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Resumo

Para poderem exercer a sua fungao bioldgica, as proteinas devem estar na sua
adequada conformagao tridimensional. Em doengas amiloidogénicas, as proteinas e péptidos
no seu estado solivel alteram-se para um estado termodinamicamente mais favoravel, os
agregados amiloides. Esta alteragdo ocorre como resultado do mau-dobramento proteico.
Ao mesmo tempo também ocorre a falha dos mecanismos da reparagao e destruigao destas
espécies toxicas.

As doengas neurodegenerativas sao tipos particulares de amildidoses. Assim, para
encontrar estratégias terapéuticas para estas patologias, torna-se importante estudar
questoes como a origem e mecanismos de formagao destes agregados, bem como os
mecanismos de defesa que estao afectados.

Diversas investigagoes tém levado a conclusio de que os intermediarios que
antecedem as fibrilhas amildides maduras poderao ser as espécies mais toxicas e as principais
responsaveis pela progressao de doenga.

Apesar da sua diversidade em termos de sequéncia, existem semelhangas notorias
entre a formagao de agregados a partir das diferentes proteinas amiloidogénicas envolvidas
nestas patologias. Deste modo, o presente trabalho aborda os topicos acima descritos numa
perspectiva global, ilustrando-os com exemplos particulares apropriados. Faz-se ainda uma
descrigao sumaria dos fundamentos de algumas das metodologias experimentais mais usadas
na detecgao e caracterizagao destas estruturas e conclui-se apontando algumas possiveis
direcgoes para investigagao futura, que permitam levar ao desenvolvimento de estratégicas

terapéuticas de base quimica ou bioldgica.

Palavras-chave: amiloidoses; doencas neurodegenerativas; fibrilhas amildides; proteinas;

estrutura tridimensional.
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Abstract

In order to exert their biological function, proteins must be in their proper three-
dimensional conformation. In amyloidogenic diseases, proteins and peptides form amyloid
aggregates, a thermodynamically favoured state. This happens as a result of protein
misfolding. At the same time, reparation and destruction mechanisms of these toxic entities
are impaired.

Neurodegenerative diseases are particular types of amyloidosis. In a way to find
therapeutic targets for this kind of disease, it is important to study issues like mechanisms
for aggregates formation, the reason why they form, and what defense pathways are affected.

Recent research has led to the conclusion that the species preceding mature fibrils
formation may be more toxic and the main responsible for disease progression.

Despite their diversity in terms of sequence, there are marked similarities between
the formation of aggregates from different amyloidogenic proteins involved in these
pathologies. Thus, this work covers the topics described above in a global perspective,
illustrating them with particular appropriate examples. Additionally, a brief description of the
fundamentals of some of the most used experimental methodologies in the detection and
characterization of these structures is given. Finally some possible directions for future
research are presented, which will may enable the development of therapeutic strategies of

biological or chemical basis.

Key words: amyloidosis; neurodegenerative diseases; amyloid fibrils; proteins; tridimensional

structure.
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|. Introducao

Muitas doengas sao provocadas pela incapacidade das proteinas adoptarem a sua
conformagao nativa. Estas patologias (das quais varios exemplos particularmente relevantes
sao indicados na Tabela ) ocorrem como resultado do dobramento errado das proteinas
(protein misfolding diseases).! Este fenémeno pode ter diferentes causas: degradagio pelo
sistema de controlo do reticulo endoplasmatico; transporte inadequado da proteina ou
transformacgao da proteina do seu estado soluvel funcional para estados fibrilares, as fibrilhas
amildides (mais frequente). Deste modo, a quantidade de proteina disponivel para
desempenhar normalmente as suas fungdes diminui.”

O dobramento das proteinas é o processo através do qual a cadeia polipeptidica na
sequéncia primaria dobra, passando a constituir a estrutura terciaria funcional. A informagao
necessaria para este processo esta contida na sequéncia de aminoacidos. O ambiente em que
a proteina se encontra também influencia o dobramento.’

Durante o processo de dobramento da proteina, ocorre a formagao de varios
intermediarios. E a partir destes estados conformacionais que pode ocorrer a formagio
amildide, competindo assim com a dobragem normal das proteinas. Assim, nao se trata de
um estado totalmente desdobrado ou de uma conformagao nativa, mas sim de um estado

parcialmente desdobrado (contendo estrutura secundaria), que tende a agregar. *

Tabela | — Doengas humanas que se caracterizam pela presenca de fibrilhas amiloides e respectiva proteina/péptido
constituinte do agregado.®

Doenca de Alzheimer® Péptido amildide B (péptido AP)

Doenca de Parkinson® o — sinucleina

Demeéncia frontotemporal com Tau

parkinsonismo®

Doenga de Hungtinton® Huntingtina com extensao poliglutamina

Esclerose lateral amiotrofica® (ELA) Superoxido dismutase |

Diabetes tipo II* Polipéptido amiloide dos ilhéus
pancreaticos

Amiloidose da lisozima® Mutantes da lisozima

Polineuropatia amiloidética familiar® (PAF) Mutantes da transtirretina

a— doenga predominantemente esporadica; ® — doenga predominantemente hereditaria

Dependo da sua origem, as amiloidoses podem ser classificadas em esporadicas,

como a maioria dos casos de Parkinson e Alzheimer; hereditarias (estao associadas a
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mutagoes especificas), por exemplo as amiloidoses do fibrinogénio e da lisozima; e
transmissiveis, tais como as encefalopatias espongiformes.’

As amiloidoses sao doengas que se caracterizam pela conversio dos péptidos ou
proteinas, no estado sollvel, para agregados fibrilhares que contém estrutura em folha 3
pregueada e sao insoluveis. Embora as proteinas que dao origem a este tipo de depésitos
nao apresentem sequéncia semelhante, as fibrilhas formadas possuem propriedades biofisicas
equivalentes (Fig. |). Estas sdao constituidas por 2 a 6 protofilamentos (cada um com 2 a 5 nm
de diametro), associados num arranjo helicoidal com 7 a 13 nm de didmetro. Em cada
protofilamento, as cadeias polipeptidicas formam cadeias [3 perpendiculares ao eixo da
fibrilha e ligagdes de hidrogénio paralelas ao mesmo eixo.® As fibrilhas tém ainda a

particularidade de ligar os corantes tioflavina T e vermelho do Congo.’

\,/'

Fig. | - Estrutura tridimensional de agregado amildide 3. Podemos ver o protofilamento ao longo do eixo maior da fibrilhas

Contudo, estes agregados amildides podem fazer parte da fungao de certos
organismos. Por exemplo, as fibrilhas formadas a partir da proteina curlina que sao usadas
pela Echerichia coli para mediar a ligagio as proteinas do hospedeiro’; uma classe de proteina,
a chaplina da bactéria Streptomyces coelicolor identificada nas hifas, forma fibrilhas amiloides
que contribuem para o desenvolvimento aéreo.?

Para além das fibrilhas amiloides, as proteinas podem formar outro tipo de agregados,
tais como os oligdmeros sollveis e os agregados amorfos. Agregados amorfos sao formados
mais rapidamente do que as fibrilhas. Para a sua formagao nao é necessiaria uma
conformagao especifica. Muitas proteinas parcialmente desdobradas e destabilizadas formam
agregados amorfos apos precipitagao. Pelo contrario, a fibrilagao € um processo mais
complexo. A via de agregagao da proteina vai ser determinada pela sequéncia de

aminodcidos e pelas condi¢des externas a que a proteina esta sujeita.’

10
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2. O dobramento das proteinas (protein folding)

Dependendo da proteina, o dobramento pode dar-se em diferentes fases: antes de a
sintese estar completa, quando a proteina ainda esta ligada ao ribossoma; apos a libertagao
do ribossoma (no citoplasma); ou em organelos especificos da célula (tais como a
mitocondria ou o reticulo endoplasmatico), apds o transporte e translocagio.'

O processo é controlado por chaperonas moleculares que aumentam a eficiéncia de
todo o processo, diminuindo a ocorréncia de mecanismos competitivos como a agregagio.''

As alteragoes na proteina sao controladas a partir da sequéncia genética. Assim,
residuos que estao afastados na estrutura primaria podem-se tornar proximos na estrutura
nativa devido as interacgoes terciarias.

As proteinas tém um nucleo hidrofobico que é estabilizado pelas cadeias laterais; as
cadeias laterais carregadas ou polares na superficie exposta interagem com as moléculas de
agua. A minimizagao do nimero de cadeias hidrofobicas expostas a agua € a principal forga
que leva a dobragem da proteina.'?

Sequéncias de aminodcidos semelhantes nao tém necessariamente que dobrar da
mesma forma. O ambiente em que a proteina esta inserida vai também influenciar o
processo; proteinas semelhantes dobram de modo diferente dependendo do local em que

sio encontradas.’
2.1 Mau-dobramento das proteinas (protein misfolding)

O mau-dobramento da proteina € um processo em que a proteina é transformada
numa estrutura diferente da nativa. Em vez disso, sio formadas interac¢oes erradas que
levam a uma conformagao com energia mais baixa, e assim termodinamicamente mais
favoravel (Fig. 2). Para que estas moléculas adquiram o estado nativo, devem primeiro

desdobrar outra vez de modo a que as interacgoes sejam desfeitas.

11
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Fig. 2 - Perfil energético do dobramento e agregacdo proteicos. Na parte azul da imagem podemos ver estruturas que
interconvertem por ligages intramoleculares. A rosa estdo destacados os intermediarios entre os agregados amorfos e as
fibrilhas amiléides, nestes as ligagoes sdo intermoleculares. A agregacdo pode ocorrer a partir do dobramento da proteina
ou por destabilizagdo do estado nativo e formagao de intermedidrios parcialmente dobrados!3

As proteinas mal dobradas nao conseguem assim atingir uma estrutura terciaria
organizada, e como resultado os grupos hidrofébicos ficam expostos ao solvente, facilitando
a agregacao. Pode também ocorrer a formacao de ligagoes atomicas entre as moléculas mal
dobradas, o que aumenta o grau de agregacio."

Proteinas que se encontrem neste estado nao tém estrutura secundaria ou terciaria

estavel, comprometendo deste modo a sua fun¢ao bioldgica. Assim, podem causar o

aparecimento de vérias doengas.'

2.2 Mecanismos de defesa celular contra proteinas mal

dobradas

A agregacio como resultado do mau dobramento das proteinas afecta a normal
funcao celular. Assim, a reparagao ou eliminagao das proteinas mal dobradas é essencial para
o normal funcionamento da célula. Os mecanismos de controlo de qualidade come¢am a
operar quando os agregados se acumulam no citosol. As vias de degradacao dos agregados
sao os proteassomas, as chaperonas moleculares e a macroautofagia.

Em células jovens e saudaveis, as proteinas danificadas sao reparadas e eliminadas por

estes sistemas de controlo. No entanto, em células que tém defeitos nestes mecanismos de
12



Formacgao de agregados amildides em doencgas neurodegenerativas

defesa ou em células envelhecidas, proteinas com defeito podem acumular-se e originar
varios problemas.'®

A reparagao de proteinas desdobradas é mediada pelas chaperonas moleculares, que
facilitam o dobramento correcto e impedem a agregacao. A eliminagao de proteinas
danificadas é feita por sistemas proteoliticos.

As chaperonas estao envolvidas na primeira linha de defesa. Estas ligam-se a zonas de
agregacao das proteinas, tais como sequéncias hidrofébicas e residuos de cisteina e alteram a
conformagao local do péptido para que o dobramento ocorra de forma correcta. Também
estabelecem interacgoes hidrofobicas com regices hidrofobicas expostas e estabilizam as
proteinas de modo a que nao ocorra agregacao irreversivel. As chaperonas podem ainda
facilitar a translocacao da proteina para sua correcta localizagao intracelular. Uma das classes
mais importantes de chaperonas, que actuam contra o mal dobramento e a agregagao, sao as
heat shock proteins (HSP)'”. As HSP exercem a sua actividade de chaperona por diferentes
mecanismos: estabilizacao de proteinas parcialmente desdobradas, desagregagcao de inclusoes
proteicas, ou direccionando as proteinas mal dobradas para degradaciao. Por exemplo, foi
demonstrado que a HST 27 previne a toxicidade induzida pela poliglutamina em modelos
celulares para a doenca de Hungtinton. Isto ocorre porque a HST 27 diminui o stress
oxidativo, causado pela expressao da proteina mutante.

Caso as chaperonas moleculares falhem o correcto dobramento, a linha de defesa
seguinte é a proteccao das células contra as proteinas mal dobradas. As proteinas mal
dobradas sio conjugadas com a ubiquitina, sendo depois proteolisadas pelos proteassomas.’

Pensa-se que em doengas neurodegenerativas, os agregados proteicos intra- e
extracelulares acumulam-se no cérebro como resultado da diminuicio da actividade das
chaperonas moleculares e dos proteassomas.

A macroautofagia, € também um processo que contribui para a eliminagao de
proteinas mal dobradas e agregadas. A diminuicao da actividade da via da ubiquitina

proteossoma induz a compensagio da eliminagio por macroautofagia.'®
3. Agregacao proteica

A agregacao ocorre a partir de estados parcialmente dobrados da mesma proteina,
sendo que a estrutura [3 pregueada é mais importante para a agregagao do que a hélice a.
A instabilidade da proteina devida a baixa energia de transicao para a conformacao

desdobrada e para intermediarios parcialmente dobrados, que escapam aos sistemas de
13
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controlo das proteinas, ¢ uma condigdo necessaria para que possa ocorrer a agregagio.' O
processo ¢ iniciado pela mudanga para um estado desdobrado com propensao para formar
estrutura [3, ocorrendo em seguida a formagio de oligdmeros.

A capacidade de agregagao das proteinas sugere que este é um processo frequente in
vivo, e que uma das fungoes das chaperonas moleculares e do complexo ubiquitina-
proteassoma pode ser voltar a dobrar ou eliminar as proteinas mal dobradas."”

Num estudo, foram criados anticorpos contra os agregados pré-fibrilhares do
péptido AB. Observou-se que estes anticorpos eram capazes de reagir também com
agregados pré-fibilhares de outro tipo de péptidos, mas nao com agregados de fibrilhas
amildides maduras. A partir deste resultado pdéde concluir-se que estas espécies que
antecedem as fibrilhas possuem certas caracteristicas estruturais em comum que sao

diferentes das encontradas nos agregados maduros.”

3.1 Agregacdao de proteinas globulares

As proteinas globulares devem desdobrar antes de ocorrer o processo de agregagao.
Condigoes que promovem o desdobramento proteico, tais como altas temperaturas, altas
pressoes, baixo pH ou a presenca de solventes organicos em determinadas concentragoes,
facilitam a ocorréncia de agregagio.”

A destabilizagao da estrutura nativa da proteina € um dos mecanismos primarios de
patogenicidade em doengas que envolvem proteinas que normalmente estao dobradas. Foi
também demonstrado in vitro, que existe uma relagao entre a baixa estabilidade do estado
nativo e a agregagio.”

Apesar da alteragao da conformagao das proteinas explicar a formagao de fibrilhas
amildides, existem casos em que a alteragao de conformagao nao ocorre até ao inicio da
agregacao. Um exemplo é a formagao de fibrilhas amildides pela insulina. A baixos valores de
pH, esta é antecedida por um passo de oligomerizagao em que é mantida uma estrutura alfa-
hélice semelhante a nativa, sendo que o estado de fibrilhas com cadeias beta é atingido mais
tardiamente.” De um modo semelhante, o estado nativo da variante patogénica da ataxina 3
(associada a ataxia espinocerebelar do tipo 3) nao é afectado, levando a concluir que o
desdobramento das proteinas nem sempre € necessario para a formagao de agregados
amiloides.”

Apesar das diferengas anteriormente descritas, os mecanismos de agregagao para

proteinas dobradas e para proteinas em conformagao desdobrada, apresentam também

14
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algumas semelhangas. Em ambos os casos, os polipéptidos assumem primeiro caracteristicas
mais semelhantes aos precursores do que aos agregados finais. Estes agregados
transformam-se depois em espécies que, apesar de ainda nao serem fibrilhas, tém
caracteristicas amiloides, tais como a capacidade para formar estruturas beta ou ligar os
corantes tioflavina T e vermelho do Congo.’

Um dos factores determinantes para a agregacao de uma cadeia polipeptidica
desdobrada ¢ a presenca de porg¢oes hidrofobicas. A substituicao de aminoacidos em regices
que influenciam o comportamento da molécula podem diminuir a tendéncia para agregagao
se houver diminuicio da hidrofobicidade. Pensa-se que a evolugao tenha seleccionado
proteinas em que nio ha muitos residuos hidrofébicos consecutivos.”

Uma outra propriedade que pode afectar a agregagao é carga global ou local da
proteina. O aumento da carga dificulta a agregacao. Mutagdes que dao origem a diminuicao
da carga positiva da proteina resultam na formagao mais rapida de agregados com estrutura
beta com a capacidade de ligar vermelho do congo e Tioflavina T. Mutagdes que aumentam a
carga da proteina provocam o efeito contrario. Para além disso, a agregacao pode ser
facilitada na presenca de macromoléculas com carga elevada.?

Proteinas nativas desdobradas tém menos residuos hidrofébicos e carga mais elevada
do que proteinas nativas dobradas. Estas caracteristicas permitem que as proteinas nativas
desdobradas nio formem agregados em condi¢des normais.”

Para além da hidrofobicidade e da carga a baixa propensao para formar estrutura alfa
e alta para formar estrutura beta sio factores importantes na formagao de depositos
amildides. A alternancia entre sequéncias hidrofilicas e hidrofébicas é muito mais baixa do
que o esperado, o que nos leva a concluir que essa configuragao favorece o aparecimento de

estrutura beta.?®

3.2 Factores que causam agregacao e proteinas mal

dobradas

3.2.1 Mutacao

Uma das principais causas da agregacao proteica € a ocorréncia de mutagao. Uma

proteina mal dobrada devido a mutagao tende a agregar.

15
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No caso da doencga de Parkinson, o aparecimento de corpos de Lewis é causado pela
mutagao no gene da O-sinucleina. A mutagao no gene que codifica a parkina (ligase da
ubiquitina E3) e a consequente alteragao da via da ubiquitina proteassoma pode estar
também na origem do aparecimento da doenga.

Outro exemplo é a mutagao no gene da rodopsina, que provoca retinite pigmentosa.
A rodopsina acumula-se perto dos centrossomas na forma de agregados; estas inclusdes sao
ubiquitinadas e activam chaperonas.

Mutagdes que provocam o aumento da quantidade do trinucledtido CAG,
codificando para a poliglutamina, provocam o aparecimento de diferentes doengas

neurodegenerativas, nomeadamente a doenga de Huntington.?

3.2.2 Stress nitrosativo

O stress nitrosativo deve-se ao aparecimento de radicais livres de oxido nitrico na
célula, nomeadamente na célula neuronal.

A activagao de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) provoca influxo de calcio.
Por sua vez é activada a sintase neuronal do NO. Deste modo, os receptores NMDA
influenciam o aparecimento de éxido nitrico.”

A producao de radicais livres de NO pode resultar na formagao de proteinas mal
dobradas e posterior agregacao. O NO provoca a nitrosilagio de chaperonas tais como a
proteina dissulfureto isomerase e da ubiquitina-E3-ligase como é o caso da parkina. Esta
reacgao tem como consequéncia a perda de fungao destas enzimas.

Uma vez que estas enzimas tém como fungao manter a conformagao adequada da
proteina, a nitrosilagao pode estar na origem de doengas tais como Parkinson ou

Alzheimer.*°

3.2.3 Modificacdes pos-traducionais

A proteina tau sofre modificagdes pos-traducionais e agrega em doencgas designadas
taupatias, como é o caso da doenca de Alzheimer. Entre as varias modificagoes possiveis
estao a fosforilagao, glicosilagao, ubiquitinagao, glicagao, poliaminagao, nitragao e proteolise.
A fosforilagao e a glicosilagao sao necessarias a patogénese da doenga de Alzheimer. As
outras reacgoes representam tentativas dos neuronios para remover células danificadas, mal

dobradas e agregadas.’
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A proteina precursora amildide 3 (PPAB) é importante nos estadios iniciais da
agregacao na doenga de Alzheimer. A alteragao pos-traducional da proteina precursora
amiléide por glicosilagio é crucial para o processamento.”

Outra alteragao importante é a glicagdo, em que os agUcares sao reduzidos pelos
aminoacidos lisina e arginina das proteinas. A glicagao altera a conformagao da proteina. Por
exemplo, a glicagdo pode originar a estrutura 3 seguindo-se a agregacao. A reacgao comega
com a formacao de uma base de Schiff entre um aglcar na sua conformacao de cadeira
aberta e um grupo amina de uma proteina, culminando com a formagao de produtos de

glicacio avancada.”
3.3 Mecanismos de agregacao proteica

Existem dois mecanismos que podem explicar a agregacao de proteinas: mecanismo

de crescimento nucleado e o mecanismo de polimerizagao linear.

3.3.1 Mecanismo de crescimento nucleado

Lag Phase Elongation Plateau
(Nucleation) Phase

f‘@
f
f
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Fig. 3 - Esquema representativo do mecanismo de crescimento nucleado. Inicialmente ha uma fase lenta em que proteinas
na sua conformagio nativa desdobrada (A) formam estrutura 3 (B) que agrega para formar o nicleo (C) e as protofibrilhas
(D).Seguidamente, na fase de crescimento (fase mais curta) os monémeros e oligdmeros associam-se ao nicleo para formar
as fibrilhas maduras na fase plateau (E).3
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O tempo de conversao da proteina para a forma fibrilhar inclui uma fase de laténcia
(lag phase) em que o nicleo é formado, e uma fase de crescimento rapido em que
monomeros ou oligbmeros se associam ao nucleo (Fig. 3).

Inicialmente, ocorrem equilibrios nao favoraveis que fazem com que seja dificil a
polimerizagao. Nesta fase ha uma barreira energética que é necessario ultrapassar para
iniciar a polimerizacao (lag phase). Quando a energia livre esta no maximo, o crescimento
fica termodinamicamente favorecido. Neste ponto esta formado o nucleo e comega a
reaccao de polimerizagao.

Na fase de nucleagao a constante de dissociagao € maior do que a de associagao.
Uma vez formado o nucleo, o pico de energia livre faz com que haja inversao do processo, a
constante de associagao torna-se maior do que a de dissociagao. Assim, o nucleo representa
o mais pequeno agregado em que a constante de associagao € maior do que a constante de
dissociacio.”

A duragao da fase lenta (nucleagao) pode ser descrita através de uma fungao t*e varia
com a inclinagao da curva de energia (antes do ponto maximo) e a concentracao de proteina
aumentando com a primeira e diminuindo com a ultima. Assim, a uma concentragao de
proteina suficientemente baixa nao havera formagao de polimero. A esta concentragao da-se
o nome de concentracao critica. No entanto, em muitos casos, a cinética da reaccao de
agregacao através deste mecanismo é pouco influenciada pela concentragao da proteina, o
que permite concluir que nestas situagoes o nucleo é de pequenas dimensoes.

Para algumas proteinas, pode ocorrer nucleacio secundaria, isto é, nucleagio na
superficie de fibrilhas ja existentes e em impurezas exdgenas. No caso da formagao de
fibrilhas a partir da proteina amildide {3, é aceite que acima da concentragio critica o péptido
forma micelas que vao dar origem ao nucleo. Abaixo da concentragiao critica, ocorre
nucleagdo em impurezas exdgenas.*

A adicao de fibrilhas pré-formadas (seeding) a uma amostra de proteinas em
condi¢oes de agregagao faz com que a lag phase seja mais curta ou eliminada. Este efeito
pode também ser provocado por alteragao nas condigoes experimentais ou pela indugao de
mutagoes. Neste caso, a nucleagao nao é limitante do processo de agregacao. Contudo, a
auséncia de lag phase nem sempre implica que o mecanismo de crescimento do nucleo nao
esta presente, mas apenas que o crescimento das fibras é lento em comparagao com o passo

de nucleacio.”
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A eficiéncia de fibrilhas pré-formadas para promogao da agregagao (seeding) é
dependente da semelhanga entre sequéncias. Deste modo, a baixa semelhanga na sequéncia

pode ser importante na protecgio das proteinas contra a agregagao.”

3.3.2 Polimerizacao linear

Num processo de polimerizagao linear nao ha fases de nucleagao e polimerizagao
separadas. A polimerizagao pode comegar a partir de qualquer espécie monomérica. Cada
passo de associacao envolve uma ligagao semelhante, e deste modo as constantes de
associagao sao independentes do tamanho do polimero. Assim o mecanismo de
polimerizagao linear é semelhante a fase de crescimento do mecanismo de polimerizagao
dependente de nucleagao.

Neste tipo de mecanismo nao ha uma fase lenta e a velocidade de associagao é maior
no inicio em que a concentragao de monomeros € maior e decresce a medida que a reacgao

prossegue para o equilibrio. Nao existe nenhum limite de concentragio critica. *

3.4 Intermediarios que intervém na formacao de fibrilhas

N
Partially Folded or Amyloid Fibrils b
Misfolded Conformers @ 3 : )
% Native Fold Annular Aggregates % S . 320 /
bl ? f \'\"\'}f}f?)”d v
:{“ \) \) 3 N Y, .}%
|gom rs kol ¢ ‘ ADRAIBT
/ \\‘ S v‘f\/‘/‘f\‘ ':‘i,éfr, )«Q}\N ) )
< : S "o, ha ]

Free Energy

\)
LT :}

W\
Protofibrils U
Amyloid plaque, Inclusion, etc.

Fig. 4 - A formagido de fibrilhas amildides maduras é precedida pelo aparecimento de intermediarios heterogéneos. Entre
estes incluem-se as protofibrilhas e os oligdmeros. Existem ainda espécies intermediarias que nao estio na via de formagao
de agregados como os agregados anulares.40

Configurations

3.4.1 Protofibrilhas

As protofibrilhas (Fig. 4) sdo estruturalmente semelhantes as fibrilhas maduras. No

entanto, nao tém a mesma estrutura ordenada nem a sua simetria. Para além disso sao mais
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curtas e tém menor didmetro. Podem ser distinguidas dos oligobmeros pela sua forma
alongada e linear.

Um dos casos mais estudados é a formagio de agregados amildides pelo péptido A3
que esta implicado na patogénese da doenca de Alzheimer. Antes da formagao do péptido
AP ocorre formagio de espécies nao fibrilhares, as protofibrilhas.

Observam-se estruturas analogas para outros péptidos amiloidogénicos como a alfa-
sinucleina, amilina, cadeia leve das imunoglobulinas, transtirretina ou beta-2 microglubina
Estas espécies contem cadeias beta e possuem a capacidade de ligar os corantes tioflavina T

e vermelho do Congo.”!
3.4.2 Agregados anulares

Estes agregados tem forma de anel e um canal central que contém agua. Pela sua
semelhanga com toxinas formadoras de poros, pensa-se que podem ter a capacidade de
interferir com a integridade da membrana. A sua formagao pode ocorrer a partir do péptido

AB ou a-sinucleina entre outros péptidos.*
3.4.3 Oligobmeros

Os oligdmeros siao espécies esféricas. Geralmente sio considerados pequenos
agregados, devido aos dados da solubilidade em condi¢oes de centrifugacao. No entanto,
sabe-se através de outras técnicas que nestes oligdmeros ocorre extensao lateral, e assim

dio origem a oligdmeros de alto peso molecular.”

3.5 Heterogeneidade das fibrilhas amiléides

Uma proteina pode dar origem a fibrilhas amildides muito diferentes como resultado
da alteragao da sequéncia de aminoacidos, alteragao das condigoes de agregacao, ou mesmo
mantendo-se as mesmas condigoes de agregacao. Foi observado em determinadas variantes,
diferengas no numero de protofilamentos, bem como na sua estrutura. Por exemplo, a
proteina B, microglobulina forma fibrilhas com trés tipos de morfologia dependendo do

nimero de protofilamentos e na sua orientagio.*

20



Formacgao de agregados amildides em doencgas neurodegenerativas

O facto de protofilamentos com caracteristicas semelhantes estarem dispostos de
modo diferente, pode dar origem a fibras amiloides diferentes para a mesma proteina. No
entanto, foi também observado polimorfismo devido a diferentes estruturas moleculares. No
caso da proteina amildide [3, apés comparagao espectral de dois polimorfos, formados em
diferentes condicoes de agregacao, concluiu-se que havia diferencas na sua estrutura
molecular.

A heterogeneidade das fibrilhas amildides pode ser originada a partir de alteragoes
internas na estrutura [3. Estas variagdes, podem ocorrer na natureza das folhas 3, no nimero
de residuos das cadeias [3, ou no espagcamento entre as folhas 3. A presenca ou auséncia de
ligagdes dissulfureto pode alterar a morfologia das fibrilhas por alterar a estrutura . As
alteragdes na estrutura podem residir na orientagao das cadeias (paralela ou antiparalela),
orientagio das folhas (paralela ou antiparalela) e empacotamento das folhas.*

A proteina contém varios segmentos que podem formar fibrilhas amiloides de
diferente estrutura. Diferentes combinagoes desses segmentos contribuem também para o
polimorfismo das fibrilhas amildides. As condicoes de agregagao também provocam a
utilizagao preferencial de determinados segmentos proteicos em detrimento de outros,

influenciando também a variabilidade.”

3.6 Toxicidade dos agregados pré-fibrilares

A presenca de depdsitos organizados e estaveis nos orgaos de pacientes que sofrem
de patologias em que ocorre deposi¢ao de proteinas, levou ao pressuposto de que estes
agregados sao os agentes causadores de doenca. No caso da doenga de Alzheimer, por
exemplo, descobriu-se que as fibrilhas formadas a partir do péptido AP sido toxicas para as
células neuronais em cultura, causando despolarizagao da membrana e alterando a frequéncia
de potenciais de ac¢dao.* Para além disso, foi demonstrado que a injeccao destas fibrilhas no
cortex cerebral de macacos causa perda neuronal e activagao microglial.

Recentemente chegou-se a conclusio de que as espécies precursoras das fibrilhas
amildides deverao ser as principais responsaveis pela patogenicidade, sobretudo no que diz
respeito a doencas neuroldgicas.* Murganhos transgénicos comecam a ter défices cognitivos,
na fungao celular e na transmissao sinaptica antes de ocorrer acumulagao de placas
amildides. A injeccdo de anticorpos anti A nao reduz os depdsitos amildides de murganhos

transgénicos, mas reverte a perda de memoria.*
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A doenca de Parkinson esta associada a formagao de agregados intracelulares,
nomeadamente corpos de Lewis nos neurénios dopaminérgicos da substancia nigra. Também
nesta doenga se verificou a toxicidade aumentada de espécies precursoras dos agregados
fibrilhares. Os neurdnios dopaminérgicos que sobrevivem, contendo corpos de Lewis ou
nao, tém a mesma viabilidade. Para além disso, mutagoes associadas a parkinsonismo juvenil
ou Parkinson de inicio precoce, provocam degeneragao neuronal antes de haver a formagao
de agregados. Em murganhos transgénicos, por exemplo nao ha uma relagao directa entre a
presenca de agregados de a-sinucleina e a perda de fungao neuronal. No entanto, a presenga
de depositos nao fibrilares em varias regices do cérebro leva a deficiéncias motoras e perda
de neurénios dopaminérgicos.”’

Apos investigagao em proteinas amiloidogénicas nao relacionadas com doenga, como
por exemplo em lisozima de cavalo ou o dominio N-terminal da HypF da E. coli, observou-se
que as espécies pré-fibrilhares eram muito toxicas para neuronios e fibroblastos em cultura.
O mesmo nao se verificava com espécies com comportamento amildide e com monomeros
no estado nativo, que tinham baixa toxicidade.*

A conversao de uma proteina na sua forma soluvel para formas oligoméricas vai fazer
com que haja formagao de espécies nao nativas. Estas espécies mal dobradas sao toxicas,
uma vez que contém grupos que normalmente estao contidos nas proteinas globulares ou
dispersos em proteinas desdobradas. Agregados mais pequenos tém maior propor¢ao de
residuos a superficie do que agregados maiores, como os amildides, e assim tém maior
toxicidade. A interaccao destes agregados com componentes celulares, tais como
membranas, metabolitos, proteinas e outras macromoléculas pode ser prejudicial ao normal

funcionamento dos processos bioquimicos podendo em ultimo caso levar a morte celular.”

4. Métodos para caracterizacao de intermediarios e

agregados amiloides

Na detecgao e caracterizagao da estrutura e evolugao dos agregados amildides e seus
intermediarios, utiliza-se uma grande diversidade de metodologias experimentais. Nesta
breve secgao, procede-se a enumeragao, descricao do fundamento e utilidade destas

técnicas no contexto geral do tema.
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4.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de estado sélido

A determinagao estrutural por RMN é baseada nas propriedades magnéticas dos
nucleos que constituem os atomos numa molécula ou macromolécula.

O processo consiste em colocar atomos com spin diferente de 0 num campo
magnético e submeter a radiagao na gama das radiofrequéncias. Os nucleos que dao mais
informacio sio os que tém spin 1/2 (como por exemplo 'H, C, "N, "F e *'P). Os
resultados obtidos a partir desta técnica podem ser utilizados para a determinagao de
estruturas tridimensionais.

Esta técnica é utilizada em sistema moleculares insoltveis e nao cristalinos no estado
solido. E o principal procedimento utilizado para obter informagio estrutural de alta

resolucio das fibrilhas amiloides. *°
4.2 Cristalografia de raios-X

Esta técnica examina estruturas atémicas, utilizando padroes de difraccao de raios-X
direccionados a um cristal em que as moléculas existem em unidades repetitivas altamente
ordenadas. Permite obter modelos tridimensionais para moléculas ou macromoléculas.

O passo critico deste processo € obter um cristal com grande qualidade de difracgao,
o que muitas vezes é dificil devido a flexibilidade estrutural das macromoléculas.

A cristalografia de raios-x tem sido utilizada para a determinagdo da estrutura de

proteinas amiloidogénicas que na sua forma nativa estao dobradas e estaveis.”
4.3 Ressonancia de spin electronico (RSE)

A partir de RSE é possivel caracterizar estados de energia de um sistema com
electroes desemparelhados a partir da aplicagao de um campo magnético externo. Os seus
principios sao semelhantes a RMN de estado sélido. No entanto RMN mede sinais spin de
nucleos de atomos, enquanto RSE mede spin electronico.

RSE é actualmente aplicada para estudar a estrutura de péptidos e proteinas

nomeadamente a orientagio molecular e a interac¢io com ligandos.*
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4.4 Microscopia electronica (ME)

A microscopia electronica permite perceber a estrutura e fungao de organelos e
macromoléculas. Revela-se Gtil no estudo da estrutura e morfologia de entidades
moleculares envolvidas na patogénese de doencas de mau-dobramento proteico. Permite

resolucio entre o Angstrom e as dezenas de nanémetros.*

4.5 Espectroscopias opticas

Os métodos de espectroscopia optica sao utilizados para caracterizagao estrutural e
andlises biofisicas de proteinas amiloides. Sao adequados para proteinas in vitro em que as
condigoes sao mais simples do que as condi¢oes in vivo. Os dados obtidos sao como uma
" TS C " . . .

impressao digital”’, sendo possivel identificar proteinas amiloides especificas ou estruturas

particulares destas proteinas.
4.5.1 Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular mede a absorvancia diferencial entre duas rotacdes da luz
circularmente polarizada por um centro quiral. O espectro entre 180-250 nm de péptidos e
proteinas reflecte a estrutura secundaria. O espectro entre 250-350 nm da conta da
contribuicao das cadeias aromaticas laterais e pontes dissulfureto, e informagao acerca da
estrutura polipeptidica terciaria.

A agregacao de proteinas em protofibrilhas e fibrilhas é acompanhada pela formacao
de estrutura f. Esta transformagao pode ser acompanhada pela absorgao entre 215-218 nm.
Assim, este tipo de espectroscopia pode ser utilizada para caracterizar as espécies amiloides,

bem como obter informagoes acerca da cinética de transigao para o estado agregado.
4.5.2 Espectroscopia de infra-vermelho

E uma técnica complementar ao DC. E capaz de fornecer dados quantitativos dos
elementos que constituem a estrutura secundaria.
A banda de absor¢io forte entre 1600-1700 cm™ é identificativa da vibragio da

ligagao C=0O na cadeia polipeptidica. A vibragao das ligagoes C-N e N-H da origem a bandas
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a 1550 cm” e 1250 cm”, respectivamente. Para identificagio de regides da proteina
amiloidogénica as bandas de interesse sao 1626 cm™ e 1632 cm™' para estrutura B paralela e

1690 cm™' para estrutura B antiparalela. A estrutura de hélice a tem trés bandas a 1654 cm™,

1644 cm™ e 1662 cm™.>°
4.5.3 Fluorescéncia

A fluorescéncia de residuos aromaticos tais como triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e
fenilalanina (Phe) pode ser utilizada para estudar o dobramento proteico. Trp tem maior
rendimento quantico e a sua emissao € altamente sensivel ao ambiente molecular. Assim é o
residuo que nos pode dar mais informagao. Tyr tem emissao mais fraca do que Trp, no
entanto pode ser util devido a sua abundancia relativa na natureza. Phe é o fluoréforo mais
fraco entre os trés e a sua fluorescéncia apenas é observada quando nao estao presentes

Trp e Tyr.”®
4.5.4 Métodos de coloracao

As sondas de tioflavina t e vermelho do congo tém a capacidade de se ligar as
fibrilhas amiloides produzindo alteragoes espectrais caracteristicas.

O vermelho do congo colora os agregados amildides de vermelho como resultado da
alteragao do maximo de absor¢ao de 490 para 540 nm.

A tioflavina t quando nao ligada absorve a 342 nm e emite a 430 nm. Quando ligada a

agregados amilbides estes valores alteram-se para 444 e 482 nm respectivamente.>
5. Comentarios finais e perspectivas terapéuticas

Nos udltimos anos tém sido feitos progressos no que diz respeito ao mecanismo de
agregacao de proteinas amiloidogénicas e como este se relaciona com a progressao das
doengas a elas associadas.

Ha muito conhecimento relativamente a via de dobramento das proteinas mais
simples, proveniente da conjugacio de informacao diversa obtida usando técnicas

experimentais sofisticadas. Em particular, é ja possivel promover o dobramento de proteinas
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mais pequenas. No entanto, é ainda dificil perceber bem esta questao em proteinas mais
complexas.

Algumas das questoes a ser estudadas futuramente deverao ser:

-A estrutura das protofibrilhas e dos agregados que precedem as fibras amiloides;

-Estabelecer a relagao entre os principios da agregagao proteica e as condigoes de
agregacao na célula;

-Estudar melhor a interacgao das fibrilhas amiléides com estruturas celulares para
que se possam desenvolver novas estratégias terapeuticas.’

Com base no estado actual do conhecimento, consideram-se varias hipoteses

terapéuticas para as amiloidoses.

5.1 Terapéuticas quimicas

Uma das estratégias mais promissoras baseia-se na estabilizagao do estado soluvel da
proteina, diminuindo assim a velocidade a que ocorre a conversiao para o estado amiloide.
Estudos deste tipo foram feitos com a transtirretina (TTR). TTR é um tetramero que
transporta a proteina que liga o retinol e hormonas da tirdide, tais como a tiroxina. A
mutagao no gene deste tetramero leva a deposicao de fibrilhas amildides no coragao e
nervos periféricos. O uso de ligandos especificos para TTR impede a formacao de fibrilhas
amildides.”' Uma estratégia analoga pode ser utilizada em proteinas que tenham uma
conformacao nativa estavel.

Uma segunda alternativa é a pesquisa de pequenas moléculas que possam inibir a
formacao de fibrilhas e oligobmeros. Algumas investigagoes ja referiram varios compostos
com essa capacidade, no entanto ainda nao foram desenvolvidos compostos com eficacia
terapéutica.”

Outra possibilidade é “desenhar” moléculas com a capacidade de interromper o
crescimento das fibrilhas amiloides. As cadeias B crescem pela adicio de novas porgoes
amildides. Se conseguirmos adicionar um péptido a extremidade que nao ligue mais nenhuma
molécula amildide, o crescimento das fibras é interrompido.53 Por exemplo, o N-terminal da
proteina basica mielina foi capaz de inibir o crescimento da fibra AB.>*

Um outro processo € uma variante do anterior. Consiste em desenvolver uma
estrutura para bloquear a extremidade da fibra amiléide. Sabendo a estrutura atémica de
“ziperes estereoquimicos” (steric zippers) da proteina Tau desenvolveu-se um péptido que

funcionou como uma “capa molecular” e impediu a agregacio.”
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5.2 Terapéuticas biolégicas

A formagao amildide depende da concentragao das proteinas que dao origem aos
agregados. Assim a inibicao dos seus precursores pode ser uma boa estratégia terapéutica. A
supressao do processo inflamatério que conduz a produgao exagerada da proteina A
amildide sérica é uma opgao terapéutica para a AA amiloidose; a eliminagao dos clones das
células B que produzem as cadeias leves de imunoglobulina poderia ser uma possibilidade
para a terapia da AL amiloidose.”® Pelo facto de haver variabilidade genética, a produgao de
proteinas amiloidogénicas pode ser maior que o normal, aumentando também o risco de
doenca. O controlo dessa expressio pode ser a solugio para muitas doengas.>’

Algumas proteinas amiloides derivam de outras entidades proteicas maiores, que
necessitam de ser clivadas. Um exemplo é a PPAB que necessita de ser clivada pela 3
secretase e pela Ysecretase para que seja libertado o péptido APB. Inibidores das secretases
estao em ensaios clinicos. No entanto precisam de ser melhorados para que nao haja efeitos
lateiras como por exemplo a clivagem de outros substratos.*®

O facto de a vacinagao em murganhos transgénicos PPAP reduzir a amiloidose, fez
com que se desenvolvessem técnicas baseadas em anticorpos para a doencga de Alzheimer.*
Ensaios em humanos mostraram uma redugao de AP no cérebro. Contudo, a falta de
melhorias cognitivas e o aparecimento de efeitos laterais faz com que seja necessario
direccionar os préximos estudos para a prevencao ao invés do tratamento no que diz
respeito a esta técnica.”* Também j& foram feitas imunizagdes em murganhos para outras

proteinas como a proteina Tau e o-sinucleina.®'
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