo de 42 aminoacidos, semelhantes a forma esperada
pelo monémero em estudos de agregacdo. Essas estruturas destacam-se sobre um
filme quase continuo com buracos que deixam aparente o substrato da mica. A
presenca da mica é confirmada pelo modulo de elastico maior e dissipacdo/adesao
menor nos canais nao topogréaficos. Observa-se também nas imagens de adesdo,
dissipacdo e modulo de elasticidade que em torno dos aglomerados AB-42 ha uma
borda distinta de um material mais macio, mais aderente e com maior dissipacdo. O
centro dos aglomerados, contudo tem baixa dissipacdo e modulo de elasticidade
intermediarios. Fica claro nessas imagens que uma regido com alta concentracéo do
peptideo foi captada, o que provavelmente ndo representa o estado do preparado em
solucédo e deve envolver agregacéao induzida durante o processo de secagem.
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Figura 5.7: Imagens obtidas por AFM de aliquotas de solucdo A) oligomérica e B) fibrila de ambas a
20 uM sobre a placa de mica em 5 um. Nos canais de andlise topogréfica, modulo de elasticidade e

adeséao.

Na Figura 5.7 s&o mostradas imagens equivalentes de AFM para as
conformacdes oligoméricas e de fibrila. Observou-se que para os oligdbmeros (Figura
5.7 A) uma estrutura similar observada no monémeros: estruturas de aglomerados
arredondadas e alongadas sobre um “filme” muito poroso de espessura de 1 a 4 nm.
Nessa conformacdo predomina agregados maiores, se comparados com O
mondmero. O didametro aproximado destas diferentes formas e dos aglomerados
foram em média de 35 nm, 216 nm e 134 nm, nas conformacfes de mondmero,
oligbmero e fibrila respectivamente. Uma analise com varredura de 1 um foi realizada

a fim de definir melhor as estruturas observadas.
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Figura 5.8: Imagens obtidas por AFM, na concentracdo de 20 uM em 1 pm. A) mon6émero, B)

oligbmero e C) fibrila. Canais de topografia, modulo de elasticidade e adesao, respectivamente.

Na Figura 5.8 mostra as diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide em
uma varredura de 1 um. Nota-se que a forma monomérica € caracterizada por
estruturas em forma de fibras comprimento em média de 25 nm e altura de 25 pN.
Essas estruturas alongadas tém altura inferior a 1 nm compativel com as dimensfes
esperadas para uma molécula linear de pA-42. Observa-se, portanto, gue mesmo na
solugdo monomérica a tendéncia a agregacdo é alta. Inicialmente em linhas que
seriam compostas por grupos de mondémeros e depois por empilhamento lateral
dessas fibras que as vezes aparece como estruturas radiais. As fibrilas aqui
observadas ndo devem ser confundidas com as fibrilas, pois sua altura € muito maior
3-8 nm, segunda literatura [42].

Na conformacao oligomeérica observou-se uma variagéo nas dimensdes em um
conjunto de agregados com comprimento em média de 123 nm e altura de 174 pN.
Indicando um processo de agregacdo por empilhamento lateral de mondémeros.

Processo que continua a ser observados das imagens de fibrilas, onde se tém os
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conjuntos de agregados com comprimento em média de 190 nm e altura de 4 nm,
nesta figura ndo se observa a presenca das fibrilas formadas inicialmente pelos
monomeros. No entanto, formas menores podem ser observadas na imagem da fibrila,
entre os grandes agregados com um comprimento de 28 nm e altura de + 1,5 nm,
confirmando a presenca da forma monomérica durante o processo de agregacao.

No canal médulo de elasticidade mostrou que as trés formas possuem uma
elasticidade semelhante, diferente de seu comportamento de adesao. As formas de
monomero e oligdmero possuem uma alta adesdo se comparada a forma da fibrila.
Este comportamento pode estar relacionado a fase de agregacao, ao qual cada forma
esta. A fase de nucleacéo (forma monomérica) e alongamento (forma oligomérica) séo
as fases mais instaveis e propensas a agregacao devido suas modificagcbes do meio,
ja a fase de saturacdo ocorre nas formas de protofibrilas até a formacao final das
placas senis [44][63].

Apesar de todas as caracteristicas conforme os diferentes canais, foi possivel
observar que a analise pontual obtida pelo AFM pode variar conforme a aliquota
utilizada na andlise, representando uma porcao pequena do que podemos encontrar
em solucdo. Uma andlise seriada pode nos fornecer dados importantes sobre o
preparo de cada uma das formas de maneira rapida e com pouca quantidade de
amostra, e como esperado ndo € possivel obter uma solucdo pura de apenas uma
forma do peptideo devido sua propenséo a agregacao.

A microscopia eletrénica de transmisséo (TEM) foi aplicada a fim de determinar
diferencas morfologicas de estrutura e tamanho das diferentes formas do peptideo
beta amiloide em monémero, oligbmero e fibrila. A Figura 5.9 mostra as diferentes

conformacdes do peptideo beta amiloide em diferentes aproximacdes.
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Figura 5.9: Imagem de microscopia eletrdnica de transmisséo por contrastacao negativa das
diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide em escala de 500, 200 e 100 nm, na

concentracédo de 20 uM. A) monémero B) oligbmero e C) fibrila.

A analise demostrou uma diferenca na forma de agregacao entre as formas de
oligbmero e fibrila, em comparacédo com a forma monomeérica. O monémero possuli
uma forma preferencialmente esférica, com tamanho de diametro médio de 32 + 10
nm (482 contagens de varias imagens do mondmero) com distancia irregular entre
eles. A amostra da forma oligomérica demonstrou presenca de formas semelhantes
as monomeéricas, com tamanho de didametro médio de 28 + 9 nm e com a presenca de
filamentos em hélice (Figura 5.9, B escala de 200 nm), conforme o esperado [41][64]
[65]. Na amostra da forma de fibrila, temos todas as conformacbes vistas
anteriormente, porém com aglomerados mais compactados na forma de fibrilas
(agregacdes que variaram entre 90-100 nm), como visto no AFM [41][66].

O processo de agregacao dos peptideos BA-42 é altamente sensivel e instavel,
em uma mesma solucdo é possivel ter diferentes formas e tamanhos do peptideo,
conforme o tempo de incubacé&o e preparo.
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5.3. Estudo da interacdo dos peptideos beta-amiloide com a molécula 6-OH-
BTA-0

5.3.1. Estudo de interacao por fluorescéncia

A partir dos dados obtidos da analise dos espectros do 6-OH-BTA-0 puro, foi
possivel estipular os parametros de andlise da molécula na presenca dos peptideos
beta amiloide. Um estudo inicial foi realizado para determinar a possivel interacéo da
molécula 6-OH-BTA-0 com as diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide
(mondmero, oligdbmero e fibrila). Em uma concentragéo fixa de 6-OH-BTA-0 de 500
nM em PBS, foi adiciona aliquotas das diferentes formas do peptideo beta amiloide
inicial de 10 uM (10-30 pL) com uma variacdo de tempo entre as medidas (1-10 min),

demostrado na Figura 5.10.
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Figura 5.10: Espectros de emissédo de fluorescéncia do 6-OH-BTA-0 em tampéo PBS (500 nM) na

presenca dos peptideos amiloides (concentracdo variada de 33,22 a 540 nM) na forma de (A)

monémero, (B) oligbmero e (C) fibrila para diferentes tempos de exposi¢do (0-40 min), medidos em

trés temperatura: 25, 37 € 42 °C. Aexc=340 nm.

Observou-se uma interacdo entre o peptideo beta amiloide e as diferentes

formas, com uma baixa da intensidade de fluorescéncia nos primeiros 10 minutos,
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condizente com o comportamento observado na molécula pura. A analise permitiu
uma triagem para isolarmos as variaveis e analisar qual processo esta ocorrendo na
interacdo molécula/peptideos, se pela mudanca de temperatura ou de concentracédo
do peptideo beta amiloide.
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Figura 5.11: Graficos da concentracédo e tempo em funcao de Fo/F dos peptideos nas formas de
mondémero, oligbmero e fibrila, nas trés temperaturas (25, 37 e 42°C). Concentra¢cédo de 500 nM para

0 6-OH-BTA-0 e concentracao variada de 33,22 a 540 nM para os peptideos.

Com os dados obtidos através da andlise preliminar foi possivel determinar que
ocorre uma supressao de fluorescéncia do composto 6-OH-BTA-O na presenca do
peptideo beta amiloide. O grafico de fluorescéncia do composto 6-OH-BTA-0 em
funcd@o da concentracdo do peptideo beta amiloide apresentado na Figura 5.11. Da
figura foram obtidas as constantes de Sterm-Volmer (Ksv) para as formas de

mondmero, oligdbmero e fibrila, dispostas da tabela 5.2.

Tabela 5.2: Valores das constantes de Stern-Volmer nas concentra¢des de 6-OH-BTA-0 500 nm e

valores crescentes das diferentes formas do peptideo beta amiloide (concentragfes de 33,22 a 540



nM).

Peptideos Ksv (x10° M)
25°C 37°C 42 °C r2
Monbmero 60,6 £ 6,3 120+ 8,2 67,9+ 14,2 0,91
Oligbmero 108 + 8,6 131 +£ 24,2 141 + 27,3 0,94
Fibrila 81,9+11,0 146 + 20,6 170+ 23,9 0,86

Observa-se um aumento no processo de supressdo conforme o aumento da

temperatura, demostrando um quenching de natureza dinamica, facilitado as colisdes

entre o fluoréforo e os peptideos beta amiloide.

Posteriormente, foi analisado a estabilidade temporal para uma concentracéo
de 100 nM do 6-OH-BTA-0 e de 540 nM para cada conformacdo do peptideo beta
amiloide. Esses valores foram estipulados de acordo com a literatura, na qual foram
utilizados razbes de peptideo/molécula de no minimo 3x [67]. As aliquotas dos
peptideos foram adicionadas a solucdo de 6-OH-BTA e a fluorescéncia foi medida em

diferentes tempos (0-50 minutos), bem como em trés temperaturas (25, 37 e 42 °C).

Os espectros de emissao de fluorescéncia estao apresentados na Figura 5.12.
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Figura 5.12. Espectros de emissdo de fluorescéncia do 6-OH-BTA-0 em tampé&o PBS (100 nM) na

presenca dos peptideos amiloides (540 nM em PBS) na forma de (A) mondémero, (B) oligbmero e (C)

fibrila para diferentes tempos de exposicéo (0-50 min), medidos em trés temperatura: 25, 37 e 42 °C.
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Aexc=340 nm.

Os valores da intensidade maxima de fluorescéncia de cada sistema em funcao

do tempo e temperatura estao representados nas Figuras 5.13.
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Figura 5.13. Graficos da intensidade méaxima do 6-OH-BTA-0 na presenca dos peptideos na forma de
monémero, oligbmero e fibrila (540 nM) nas temperaturas de 25, 37 e 42 °C em fun¢éo dos intervalos

de tempo de medida (0-50 min).

Observou-se um tempo de diminui¢cdo seguido da estabilizacdo da emissao de
fluorescéncia apo0s 10 minutos, este comportamento é semelhante a analise da
molécula 6-OH-BTA-0 pura, Figura 5.3. E este comportamento se mantem mesmo
variando a temperatura. A partir desta otimizagdo do tempo de estabilizacdo do
sistema, foram realizadas medidas de intensidade de fluorescéncia da molécula 6-
OH-BTA-0 em tempo fixo de 10 minutos entre cada medida, variando a concentracao

dos peptideos nas temperaturas de 25, 37 e 42 °C, demonstrados na Figura 5.14.
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Figura 5.14: Estudo de interacdo da molécula 6-OH-BTA-0 em tampao PBS (100 nM) titulado com
peptideo beta amiloide nas trés formas: (A) monémero, (B) oligbmero e (C) fibrila, em tampéo PBS
(33,22-1076 nM) em um volume final de 3mL (Aex=340 nm), com variagcdo do tempo de 10 em 10
minutos e suas intensidades de fluorescéncia maxima. As medidas foram realizadas em trés

temperaturas (25, 37 e 42°C).

Observou-se uma tendéncia de diminuicdo da emissao de fluorescéncia da
molécula 6-OH-BTA-0 na presenca das trés formas do peptideo beta amiloide,
conforme o aumento da concentracdo. Este dado confirmou a interacdo apresentada
anteriormente entre as diferentes formas do peptideo e a molécula 6-OH-BTA-0, que
diferente da sua precursora a ThT, tem sua interacdo confirmada com a diminui¢cao
da fluorescéncia por um mecanismo de quenching de sua fluorescéncia intrinseca
[68]. A supressao da fluorescéncia permite estimar as constantes de afinidade a partir
da equacdo de Sterm Volmer [69][70]. Portanto, aplicamos as constantes de
supressdo de fluorescéncia de Sterm-Volmer entre o 6-OH-BTA-0 e 0s peptideos

beta-amiloide [71]. Nao foi observado fluorescéncia intrinseca do peptideos beta
amiloide (dados ndo apresentados).
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Os valores da intensidade maxima de fluorescéncia de cada sistema em funcao

da concentracdo do peptideo beta amiloide e temperatura em funcdo de Fo/F para

observacédo do processo de supressdo sao representados nas Figuras 5.15 e 5.16.
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Figura 5.15. Gréfico da concentracao dos peptideos nas formas de mondmero, oligbmero e fibrila em
funcéo de Fo/F nas trés temperaturas (25, 37 e 42°C).

Os valores de supressao de fluorescéncia foram tabelados, de acordo com a
equacao de Stern-Volmer (Equacao 3.5) [8][72].

Ao observar esta interacdo, mostra um comportamento linear em fungcéo do
aumento da concentracdo do peptideo beta amiloide além disso € possivel notar que
as formas do peptideo se comportam de maneira diferente em cada temperatura
(Figura 5.16). Na temperatura de 25°C, foi possivel observar um aumento da
intensidade maior da supressédo de fluorescéncia das formas oligoméricas e das
fibrilas, em comparacdo com a forma monomeérica, que tem sua interagéo intensificada
na temperatura de 42°C. Enquanto nas temperaturas de 37°C e 42°C, mostram um

comportamento diferente influenciando diretamente no processo de interacdo nas
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formas de oligbmero e fibrila, provocando uma diminuicdo de sua intensidade de
supressdo em comparacao a temperatura de 25°C.

Os mecanismos de supressdo de fluorescéncia, como descrito no capitulo
3.1.1, pode ser classificado em quenching dinamico, na qual teremos a influéncia da
temperatura como um facilitador do processo e estatico onde se tem a formacéo de
um complexo proteinal/ligante sabe-se que ambos 0s processos podem ocorrer de
forma simultanea, como observado, devido aos sitios de ligacdo das diferentes formas
do peptideos disponivel para ligagéo [23][26][73][67].
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Figura 5.16: Equacéo de Stern-Volmer comparando as diferentes conformacdes do peptideo beta

amiloide pela temperatura, 25°C, 37°C e 42°C.

Nos graficos de Sterm-Volmer com a influéncia da temperatura onde foi
possivel observar que o comportamento linear da interagdo se mantem, com um
aumento do quenching na forma monomérica em 42 °C, indicando que a temperatura
foi um facilitador do processo de supresséo, indicando um quenching dinamico. As
constantes de Sterm-Volmer nas trés formas do peptideo estdo descritas na Tabela

5.3. Para a forma monomérica, ocorreu um leve aumento nos valores das constantes
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com o aumento da temperatura. Nas formas do oligdmero e fibrila, sem a influéncia
da temperatura, demostrando um comportamento de quenching estatico. A Ksv do
peptideo beta amiloide na forma de fibrila se mostrou maior que na forma do
mondmero e oligdmero. Isto pode estar ocorrendo devido a disposi¢ao de sitios ativos

presentes nos agregados formados no processo de formacéo das fibrilas [74][75].

Tabela 5.3: Valores das constantes de Stern-Volmer nas concentra¢des de 6-OH-BTA-0 500 nm e
valores crescentes das diferentes formas do peptideo beta amiloide, 33,22 a 540 nM.

Peptideos Ksv (x10° M)
25°C 37°C 42 °C r2
Monémero 70,3+5,2 35,1+5,8 75,4 £ 18,9 0,96
Oligébmero 80,0+ 12,5 48,4+ 39 42,3+2.2 0,97
Fibrila 64,0+7,4 55,3+4,1 33,7+4,3 0,96

Ao definir um tempo de estabilizacdo do complexo (Figura 5.13), foi possivel
obter um comportamento diferente do primeiro observado, onde a curva e as
constantes de supressdo mudaram seu comportamento, demostrando um influéncia
do tempo de estabilidade entre o composto 6-OH-BTA-0 e as diferentes formas do
peptideo beta amiloide. No entanto um teste de viscosidade seria interessante para a
analise desta mudanca de comportamento, por se tratar de uma variavel importante

nas andlises de fluorescéncia [8].

5.3.2. Estudo de interacdo por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)

O estudo de interacdo por calorimetria de titulacao isotérmica (ITC) foi realizado
para obter as constantes de interacdo entre a molécula 6-OH-BTA-0 e o peptideo beta
amiloide. As variaveis foram otimizadas com a forma monomérica, onde foram
realizadas medidas conforme descritos do item 4.5.2. Foi possivel observar uma
variacao no térmica conforme o aumento da concentragdo da molécula 6-OH-BTA-0

no peptideo beta amiloide, demonstrado na Figura 5.17 e 5.18.
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Foi possivel observar que com o0 aumento da concentracdo da molécula 6-OH-

BTA-0, a liberac&o de calor na interagcdo aumentou, indicando uma reacao exotérmica.
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No entanto ndo foi possivel obter um pico de sinal suficiente, na qual que pudesse
excluir artefatos de diluicdo, por exemplo, fazendo necessario entdo uma otimizacéo
do protocolo, como 0 aumento da concentracao da proteina e da molécula de estudo,

e um aumento da temperatura inicial.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi demostrado que a molécula pura de 6-OH-BTA-0 possui uma
fluorescéncia intrinseca, com deslocamento batocrémico no espectro de absorcéo e
emissao, conforme a variacao da polaridade solvente, na qual foi possivel observar,
principalmente, seu comportamento no meio de PBS. As andlises da fluorescéncia
revelaram que a molécula pura de 6-OH-BTA-O apresenta valores de intensidade
maxima de fluorescéncia que variam pouco com a temperatura, apenas com leve
decaimento (~3%) da intensidade para as temperaturas de 37 °C e 42 °C. Porém, isso
se estabiliza ap6s 10 minutos de espera, indicando o periodo de estabilizacdo da
molécula e possiveis processos de autoquenching no meio aquoso.

As diferentes preparagdes conformacionais dos AB-42 foram caracterizadas
demostrando que, no protocolo utilizado, ndo € possivel obter apenas uma forma
“pura” do peptideo em solucao, devido a sua sensibilidade ao processo de agregacao.
Todos os preparados revelaram uma distribuicdo de estruturas com tamanhos
diversos. Contudo ficou claro que h& diferencas morfolégicas nas diferentes
conformacdes do peptideo beta amiloide. Foi observado a tendéncia dos agregados
serem maiores no preparado fibrilar, inclusive com o aparecimento de zonas com alto
alinhamento das fibrilas em estruturas compactadas no formato de placas. Estudos
adicionais sdo necessarios para uma avaliacdo detalhada das estatisticas dos
tamanhos e de possivel envelhecimento dos preparados ao longo do tempo.

Nos estudos da interacdo dos peptideos com a molécula 6-OH-BTA-0 foi
observado um quenching de fluorescéncia da molécula moderado, o qual aumenta
com o aumento da concentragéo das diferentes conformacdes AB-42. Os valores das
constantes de Stern-Volmer obtidos nas temperaturas de 25°C, 37° C e 42°C,
respectivamente, na forma oligomérica foi 80,0 + 12,5, 48,4 + 3,9 e 42,3+ 2,2, e na
forma fibrilar foi 64,0 + 7,4, 55,3 £ 4,1 e 33,7 + 4,3. Nas formas de oligdmero e fibrila
foi possivel observar um quenching estatico, sem a dependéncia de temperatura,
provavelmente pela formacédo de um complexo. J& na forma monomérica, observou-
se a influéncia da temperatura demostrando um mecanismos de quenching dindmico
com o0s seguintes valores das constantes de Stern-Volmer encontradas foi de 70,3 £
52, 351 £ 58 e 75,4 + 18,9. Na analise do ITC, os dados demonstraram uma

interacdo exotérmica, no entanto foram inconclusivos devido as concentraces do
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peptideo beta amiloide e da molécula 6-OH-BTA-0, sendo necessario a otimizacao do

protocolo e ajustes das concentracfes dos mesmos.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho motiva para mais estudos relacionados ao diagndstico precoce da
doenca de Alzheimer com o uso de fluorescéncia em tecido biopsiado ou como ligante
para desenvolvimento de nanoparticulas em imagens biomédicas.

Este trabalho também motiva estudos de interacdo do fluoréforo 6-OH-BTA-0
com as diferentes conformacdes do peptideo beta amiloide por estudos com
bioinformética a fim de determinar os sitios ativos onde estd molécula se liga as
diferentes formas do peptideo e a influéncia da temperatura em um ambiente
simulado.

Em conjunto, o trabalho vem para incentivar a caracterizacédo dos processos de
agregacédo de proteina proposto em diversos trabalhos, a fim de observar o final de
cada processo, aplicando otimizacdo em protocolos adequadas para afirmar o
processo de agregacao proposto para os peptideos beta amiloide.

Os parametros do ITC, HPLC e SDS-PAGE para andlise correta das diferentes
conformacdes do peptideo beta amiloide precisa ser otimizados.

Um estudo complementar do fluor6foro 6-OH-BTA-O com diferentes
concentracdes dos solventes a fim de obter mais dados de sua fluorescéncia.

Estudos controle de interacdo por fluorescéncia entre o fluoréforo 6-OH-BTA-0

e outras proteinas, a fim de determinar sua seletividade em analise por fluorescéncia.
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