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I'Dd“ff 101 *‘mft‘f’} r{,-“'-cf-'ft En un estudio previo se observd por microscopia de fuerza atdmica que en la estructura
La proteina beta amiloide {AB), involucrada en la enfermedad de Alzheimer, ' #;J‘W:}q";: g = de FA existen i"'l‘-‘E'l"ﬂl'i‘-"ﬁdE'S_ periodicas Cﬂdﬁ ~100 nm*, En otro estudio se observi que
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toxicos(AT), como protofibrillas, amiloesferoides o fibras amiloides (FA), que % interaccionan con FA y se alojan en su estructura manteniendo distancias cercanas a los
tienen un efecto neurodegenerativo’. Para conocer a fondo la estructura de estos d ;‘% wo nm® Esto indicaria que con esa periodicidad se exponen grupos que permiten la
agregados y el proceso de agregacion, diferentes autores han estudiado y postulade ® . interaccion de FA con dicho péptido como son los residuos hidrofobicos L, Fy F.

El objetivo del presente trabajo es determinar a través del modo espectroscopia de
_ fuerza de un microscopio de fuerza atomica, si existen zonas de los AT adsorbidos sobre
AB,.. ocultan del agua los residuos hidrofdbicos de la cadena desde el aminodcido 29 . grafito  pirolitico  altamente orientade (HOPG) gque  interaccionen
al 42. Un modelo sugiere que la disposicion entre mondmeros es paralela® y otro ra—?'-ffp:‘ii@y_‘ preferencialmente con el péptido CLPFFD. Esta aproximacion pondria en evidencia la
sugiere que es antiparalela® {Figura 1). tg"‘ presencia de dominios estructurales en los AT lo que daria luz acerca de la estructura

molecular de dichos agregados.
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Desarrollo Experi mental Durante la FV, la punta recogié informacion de la magnitud de la

interaccion entre la punta funcionalizada y la superficie de HOPG con FA
adsorbidas. Se eligieron zonas de 3 pm divididas en 64 pixeles. Cada pixel
representd un promedio de 64 curvas de fuerza de interaccion y evalud
zonas de 47 nm?, (Figura 4)

modelos estructurales de la disposicion de los mondmeros de AP en los AT. Los
modelos mds actuales sugieren que en las estructuras fibrilares los mondmeros de

Funcionalizacion de sonda para microscopia de fuerza
Para estudiar la interaccidn del péptide CLPFFD con los AT de Af se
funcienalizé una sonda de oo Veeoo TRicoPE de radio mominal 15 nm. S
introdujo a una chmara de baja presidn (ofmbar) por 30 5 que hace pasar una
corriente de plasma a alta velocidad que retind 2nm de la superficie metilica de
la sondalz nm), La funcienalizacién con ¢l péptido CLPFFD se realizd por el
meétado de Langmiir-Blodgett empleando una solucidn del péptide CLPFFD a
una concentracion de o M con lo que se formd una meno-capa adsorbida en
La superficie del oro?.

Preparacion de FA pequenas y adsorcion sobre HOPG

Fig. ¢ fmagen T

Los AT se obtienen a partir de o.05 mg de AR lisfilizado (r-Pepride). Esta Ii;.'.:-l-:... .2 .I.lr-.l
cantidad se resuspende en MaOH 1 mM, luego se agrega NaOH 10 mM hasta pH Eacada v i
Esidnes f

7. La agregacion se inicid usando tampon fosfato 20 mM {pH=7.4) hasta una
concentracion de .ﬂ.ﬂl o 1003 A, El |_1¢'ri|:|-e||| di= incubacion de ."'.l'!I . para ohtener
FA es de 20 horas a 23 "C. Los AT obtenidos fueron adsorbidos sebre una
superficie de HOPG que tiene gran afinidad por estructuras de AR por su
cardcter hidrofdbica®.
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Espectroscopia de fuerza para evaluar la interaccion de
Observacion por microscopia de fuerza atomica (AFM) CLPFFD con FA

Las imdgenes s¢ obtuvieron en medio acuoso (tampdn fosfato 5 mM pH=7.4) ¢n Las curvas de interaccion entre oro-CLPFFD v las FA adsorbidas a HOPG
una celda de luido cerrada herméticamente con un l:-?-rlrr\y, en la e S pmsentamn I-U'Eur?as de adheslﬂn H nN “‘tgllfﬂ. 5} l’r n]al’rﬂrltarlan'lente dE
encuentra la punta en contacto con la superficie del HOPG. Se analizaron las FA contacto duro o nN (Figura 6). Esta condicidn se repiti en las curvas de
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fluidos (fluid tepping) de un micrescopio de fucrza atdmica MultiMode =
cornbrodlado por el programa Manoscope [Ha 5.3003.8r3 [rju'g.im.l Insfruments, ::ﬁl‘l-:—:-r,::::?::-::l‘.: CLPFFD Y HOPG presentarcn fuerzas de adhesion < L.5% ni ‘.FIEUI'E-B}- Las

Santa Barbara, CA), equipado con un esciner E, | o PF (Figura 2). Otra PE e gue seobsernan CUTVAS representadas en las figuras 7 v 8 se adquirieron utilizando sondas
observacion realizada por nuestro equipe de trabajo en las superficies de HOPG e Novascan PT-GS-AU de oro, con una microesfera en su extremo de 2.5 pm de
con FA adsorbidas a través del modo contacte intermitente en fluido es un : ' radio nominal, ¥ que se conjugaron a CLPFFD con la misma técnica, Los
mmpl.l:rr!_r-l:cuhr-imin.*nlu con AT que forman una capa rugosa diferente a la de valores de fuerza de adhesion (F,) se utilizaron para caleular la energia de
CELOC a2 ) adhesion (ys, ) entre CLPFFD y FA adsorbidas a HOPG, resultando energias
de adhesion no superiores a 56.6 pJ/m?® que se indican en la tablaa.

Espectroscopia de fuerza en volumen para el

reconocimiento de dominios en las FA
Para obtener informacidn detallada de los dominios estructurales de los AT de . rd
AR, L st usd la funcidn de espectroscopia de fuerza en volumen (FV) del -
AFM en iguales condiciones. (Figura 3)
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Observacion de las puntas funcionalizadas por microscopia de barrido (SEM)
Las sondas de oro funcionalizadas con CLPFFD utilizadas en FV contra HOPG con FA adsorbidas
presentaron agregados moleculares, los que no han sido observados en sondas utilizadas sin funcionalizar,

a través de SEM (Figura g)

Fig, 3: Esquerma dlel funcicnamirnio del exprrimmice of
rakradcapio de fierra Sden g

Discusion, Conclusiones y Perspectivas

* Las FA son adsorbidas en el grafito por interacciones hidrofdbicas. Las FA que mantienen una periodicidad cada 100 nm presentan una topografia compatible con los modelos actuales de su estructura
molecular que indican que estas FA adoptan conformaciones helicoidales para ocultar del agua sus dominios hidrofébicos, resultando estructuras como las observadas por AFM.

* En los experimentos de FV se encontrd que no existe una correlacion entre la imagen de altura durante la FV y la imagen de FV que indique algan tipo de patrdn de interaccidon cada oo nm entre la
punta con CLPFFD y las FA adsorbidas al HOPG. Para obtener una informacion acabada de la periodicidad de FA es necesaria una FV con mayor resolucion, lo que no es factible en el tiempo dptimo en
que se ejecuta este experimento.

* La fuerza de adhesion entre la sonda con microesfera y la superficie de HOPG es aproximadamente igual a o, por lo tanto todas las adhesiones observadas corresponden a interacciones entre el
CLPFFD y el HOPG o entre el CLPFFD y FA. La interaccion hidroldbica entre el CLPFFD y la 5up::rﬁri:: del HOPG es <0.085 p)/m?. Esta, es menor que las interacciones hidrofdbicas tipicas que oscilan
en sop)/m* ¥, Las interacciones entre CLPFFD y FA que recubren el HOPG oscilan entre o y o-56.6 pj/m?. Estas observaciones indican que la interaccidn hidrofdbica es baja o no esta presente, lo que
puede ser explicado por los modelos de estructura helicoidal de FA'™ y por la gran adsorcion de éstas sobre el HOPG a través de interacciones hidrofdbicas. De esta manera, al estar las FA adsorbidas
sobre la superficie de HOPG no se exponen los sitios hidrofdbicos, lo que impide la interaccidon con CLPFFD,

« Es importante destacar que el péptido CLPFFD in volumen se une a las FA produciendo incluso hasta la desagregacidn'®, Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian que es muy
diferente la situacion de una FA adsorbida sobre una superficie, respecto de lo que sucede in volumen. Tal vez, la situacion in situ es mas parecida a la condicion patolégica, en la cual los AT se
encuentran formando placas amiloides. Estos resultados indicarian que para el disefio de nuevos inhibidores de la agregacidon o desagregantes de A mads efectivos desde un punto de vista terapéutico,
seria de gran importancia considerar sus interacciones in situ,

* Una de las direcciones de esta investigacion es realizar experimentos para determinar in situ e in volumen si existe efecto diferencial del péptide LPFFD en diferentes zonas de los AT de ﬁﬂﬁ,u_ a travis
de microscopia de efecto fuerza en fluido. Actualmente, se estan llevando a cabo experimentos con conjugados AuNP-CLPFFD que servirdn para la visualizacion de dichas zonas.
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