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RESUMEN

La amiloidosis de cadenas ligeras, o amiloidosis AL, se caracteriza por el depdsito extracelular
de dominios variables de cadenas ligeras monoclonales en la forma de fibras amiloides
insolubles. Las cadenas codificadas por el segmento génico 6a, inico miembro del subgrupo A6,
estan asociadas fuertemente con la acumulacion amiloide in vivo. EI dominio variable 6aJL2 es
una proteina recombinante modelo, construida a partir de la secuencia de la linea germinal de los
segmentos génicos 6a y jl2. Presenta el plegamiento caracteristico de las inmunoglobulinas, el
sdndwich B formado por dos hojas 3 antiparalelas.

El propdsito de este trabajo fue caracterizar los cambios conformacionales que sufre
6aJL2 al variar el pH.

Se encontrd que 6aJL2 tiene una mayor estabilidad a valores de pH entre 3.5 y 4.5, que
son cercanos a su punto isoeléctrico. Nuestros resultados muestran la existencia de dos conjuntos
de conférmeros de 6aJL2, uno a valores de pH por debajo de su punto isoeléctrico (pH < 4.5) y
otro por encima de éste (pH entre 4.5 y 8.0); ambos mantienen la integridad de la estructura de
las hojas p antiparalelas. A valores de pH < 4.5, el conjunto de conférmeros alcanza rdpidamente
(cinco minutos) el estado de equilibrio, sus espectros de fluorescencia intrinseca presentan un
poco de dispersion al inicio, tienen una ligera union a ANS y sus espectros de DC en el UV
lejano sélo presentan un minimo definido a 217 nm. A pH > 5.0, el conjunto de conférmeros
alcanza un primer equilibrio rapido a los 5 minutos de incubacion pero sufre una
desestabilizacion a escalas temporales mayores (24 horas), sus espectros de fluorescencia no
presentan dispersion, su union a ANS es despreciable y los espectros de DC en el UV lejano

presentan ademas un hombro a 230 nm.

Por otra parte, en general, se ha encontrado que la propensién a la formacion de fibras
amiloides esta relacionada con la disminucion en la estabilidad termodinamica; en el caso de
6aJL2, al variar el pH no se encontrd una correlacion entre el valor AG con la velocidad de

extension fibrilar o con el tiempo de retardo en la formacion de fibras al variar el pH. Nuestros



resultados sugieren que en condiciones fisiolégicas, la forma precursora tiene caracteristicas

estructurales cercanas al estado nativo.



ABREVIATURAS

BA
ACTH
AL
ANS
CDR
CME
DC
FR
GH
GuHCI
IF
LCDD
SDS
ThT
Vi

péptido B amiloide

hormona adenocorticotrépica

amiloidosis de cadenas ligeras

acido 8-anilino-1-naftalen-sulfénico

regiones determinantes de complementariedad
centro de masa espectral

dicroismo circular

regiones marco

hormona de crecimiento

cloruro de guanidina

intensidad de fluorescencia

enfermedad por deposicion de cadenas ligeras
dodecil sulfato de sodio

Tioflavina T

domino variable de la cadena ligera



. INTRODUCCION

A) Marco conceptual: plegamiento de proteinas

La mayoria de las funciones bioldgicas son llevadas a cabo, a nivel molecular, por proteinas.
Dentro o fuera de la célula, las proteinas pueden tener un papel estructural, catalizar reacciones
quimicas, participar en la sefializacion intra e intercelular o cumplir funciones efectoras

altamente especializadas como los anticuerpos (Alberts et al., 2002).

Para que una proteina sea biolégicamente activa, debe adoptar una estructura
tridimensional especifica, conocida como estructura nativa, la cual adquiere por medio del
proceso de plegamiento (Dill et al., 2008; Maury, 2009). El hecho de que una proteina lleve a
cabo su funcion de manera adecuada depende de la formacion de la estructura correcta; incluso
en las proteinas intrinsicamente desordenadas en las que el estado plegado solo se alcanza tras la
union del ligante biologico (Fink, 2005).

Dicha estructura tridimensional se debe principalmente a la interaccién entre los grupos
funcionales de las cadenas laterales de los aminoécidos de la cadena polipeptidica, a través de
interacciones débiles no covalentes como puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals e

interacciones electrostaticas (Nelson y Cox, 2008; Dill et al., 2008).

El trabajo de Anfinsen con la ribonucleasa demostré que toda la informacion necesaria
para que una proteina adquiera espontaneamente su conformacion nativa esta contenida en su
secuencia de aminodcidos (Anfinsen, 1973). De acuerdo al principio termodinamico que él
propuso, bajo las condiciones fisicoquimicas correctas, un polipéptido alcanza su estado
bioldgicamente activo de manera espontanea al acceder a su conformacion de minima energia, la
cual esta determinada por su estructura primaria (Cooper, 1999; Dill et al., 2008; Maury, 2009).
La conformacioén nativa corresponde a uno de los miles de conférmeros posibles y se alcanza de
manera rapida. Esto sugiere que una cadena polipeptidica no se pliega por una busqueda
aleatoria del espacio conformacional, si no que mas bien sigue un camino preferencial de

conformaciones, o via de plegamiento, para alcanzar su estado nativo (Levinthal, 1968).



In vivo, el proceso de plegamiento es asistido por las chaperonas y la maquinaria de
degradacion de proteinas, las cuéles conforman un complejo de control de calidad. Como su
nombre lo indica, estos sistemas asisten y controlan el plegamiento de los polipéptidos recién
sintetizados y eliminan aquellas moléculas incapaces de plegarse correctamente o que pierden su

plegamiento nativo por alguna situacion de estrés (Maury, 2009; del Pozo-Yauner et al., 2008b).

El estado nativo es un estado conformacional compacto y estructuralmente homogéneo,
con actividad bioldgica, mientras que el estado desplegado es un ensamble de estructuras
heterogéneo. Desde el estado desplegado, las moléculas siguen diferentes vias cinéticas que
convergen en el estado nativo, el cual corresponde a un minimo de energia bien definido. Esto
implica que el estado nativo es alcanzado a través de un proceso continuo en el cual hay una
disminucion de la libertad conformacional y por lo tanto de la energia libre del polipéptido (Dill
et al., 2008; del Pozo-Yauner et al., 2008b). Se ha encontrado que los paisajes de energia para el
plegamiento de las proteinas, a pesar de ser complejos, tienen un minimo bien definido que
corresponde al estado nativo bajo condiciones fisiolégicas®. Esto sugiere que, ademas de las
secuencias protéicas, los paisajes de energia han sido seleccionados por la evolucion para que las
proteinas globulares adopten una estructura tridimensional especifica (Chiti y Dobson, 2006;
Monsellier y Chiti, 2007).

El planteamiento de la existencia de vias de plegamiento ha llevado a una busqueda para
caracterizarlas. Su estudio puede ser abordado, desde el punto de vista termodinamico,
asumiendo la existencia de un equilibrio entre diferentes estados conformacionales con

propiedades fisicoquimicas y estructurales distinguibles entre si (Dill et al., 2008).

En los ultimos diez afios se ha encontrado que el plegamiento de las proteinas pequefias
monomeéricas, de alrededor de 100 aminoacidos, se puede describir como un modelo de dos
estados, en el cual sélo los estados nativo y desplegado estan poblados significativamente
(Jackson, 1998). La interconversion entre estas dos especies es muy rapida, por lo que no es
posible detectar intermediarios estructurales (del Pozo-Yauner et al., 2008b). En esta categoria

! Més adelante veremos que existe un gran ndmero de proteinas que presentan otro minimo
caracterizado por la formacion de especies oligoméricas insolubles.



de proteinas, el ensamble desplegado y el estado nativo estdn separados por una Unica barrera

energética, conocida como el estado de transicién (del Pozo-Yauner et al., 2008b).

Por otro lado, las proteinas de mayor tamafio (oligbmeros o proteinas con varios
dominios) generalmente se pliegan por un mecanismo méas complejo en el que participa al menos
un intermediario estructural, el cual es diferenciable de los otros dos estados por sus propiedades
fisicoquimicas o estructurales. En algunos casos, se ha sugerido que los intermediarios
observados durante las reacciones de plegamiento in vitro corresponden en realidad a especies
fuera de la via de plegamiento, o a especies mal plegadas que actian como trampas cinéticas.
Estas especies pueden favorecer procesos irreversibles como la agregacion (Jackson, 1998).

B) Antecedentes

1. Amiloidosis

En la célula, la sintesis de una cadena polipeptidica y su plegamiento son procesos simultaneos.
Sin embargo, a pesar de que una cadena polipeptidica puede adoptar la conformacion nativa por
si sola, en ocasiones, debido a las condiciones intercelulares, se requieren multiples factores —
como chaperonas y prolil cis-trans isomerasas- para asegurar su plegamiento correcto y que se
convierta en una entidad funcional (Nelson y Cox, 2008). Adicionalmente, en todos los seres
vivos existen sistemas complejos que reconocen y eliminan a las proteinas que son incapaces de
plegarse correctamente o que han adquirido un plegamiento incorrecto (del Pozo-Yauner et al.,
2008b).

A pesar de la alta eficiencia de estos sistemas de control de calidad, existe un gran
nimero de enfermedades humanas que se originan por proteinas que fallan en adoptar o
permanecer en su estado conformacional nativo funcional y escapan a dicho control.
Generalmente se conocen como enfermedades de plegamiento incorrecto o anémalo, también

son llamadas enfermedades conformacionales (Chiti y Dobson, 2006).



El plegamiento nativo de una proteina puede ser comprometido por cambios en su
secuencia nativa, lo cual perjudica la eficiencia del plegamiento. Esto puede, por una parte,
aumentar la probabilidad de su degradacion o modificar su transito dentro de la célula, lo cual
resulta en una reduccion de la cantidad de proteina disponible para que lleve a cabo su papel
fisiologico. Este es el caso de la fibrosis quistica, por ejemplo (Chiti y Dobson, 2006). Sin
embargo, el grupo més grande de enfermedades asociadas al plegamiento esté relacionado a la
conversion de especies funcionales solubles (péptidos o proteinas) a un estado agregado (Chiti y
Dobson; 2006). La formacion intracelular o en el espacio extracelular de agregados de alto peso
molecular insolubles puede ser sin forma definida (agregados amorfos) o en agregados fibrilares
altamente organizados. El depdsito de estos ultimos -conocido como amiloide- caracteriza a un
namero creciente de enfermedades neurodegenerativas y sindromes clinicos referidos
colectivamente como amiloidosis o enfermedades por deposicion de proteinas (Chiti y Dobson,
2009). Este término agrupa a un nimero creciente de enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer, de Parkinson o las encefalopatias espongiformes, asi como diversos
sindromes clinicos como la amiloidosis de cadenas ligeras y la diabetes tipo Il. Algunas de estas
enfermedades son muy frecuentes (la diabetes tipo Il, la enfermedad de Alzheimer o la de
Parkinson), mientras que otras son relativamente raras (del Pozo-Yauner et al, 2008b).

A la fecha, mas de 40 enfermedades de plegamiento han sido descritas (tabla 1). Se trata de
un grupo de enfermedades clinicamente heterogéneo ya que cada una posee una etiologia distinta y
cada una esta asociada con la agregacion de un Unico péptido o de una proteina dominante (Chiti y
Dobson, 2009).

La distribucion de los depodsitos amiloides se da en forma de placas, las cuales
generalmente comprometen la funcién del o los 6rganos involucrados. En términos generales, las
amiloidosis se pueden clasificar en condiciones neurodegenerativas, cuando la agregacion
ocurre en el cerebro, en amiloidosis localizadas no neuropaticas, en las cuales la agregacién
ocurre en un solo tipo de tejido que no es el cerebro y en amiloidosis no neuropaticas

sistémicas, en las cuales la agregacion ocurre en multiples tejidos (Chiti y Dobson, 2006).



Dentro de estas condiciones algunas son esporadicas (85%), mientras que otras se

originan de mutaciones especificas y son hereditarias (10%). Adicionalmente, las encefalopatias

espongiformes pueden ser transmisibles (5%) en humanos y en otros mamiferos (Chiti y Dobson,

2006).

Tablal. Enfermedades humanas asociadas a la formacién de depoésitos extracelulares amiloides o
inclusiones intracelulares con caracteristicas tipo-amiloide (modificada de Chiti y Dobson, 2006)

Enfermedad

Proteina o péptido precursor

Estructura nativa del precursor

Enfermedades

neurodegenerativas
Enfermedad de Alzheimer*
Encefalopatias espogiformes™?

Enfermedad de Parkinson®

Demencia con cuerpos de Lewy'

Demencia forntotemporal con
Parkinsonismo*

Esclerosis lateral amiotréfica’
Enfermedad de Huntington?

Ataxias espinocerebelares?

Ataxia espinocerebelar 17

Atrofia muscular espinobulbar?

Atrofia hereditaria dentadorrubro-
palidoluysiana®

Demencia familial britanica®
Demencia familial danesa?

B amiloide (BA)
Proteina prion o fragmentos

a-sinucleina
a-sinucleina
Tau

Superodxido dismutasa 1
Huntingtina con expansion
poliQ

Ataxinas con expansion
poliQ

Proteina de union a caja
TATA

con expansién poliQ
Receptor de andrdgenos con
expansion poliQ

Atrofina-1 con expansion
poliQ

ABri

ADan

Nativamente desplegado
Nativamente desplegado
(resiudos 1-120) o hélice
o (residuos 121-230)

Nativamente desplegado
Nativamente desplegado
Nativamente desplegado

Todo $, tipo Ig
Mayoritariamente nativa-
mente desplegado
Dominio AXH hojas f3,
El resto desconocido

A+ de residuos 159-339
El resto desconocido
Dominio de union al
ligando todo a, el resto
desconocido
Desconocido

Nativamente desplegado
Nativamente desplegado

(continda...)

10N



Enfermedad

Proteina o péptido precursor

Estructura nativa del precursor

Amiloidosis sistémicas no
neuropatica
Amiloidosis AL®

Amiloidosis AA!
Fiebre mediterranea familiar*

Amiloidosis sistémica senil*

Polineuropatia amiloidética familiar?

Amiloidosis relacionada con la
hemodialisisl

Amiloidosis ApoAl*

Amiloidosis ApoAll*
Amiloidosis ApoAIV?
Amilidosis finlandesa hereditaria?

Amiloidosis por lisozima®
Amiloidosis por fibrindgeno*

Angiopatia cerebral amiloide
islandica
hereditaria’

Cadenas ligeras de inmuno-
globulinas o fragmentos
Fragmentos de la proteina A
amiloide sérica

Fragmentos de la proteina A
amiloide sérica
Transtiretina silvestre
Mutantes de transtiretina
B2-microglobulina

Fragmento N-terminal de la
apolipoproteina Al
Fragmento N-terminal de la
apolipoproteina All
Fragmento N-terminal de la
apolipoproteina All
Fragmentos de mutantes de
gelsolina

Mutantes de lisozima
Variantes de la cadena a
del fibrindgeno

Mutantes de la cistatina C

Todo $, tipo Ig

Todo a, no se conoce

El patrén de plegamiento
Todo a, no se conoce

El patrén de plegamiento
Todo f tipo prealbumina
Todo f tipo prealbumina
Todo $, tipo Ig

Nativamente desplegado
Desconocido
Desconocido
Nativamente desplegado
at+f

Desconocido

o+p, tipo cistatina

Enfermedades noneuropaticas
localizadas
Diabetes tipo I1*

Carcinoma medular de la tiroides®

Amiloidosis atrial*

Hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis®

Prolactinoma hipofisiario

Amilina o polipéptido
amiloide de los islotes
Cacitonina

Factor natriurético atrial
Mutantes del peptido

3 amiloide

Prolactina

Nativamente desplegado
Nativamente desplegado
Nativamente desplegado
Nativamente desplegado

Todo a

(continda...)

11



Enfermedad

Proteina o péptido precursor

Estructura nativa del precursor

Amiloidosis por inyeccion

localizada®

Amiloidosis adrtica medial*

Distrofia cornea celositica
hereditaria?

Amiloidosis de la cdrnea asociada a
triquiasis’

Cataratas’

Tumores odontogénicos epiteliales
calcificantes

Proteinosis pulmonar alveolar’

Miositis por cuerpos de inclusién®
Amiliodosis liquén cutanea®

Insulina

Medina

Fragmentos C-terminal de la
querato-epitelina
Lactoferrina

y-cristalinas
Desconocido

Proteina de surfactante
pulmonar C

Péptido p amiloide
Queratinas

Todo a
Desconocido
Desconocido

o+p, tipo proteina de
union periplasmica
Todo B, tipo y-cristalina
Desconocido

Desconocido

Nativamente desplegado
Desconocido

Predominantemente esporadica, aunque se han documentado casos hereditarios
Predominantemente hereditaria, aunque se han documentado formas esporadicas
¥Cinco por ciento de los casos son transmisibles

a) Estructura de las fibras amiloides

El nucleo de los depdsitos amiloides es de origen protéico, pero ademas estan presentes

especies asociadas llamadas moléculas accesorias, que incluyen iones metéalicos (Zn** y Cu®),

glicosaminoglicanos, glicoproteinas como el compuesto sérico P amiloide y la apolipoproteina E,

asi como componentes de matriz extracelular como colagena, heparan sulfato y el proteoglicano

perlecan (Stevens y Kisilevsky, 2000; Chiti y Dobson, 2006) . Estudios in vitro han demostrado

que dichas moléculas pueden promover la fibrilogénesis de algunos precursores amiloides,

estabilizar las fibrillas o aumentar la toxicidad amiloide. Sin embargo, su papel in vivo no se

conoce bien (del Pozo-Yauner et al., 2008b).

A pesar de la diversidad de estructural de los precursores amiloidogénicos, los agregados

fibrilares comparten caracteristicas morfoldgicas, tintoriales y espectroscépicas.

192



Bajo microscopia electrénica, los agregados amiloides aparecen como manojos de
fibrillas rigidas, no ramificadas con una longitud variable entre 100 y 1600 nm y un didmetro
entre 7,5 y 10 nm dependiendo de su origen quimico. Constan de un nimero variable de
protofilamentos (generalmente dos a seis), de 2 a 5 nm de diametro que se asocian de manera
helicoidal, para formar fibrillas trenzadas (Figura 1.1a). Las fibrillas tienen la capacidad de unir
ciertos colorantes especificos, como la Tioflavina T (ThT), lo cual resulta en un aumento en la
emision de fluorescencia, o el rojo Congo o Sirius, cuya union a las fibrillas se caracteriza por
una birrefringencia color verde manzana bajo luz polarizada; aunque la especificidad de la
birrefringencia resultante ha sido cuestionada recientemente (Khurana et al., 2001) (Wall et al.,
1999a; Westermark et al., 1999; Krebs et al., 2004; Chiti y Dobson, 2006) .

Figura 1. 1. (a) Fibras amiloides vistas bajo microscopia electrénica; nétese en particular, la ausencia de
ramificaciones (tomada de Arnold, 2008). (b) Patrén de refraccidn de rayos X, caracteristico de las fibras
amiloides correspondiente al patron p cruzado. La reflexion meridional a 4.7A corresponde a las
repeticiones entre hebras, mientras que la reflexion ecuatorial a 10 A resulta del apilamiento entre hojas
(ver figura 1.2) (modificado de Fowler et al.,2007).

Asimismo, los agregados amiloides presentan un patron de difraccion de rayos X
caracteristico (Figura 1.1b), correspondiente a un patron f cruzado, en el cudl las hojas f
extendidas que forman las fibrillas se orientan paralelamente al eje longitudinal de la fibrilla,
mientras que las hebras 3 que forman las hojas se orientan perpendicularmente al eje de la fibra
(Fowler, 2007) (Figura 1.2a). Esta organizacién sugiere la presencia de interacciones
hidrofdbicas o polares a lo largo del eje fibrillar (Figura 1.2b) (del Pozo-Yauner et al., 2008b).

1



La comparacion de las estructuras fibrilares resueltas a la fecha revelan que las
propiedades fisicoquimicas del esqueleto polipeptidico son el determinante principal de la
estructura fibrilar, mientras que las interacciones entre las cadenas laterales y el disolvente
determinan la arquitectura particular de la fibrillas (Chiti y Dobson, 2006). En general, se
observa un nucleo formado Unicamente por hojas  que interactlan estrechamente entre si, en
donde ademas el residuo n de la hebra x interactGa con los residuos n de las hebras x-1 y x+1
respectivamente (Fowler, 2007). Tipicamente dos 0 mas de estas hojas paralelas se apilan en
registro (es decir con los extremos alineados sin que sobresalgan los extremos), una sobre la otra
formando la estructura supramolecular de la fibrilla. Los segmentos que forman estas hojas
presentan una estructura auto-complementaria que les permite asociarse entre si. Las cadenas
laterales polares que sobresalen entre las hojas se interdigitan estrechamente, formando lo que se
ha denominado una cremallera estérica (Nelson, 2005). Por lo demés existen diferencias en
pequefios detalles, como la longitud de las hojas B, si son paralelas o antiparalelas, las
conformaciones de las asas, el numero de hojas p en el protofilamento, y el espacio entre las
hojas, el cual depende del impedimento estérico de las cadenas laterales empaquetadas en la
fibrilla (Ldhrs et al., 2005; Ferguson et al., 2006; Chiti y Dobson, 2006).

Figura 1.2 Estructura de las fibras obtenidas con el péptido BA (1-42) del patrén 3 cruzado de las fibras
amiloides. Se indica con una flecha blanca el eje de la fibra (a). Apilamiento de los residuos presentes en
diferentes hebras e interdigitacion de los residuos al interior de las hojas p (b) (Cédigo PDB:2BEG,
figuras realizadas con PyMol).
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b) Mecanismos de formacion de las fibras

Se ha establecido claramente que el ensamblado de las fibrillas amiloides se da a través de un
mecanismo de “crecimiento nucleado”, donde la conversién de un péptido o una proteina a su
forma fibrillar incluye una fase de retardo o fase “lag” que es seguida por un crecimiento
exponencial rapido (Chiti y Dobson, 2006).

Durante la fase lag se forman especies oligoméricas, en principio ricas en hojas 3, que
proveen los ndcleos para la formacion de fibras maduras. Esta fase puede disminuirse o incluso
eliminarse si se agregan especies fibrilares preformadas a una muestra de proteina soluble en

condiciones de agregacion (adicion de semillas) (Chiti y Dobson, 2006).

La cinética de formacién de fibrillas sugiere que una vez que se forma el ndcleo, el
crecimiento fibrilar procede rapidamente por la adicion de especies mas pequefias (mondmeros u
oligdbmeros) solubles al nlcleo. Este es el caso, por ejemplo, de la p2-microglobulina, para la
cual Xue y colaboradores (2008) proponen la formacién de un nicleo hexamérico al cual se
agregan monomeros. En cuanto a los pasos posteriores que involucran la organizacion
supramolecular de las fibras, en el caso de SMA, un dominio variable derivado de fibras
amiloides de un paciente con amiloidosis AL, lonescu-Zanetti y colaboradores (1999)
describieron un mecanismo de ensamblado de fibrillas jerarquico en el cual el dominio soluble se
ensambla para formar filamentos, los cuales se ensamblan en protofibrillas por entrelazamiento,

y éstos a su vez se ensamblan en estructuras fibrilares mas complejas.

Independientemente del mecanismo particular, numerosas evidencias apuntan a que la
agregacion amiloide es un proceso ocasionado por el plegamiento incorrecto de las proteinas
precursoras (Kelly, 1996; Helms y Wetzel, 1996; Guijarro et al., 1998; Belloti et al., 2000;
Ferrdo-Gonzales et al., 2000; McParland et al., 2000 Fandrich et al., 2003; Chiti y Dobson 2006;
del Pozo-Yauner et al., 2008b). El consenso general es que las proteinas globulares necesitan
desplegarse al menos parcialmente para iniciar la agregacion en fibras amiloides (Chiti y
Dobson, 2006): la agregacion amiloide se da por la exposicion de regiones normalmente ocultas
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en la conformacion nativa (Goldschmidt, 2010). Las interacciones mediadas por dichas regiones
parecen ser tanto polares como hidrofébicas - en particular se ha descrito un papel para el
apilamiento -t en el ensamblaje de la fibras (Gazit, 2002). Para el caso particular de péptidos
nativamente desplegados, se ha propuesto que adquieren estructura secundaria (tipo f3) previo a

su agregacion fibrilar.

Esta hipotesis del cambio conformacional es apoyado por una gran cantidad de evidencia
experimental: in vitro el proceso de agregacion se favorece por condiciones ligeramente
desestabilizantes del estado nativo, como bajas concentraciones de agentes caotropicos, una
disminucion del pH, un aumento de la temperatura o altas presiones (lonescu-Zanetti et al.,
1999; Khurana et al., 2001; Souillac et al., 2002a; Souillac et al., 2002b, Qin et al., 2007Lai et
al., 1996; Ferrdo-Gonzales et al., 2000, del Pozo-Yauner et al., 2008b Chiti y Dobson, 2006;
Chiti y Dobson, 2009). Adicionalmente, en las formas familiares de amiloidosis las mutaciones
que afectan al precursor desestabilizan la estructura nativa, resultando en un aumento de las

poblaciones no nativas (Chiti y Dobson, 2006).

Asimismo, en algunos casos de proteinas que formadas predominantemente por hojas f,
se ha observado que la agregacion puede darse a partir de estados conformacionales
termodinamicamente diferentes al nativo, pero estructuralmente similares a éste, a través de
fluctuaciones que ocurren bajo condiciones fisioldgicas, por ejemplo fluctuaciones térmicas. Se
trata de estados conformacionales de mayor energia que el nativo, pero separados de éste por una
barrera energética relativamente baja (Chiti y Dobson, 2009).

Es importante sefialar que la capacidad de formacion in vitro de fibrillas amiloides no esta
restringida a los 24 precursores amiloidogénicos descritos a la fecha. El ejemplo mas
sobresaliente es la formacion de fibras amiloides in vitro a partir de mioglobina (Fandrich, 2001).
Actualmente se acepta que la agregacion amiloide es una propiedad inherente 0 genérica del
esqueleto polipeptidico, aunque la propension a que se forme tal estructura varia draméaticamente
con la secuencia (Esteras-Chopo et al., 2005; Chiti y Dobson, 2006). Los agregados fibrilares
representan un estado de menor energia que el estado nativo, sin embargo separado de éste por

una gran barrera energética, por lo que se trata de un estado termodindmicamente mas estable.
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Por este motivo, incluso se ha sugerido que la estructura nativa representa un estado metaestable
y que en un tiempo infinito, cualquier disolucion de proteinas arriba de una concentracion critica
eventualmente sufrird una transicién estructural a un estado agregado (Gazit, 2002). Al segregar
las cadenas polipeptidicas recién sintetizadas del medio y pagar el costo energético de los
ayudantes de plegamiento la maquinaria celular lleva a las cadenas polipeptidicas a su respectivo
estado nativo. Los estados nativos de las proteinas globulares son menos estables pero
estructuralmente mas diversos que el estado fibrilar y cinéticamente atrapados. De esta manera el
patrén de plegamiento amiloide, un estado méas estable pero menos diverso, menos funcional y

potencialmente peligroso, es evitado (del Pozo-Yauner et al, 2008b).

A pesar de la toxicidad descrita para el amiloide, existe la nocion de que es un patron de
plegamiento primitivo que probablemente fue prominente en la evolucion temprana de la vida
(Chernoff, 2004). En efecto, ademas de ser una propiedad inherente del esqueleto polipeptidico,
las proteinas amiloidogénicas son diversas en secuencia, comparten pocas caracteristicas y no

presentan homologia de secuencia o estructural (Chernoff, 2004).

La idea de que la estructura § cruzada es una estructura cuaternaria comun, que ocurre
fuera del contexto de dafio tisular, se ha visto confirmada durante la Gltima década. En efecto, se
ha encontrado un nimero importante de proteinas que bajo ciertas condiciones forman agregados
fibrilares con propiedades morfoldgicas, estructurales y tintoriales que permiten clasificarlas
como fibras amiloides (Chiti y Dobson, 2006). Estas proteinas no presentan ninguna relacion con
las enfermedades por deposicion de proteinas y la formacion de las fibras es parte del ciclo de
vida fisioldgico normal de los organismos en las que se han encontrado (Fowler, 2007).

Estudios recientes en bacterias, hongos, insectos, invertebrados y mamiferos han
identificado fibras amiloides que funcionan como componentes estructurales, regulatorios o de
almacenamiento y como portadores de informacion (transmision de distintos caracteres
epigenéticos en levaduras) (Chernoff, 2004; Fowler, 2007; Maji et al., 2009; Maury, 2009)
(Tabla 2). Esto ha llevado al concepto reciente del amiloide funcional: la estructura descrita para
las fibras amiloides corresponde a un patron de plegamiento funcional formado por el
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ensamblaje de proteinas o péptidos en hojas 3 unidas por puentes de hidrogeno intermoleculares
(Fowler, 2007).

Las caracteristicas Unicas presentes en la estructura altamente ordenada de hojas f
(resistencia a proteasas y detergentes como el SDS, alto punto de fusién, limite de cedencia
comparable al acero, auto-propagacién y, en algunos casos, auto-transmisibilidad) explican por
qué, evolutivamente, algunos organismos han aprovechado la formacion de amiloides por
diferentes polipéptidos (Fowler, 2007; Cherny, 2008).

Aunque la formacion de amiloides puede ser fisiolégicamente util para funciones
especializadas y especificas, existen complejas vias de regulacion (compartamentalizacion,
nucleacion a partir de una segunda proteina, interaccion con chaperonas, sintesis bajo forma no
activa) en los organismos en los que se han encontrado. Estas aseguran que su formacion sea
regulada y tome lugar bajo condiciones altamente controladas (Chiti y Dobson, 2005; Fowler,
2007). En efecto, como las enfermedades de plegamiento ponen en evidencia, el patron de
plegamiento amiloide es potencialmente toxico y ademas resistente a la degradacion, lo que

plantea un desafio importante para su uso.
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Tabla 2. Organismos y proteinas cuya estructura nativa es la  cruzada: ejemplos de amiloides funcionales (modificada de Fowler et al.,

2007 y Maury, 2009)

Especies

Proteina amiloide (proteina precursora) Funcion descrita o propuesta

Bacterias
Escherichia coli, Salmonella spp.

Streptomyces coelicolor

Hongos
Podospora anserine
Saccharomyces cerevisiae

Muchos hongos

Animales

Lepidoptera

Aplysia californica
Austrofundulus limnaeus
Nephila clavipes

Homo sapiens

Curli (CsgA)

Chaplina (ChpD-H)

Prion [Het-s] (HET-s)
prion [PSI*] (eRF3)
prion [RNQ'] (Rng1)
UREZ2p

Sup35p

Hidrofobinas

proteinas del corion

prién CPEB

proteinas de la envoltura del huevo
Espindroinas

Pmell7

Péptidos de fibrina

hormonas y prohormonas

(i.e. prolactina, ACTH, GH, oxitocina
vasopresina)

Invasion del huésped al mediar la adhesion celular
Formacion de hifas aéreas al modular la tension superficial
del agua

Regulacion de la formacion del heterocarionte
Regulacion de las poliaminas

Citoproteccién

Regulacion del catabolismo de nitrégeno

Regulacidn del read-through de los codones de término
Formacion de la capa fungal, modulacion de la tension
superficial y adhesion

Proteccion de la cascara del huevo

Memoria de largo plazo

Resistencia a la deshidratacion

Estructurales

Andamiaje y secuestro de intermediarios toxicos durante la
biosintesis de melanina

Activacion de factores hemostaticos

Almacenamiento de prohormonas en la hipofisis
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c) Patogénesis

La presencia de depdsitos fibrilares, altamente organizados y muy estables, en los 6rganos de
pacientes afectados por amiloidosis llevé originalmente a la suposicion de que este material
es el agente causal de las enfermedades (Chiti y Dobson, 2006). Fibrillas obtenidas a partir
del péptido AP (1-42) y de variantes puntuales son toxicas para cultivos de células neurales
(Luhrs et al, 2005) y causan la pérdida de sinapsis al ser inyectadas en cultivos (Lorenzo y
Yankner, 1994). La inyeccion de fibrillas en monos Rhesus causa muerte neuronal y
activacion y degeneracion de la microglia (Streit, 2006; Chiti y Dobson, 2006). Asimismo, es
claro que en las amiloidosis sistémicas, la acumulacion de grandes cantidades de depdsitos
amiloides causa dafio mecénico y altera la arquitectura del tejido, lo cual finalmente impide
que se realice la funcién del érgano afectado (Joss y Boulton-Jones, 2005).

Sin embargo, recientemente se ha acumulado evidencia de que las especies
oligoméricas precursoras de las fibrillas amiloides pueden ser las verdaderas especies toxicas
(Chiti y Dobson, 2006). Esto es mas marcado en las amiloidosis neuropéticas, en donde, por
ejemplo, ratones transgénicos muestran deterioro cognitivo antes de la acumulacion
significativa de depdsitos amiloides y, tanto en el caso de la enfermedad de Parkinson como
en la enfermedad de Alzheimer, la severidad del dafio cognitivo o su desencadenamiento se
asocia con los niveles de oligdbmeros de bajo peso molecular méas que con los depésitos
amiloides (Chiti y Dobson, 2006). Ademas se ha observado que los agregados prefibrilares de
diversos precursores amiloidogénicos, como la transtiretina, o de proteinas no
amiloidogénicas como la apomioglobina, son altamente tdxicos para cultivos celulares (Chiti
y Dobson, 2006). Esto sugiere que la formacion de agregados podria ser un mecanismo para

secuestrar a las especies toxicas de bajo peso molecular.

Chiti y Dobson (2006) sefialan que es l16gico que estas especies causen méas dafio que
las fibrillas amiloides, al menos al inicio de la enfermedad, debido a que la conversion de un
precursor soluble a formas oligoméricas generard un gran nimero de especies no nativas, las
cuales al estar mal plegadas inevitablemente expondrdn grupos que normalmente se
encuentran enterrados en la forma globular. En el medio altamente organizado y saturado de
la célula, la exposicién de estos resultard probablemente en interacciones inapropiadas con
los demés componentes celulares. Estas interacciones a su vez pueden llevar al mal

funcionamiento de aspectos cruciales de la células.



Aunqgue a la fecha no queda claro cuél es la especie responsable de la citotoxicidad
observada en cada una de las amiloidosis, indudablemente la acumulacion de material
amiloide juega un papel en la patologia de estas enfermedades. Las estrategias terapéuticas
Optimas en un futuro tendran que enfocarse a prevenir la agregacion o la produccion de la

proteina amiloidogeénica.

2. Amiloidosis de cadenas ligeras

a) Anticuerpos
Los anticuerpos son proteinas heterodiméricas que participan en la respuesta humoral del
sistema inmune. Estan formados por dos cadenas ligeras (L) idénticas de 22 kDa y dos
cadenas pesadas (H) idénticas de 55 kDa 0 més. Cada cadena ligera estd unida a una cadena
pesada por un puente disulfuro y por interacciones no covalentes como puentes de hidrégeno,
puentes salinos e interacciones hidrofdbicas para formar un heterodimero (H-L). Los dos
dimeros estan unidos por un puente disulfuro asi como por numerosas interacciones no
covalentes en la estructura funcional (Kindt et al., 2007). Cada una de las cadenas esta
formada por diferentes dominios; a su vez cada dominio esta estabilizado por un puente
disulfuro (Figura 1.3). ElI dominio  amino-terminal de ambas cadenas realiza el
reconocimiento y union de antigenos, mientras que la porcién carboxi-terminal formada por
los demés dominios media las funciones efectoras para la neutralizacion o eliminacion de los

antigenos.

Las cadenas ligeras estan formadas por dos dominios de cerca de 110 aminoacidos. La
porcién amino-terminal corresponde al dominio variable V_ y presenta, al igual que el
dominio variable de la cadena constante V4, una alta variabilidad de secuencia. Las
diferencias de especificidad de los diferentes anticuerpos se explican por diferencias en las
secuencias de los dominios amino-terminal que corresponden a los dominios Vi y V. La
variabilidad de estos dominios se debe, principalmente, al proceso de recombinacion
somatica que ocurre durante la ontogenia del linfocito B, en el cual uno de varios segmentos
variables (V) que codifican para el extremo amino-terminal es combinado con un segmento
de unién (J.) y uno constante (C.), que codifica el dominio constante (Kindt et al., 2007).

Ademas, ocurren sustituciones en la secuencia de nucleétidos obtenida por el rearreglo



somatico, un proceso conocido como hipermutacién somaética, que genera diversidad

adicional.

La mayor parte de la variabilidad de los V| (asi como de los Vy) esta contenida en las
asas que unen las hebras p. Estas forman el sitio de union a los antigenos de los anticuerpos y
se conocen como regiones determinantes de complementariedad (CDR por sus siglas en
inglés). El resto del dominio presenta menos variabilidad y se conoce como regiones marco

(FR por sus siglas en inglés) (Kindt et al., 2007).

Figura 1.3. Estructura de un anticuerpo, en colores obscuros las cadenas pesadas y en colores claros
las cadenas ligeras. Los dimeros H-L se muestran en verde y en azul. Se resaltan en rojo los puentes
disulfuro.

Las cadenas ligeras se clasifican en dos grupos, x y A, con base en la secuencia del
dominio carboxi-terminal. El genoma humano contiene aproximadamente 40 genes
funcionales V_ de tipo k y 31 de tipo A, los cuales han sido clasificados en seis familias de

genes k y 10 de genes A (del Pozo-Yauner et al., 2008b).



b) Amiloidosis AL y asociacion de las proteinas A6 al rifion

Dentro de las amiloidosis no neuropéticas sistémicas, la amiloidosis de cadenas ligeras (AL)
se caracteriza por el depdsito bajo forma de fibrillas insolubles del dominio variable (V) de
cadenas ligeras de inmunoglobulinas o de éste y una fraccién del dominio constante. Esta
enfermedad representa la forma sistémica de amiloidosis mas comun en los paises
occidentales con una incidencia ajustada por edad de 5.1-12.8 casos por millén de individuos
por afio. Es una enfermedad degenerativa para la cual no hay tratamiento eficiente, rara antes
de los 40 afios, siendo la edad mediana de diagndstico de 65 afios. La supervivencia mediana
en los pacientes sin mieloma es de 14.7 meses, aunque una minoria de pacientes sobrevive 5
afios. Con tratamiento y dependiendo del érgano afectado, la supervivencia es de 24 a 26
meses (Joss y Boulton-Jones, 2005; del Pozo-Yauner et al., 2008b).

En la mayoria de los casos, los dep6sitos amiloides se localizan en uno o dos érganos.
Los 6rganos mas afectados son los rifiones (40% de los casos) y el corazén (25%), pero
también puede estar involucrado el higado, los sistemas nervioso periférico y auténomo, el
tracto gastrointestinal y el pancreas (Joss y Boulton-Jones, 2005; del Pozo-Yauner et al.,
2008b). No se conocen las bases que determinan la acumulacion preferencial en ciertos
organos, aunque la secuenciacion de cadenas amiloidogénicas demostré que todas ellas
fueron sujetas al proceso de hipermutacion somética y que la mayoria retenia evidencia de
seleccion guiada por antigeno (Abraham et al., 2004). Ademés se ha encontrado una
correlacion entre la linea germinal usada y el depoésito preferencial en un érgano (Comenzo,
2001). Algunas proteinas AL pueden unirse a componentes especificos de una manera que
recuerda el reconocimiento antigeno-anticuerpo, aunque este fenémeno sélo se ha
demostrado en algunos casos (Obici, 2005). Asimismo, se demostré la existencia de un
receptor de membrana de baja afinidad pero alta capacidad para cadenas ligeras (tanto
asociadas a AL como la enfermedad por depoésito de cadenas ligeras, LCDD) presente en
cultivos de células de los tlbulos proximales renales, por lo que receptores similares podrian
estar presentes en otros 6rganos (Batuman y Guan, 1997; Belloti et al., 2000). La principal
diferencia entre las cadenas ligeras involucradas en AL y LCDD es que las primeras forman
depositos fibrilares, mientras que las segundas forman depoésitos amorfos, asociados a la
membrana basal. Ademas como se menciona mas adelante, las cadenas ligeras involucradas
en AL mayoritariamente son A, mientras que las involucradas en LCDD son generalmente x
(Belloti y Merlini, 1996).



A diferencia de los demaés tipos de amiloidosis, en la amiloidosis AL existe una gran
variabilidad en la secuencia de los precursores amiloidogénicos debido a los procesos de
recombinacion e hipermutacién somaticas que suceden en la maduracion del sistema inmune
y que le otorgan diversidad al repertorio de anticuerpos (del Pozo-Yauner et al., 2008b). Las
mutaciones somaticas pueden influenciar el comportamiento de las cadenas ligeras
modificando las estructura global del V.. Tanto las mutaciones en las FR como en los CDR
pueden incrementar su propensién a la agregacion, pero son aquellas que afectan las FR las
que perturban mas eficientemente el plegamiento del V,_ y aumentan su tendencia a crear
fibras (Belloti et al., 2000).

La amiloidosis AL deriva de una sobreproduccion de cadenas ligeras monoclonales,
las cuales se excretan en forma libre y se vuelven amiloidogénicas cuando alcanzan una
concentracion substancial y persistente en el plasma, que supera la capacidad de los
mecanismos de degradacion (Obici, 2005; Wilson et al., 2008). Cerca de una tercera parte de
los pacientes con amiloidosis AL presentan mieloma y reciprocamente 10-15 % de los
pacientes con mieloma también presentan amiloidosis AL. Los pacientes con otras causas de
proliferacion de células plasmaticas monoclonales también pueden desarrollar amiloidosis
AL (Joss y Boulton-Jones, 2005). Sin embargo, sélo una pequefia porcion de las cadenas
ligeras monoclonales forman fibras amiloides in vivo (Obici, 2005). En efecto, el exceso de
cadenas ligeras libres en suero y orina es relativamente frecuente en individuos mayores de
50 afios y s6lo un pequefio porcentaje de ellos presenta amiloidosis (del Pozo-Yauner et al.,
2008b).

Es posible que la capacidad de formar fibras amiloides esté relacionada con
peculiaridades estructurales de la cadena ligera. Su depdsito es probablemente consecuencia
de la influencia de las caracteristicas del V, determinadas por su secuencia y de las
condiciones ambientales en el 6rgano blanco. En todo caso, la evidencia apunta a una baja
estabilidad termodinamica como uno de los principales factores que explica este
comportamiento: analisis comparativos entre proteinas amiloidogénicas y no amiloidogénicas
han demostrado la presencia de sustituciones en posiciones claves del V que disminuyen la
estabilidad termodindmica de las primeras respecto a sus contrapartes no amiloidogénicas del
mismo grupo (Hurle et al., 1994; Wall et al., 1999b; Obici, 2005). Ademas, al igual que en
los otros tipos de amiloidosis, las condiciones que desestabilizan el plegamiento nativo de las



cadenas ligeras, como altas temperaturas, valores de pH bajos y desnaturalizantes como urea
o cloruro de guanidina promueven su agregacion bajo forma de fibras in vitro (lonescu-
Zanetti et al., 1999; Khurana et al., 2001; Souillac et al., 2002a; Souillac et al., 2002b, Qin et
al., 2007). Esto sugiere que es necesario que ocurran rearreglos conformacionales que formen

especies parcialmente plegadas, las cuales actan como precursores en la fibrilogénesis.

Es importante sefialar que a diferencia de otras discrasias de células plasmaticas, el
isotipo A es prevalente en los casos de AL (proporcion Ak es de 3:1) (Obici, 2005), cuando
en linfocitos circulantes la proporcion Afx es de 3:2 (Kindt et al., 2007). Asimismo, se ha
visto un uso preferencial en la lineas de AL de los segmentos génicos que hacen
contribuciones minimas al repertorio de individuos sanos: los segmentos génicos VA6a y
VA3r han sido identificados como precursores de méas de la mitad de las cadenas
amiloidogénicas reportadas, mientras que tienen una frecuencia baja en el repertorio de
individuos sanos (2 y 8% respectivamente) (Solomon et al., 1982; Comenzo, 2001; Abraham
et al., 2003). Un caso similar se ha descrito en las cadenas «, en donde los segmentos génicos
los Vk8t y VK18 estan sobrerrepresentados. Hasta el momento se desconoce el origen de la
asociacion de estos genes con la amiloidosis AL, pero la explicacion mas sencilla propuesta
indica que la propension a adoptar diferentes conformaciones moleculares esté codificada en
la secuencia (Obici, 2005; del Pozo-Yauner et al., 2008b). La hipotesis termodinamica apunta
a que la secuencia codificada es poco estable termodinamicamente. Esto es particularmente
notorio en el caso del segmento génico 6a, tnico miembro del subgrupo AVI. Notablemente,
solo una de las cadenas ligeras monoclonales AVI obtenidas de pacientes con mieloma no
estuvo implicada en deposicién AL in vivo, pero facilmente forma fibras in vitro (Wall et al.,
1999b, del Pozo-Yauner et al., 2008b). Sigue sin elucidarse qué factores determinan esta
propensién, sin embargo, se ha observado que las cadenas AVI se depositan
preferencialmente, aunque no exclusivamente, en el riidn (Comenzo, 2001; Obici, 2005).
Esté asociacion parece estar ligada a interacciones mediadas por un receptor presente en las
células mesangiales (Teng et al., 2004), un fendmeno que induce una transformacion
fenotipica de las células blanco (Keeling et al., 2004). También se le ha adjudicado un papel
a la especificidad por los glicosaminoglicanos del tejido renal (Stevens y Kisilevsky, 2000;
Obici, 2005).



3. 6aJL2

Con el objeto de evaluar la contribucién de la estabilidad de la linea germinal del gen 6a en la
formacién de fibras, del Pozo-Yauner disefié 6aJL2, un dominio variable recombinante
construido a partir de la secuencia de la linea germinal de los segmentos génicos 6a , Unico
gen del subgrupo AVI, y jl2, segmento génico de unién usado mas frecuentemente por las
células plasmaticas ALA (del Pozo-Yauner et al., 2008b). 6aJL2 es un dominio globular
compacto que presenta el plegamiento tipico de la inmunoglobulinas, el llamado “sandwich
p”, formado por dos hojas f constituidas por 3 y 5 hebras antiparalelas, las cuales estan

unidas por asas de diferentes longitudes (Figura 1.4) (Herndndez-Santoyo et al., 2010).

Figura 1.4. Estructura del dominio variable 6aJL2, formado por dos hojas 3, constituidas a su vez por
5y 3 hebras, respectivamente. (a)En azul, se observa el extremo amino y en rojo el extremo
carboxilo, (b) porciones codificadas por el segmento génico 6ay el segmento génico jlI2, en azul y en
cyan respectivamente.

Las hojas B son estabilizadas por puentes de hidrégeno entre los grupos amino y
carboxilo de las hebras adyacentes y se caracterizan por la alternancia de aminoacidos
hidrofobicos e hidrofilicos, cuyas cadenas laterales estan orientadas ortogonalmente al plano
de la hoja. Asimismo, las hojas  se encuentran unidas entre si por un puente disulfuro
altamente conservado (Figura 1.5a). 6aJL2 presenta un Unico residuo de triptofano en la
posicion 35, el cual esta totalmente conservado en los dominios V. (Figura 1.5a) (Chotia et
al., 1998). En el estado nativo, éste se encuentra en cercania con el puente disulfuro que une a
las dos hojas B, por lo que su sefial de fluorescencia se encuentra apagada. Los cambios



conformacionales que sufre el dominio al desplegarse o al formar fibrillas producen un
aumento en la intensidad de fluorescencia que es indicativo de variaciones en la distancia

entre el triptofano y el puente disulfuro (Figura 1.5b).

Figura 1.5. Cercania del puente disulfuro (en rojo) y del Unico residuo de triptofano (en morado)
presente en 6aJL2 (a). Espectro de fluorescencia de la proteina nativa (N) y desnaturalizada (U) (b).

Adicionalmente, 6aJL2 presenta un residuo de arginina en la posicion 25, comun a los
dominios VA6, que contribuye a la estabilidad termodindmica de 6aJL2 del orden de 2.9
+1.4 kcal.mol™, en parte al estar involucrada con el residuo de fenilalanina en la posicion 2,

en una interaccion cation-x (del Pozo-Yauner , 2008).

Es importante sefialar que a diferencia de muchos dominios variables, 6aJL2 es monomérico
a las concentraciones de proteina utilizadas en espectroscopia (Blancas-Mejia, no publicado)

4. Plegamiento y fibrilogénesis de cadenas ligeras

Como se menciond anteriormente, la hipotesis mas aceptada para explicar la alta prevalencia
de los dominios V A6 en casos de AL apunta a que la secuencia codificada por la linea
germinal es poco estable termodinamicamente, lo cual facilita la formacion de especies

parcialmente plegadas (del Pozo-Yauner et al., 2008b)
Sorprendentemente, al estudiar la estabilidad del dominio variable 6aJL2 usando

cloruro de guanidina como agente caotrépico, se encontré que 6aJL2 es mas estable que
proteinas x y A amiloidogénicas para las cuales se han reportado los parametros
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termodindmicos de estabilidad, incluyendo a la Unica proteina A6 que se ha probado
clinicamente como no amiloidogénica (Jto, AAG =3.7 kJ-mol™ respecto a 6alL2). Estos
resultados sugieren que la alta predisposicion de las cadenas ligeras del subgrupo A6 a formar
agregados amiloides in vivo no se puede atribuir Unicamente a una baja estabilidad
termodindmica de la linea germinal. Otros factores gobiernan el proceso de agregacion
amiloide (del Pozo-Yauner et al., 2008).

La caracterizacion cinética y termodinamica del desplegamiento por urea o
temperatura de 6alJL2 reveld la presencia de un intermediario después de varias horas de
incubacion a 37°C y pH 8.0 en presencia de condiciones ligeramente desnaturalizantes. La
formacién de este intermediario parcialmente desplegado es irreversible. Su acumulacion
favorece la formacién de fibras in vitro, disminuyendo la duracién de la fase lag en las
cinéticas de fibrilogénesis en las condiciones en las que se acumula esta especie (Blancas-
Mejia et al., 2009).

Esta descripcion de un intermediario de plegamiento es la primera para cadenas
ligeras A. Sin embargo, en el caso de las cadenas k, que han sido més estudiadas, existe la
descripcidon de especies dentro y fuera de la via de plegamiento que influencian la formacién
de fibrillas amiloides. Ademas, éstas se han encontrado a valores de pH bajos, lo cual los

hace aln mas interesantes.

En el caso de SMA, un V_x recombinante que tiene la secuencia de un paciente con
AL, Khurana y colaboradores (2001) demostraron mediante diferentes métodos
espectroscopicos e hidrodindmicos la acumulacion de dos intermediarios conformacionales
con diferentes estructuras que aparecen a medida que el valor de pH disminuye. Para un valor
de pH entre 4.0 y 5.0, observaron un primer intermediario que presenta cambios sustanciales
de estructura terciaria, pero con poca pérdida de estructura secundaria. El segundo
intermediario, observado a un valor de pH menor a 3.0 estd relativamente desplegado y
presenta una pérdida de estructura secundaria y terciaria sustancial. Sin embargo, se trata de
una forma significativamente diferente al estado desnaturalizado obtenido con urea. Ademas,
los valores de pH bajos desestabilizaron la proteina y aceleraron la cinética de agregacion.
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Es notable que, al utilizar cloruro de guanidina (GuHCI) para desestabilizar este
mismo dominio, se observaron dos intermediarios parcialmente plegados equivalentes a los
dos encontrados previamente al variar el pH. A bajas concentraciones de GuHCI (cercanas a
1M), Qin y colaboradores (2007) observaron una conformacion parcialmente desplegada
similar a la estructura nativa y al intermediario descrito a pH menor a 3.0 , mientras que a
concentraciones mayores de GuHCI encontraron un intermediario con mayor pérdida de
estructura semejante al encontrado entre pH 4.0 y 5.0 (Khurana et al., 2001). El intermediario
mas estructurado conduce, al igual que el encontrado al modificar el pH a la formacion de
agregados amorfos, mientras que el menos estructurado conduce a la formacién de fibrillas.
Es interesante que las estructuras encontradas al variar la concentracién de GuHCI son
comparables a aquellas encontradas al modificar el pH, ya que esto implica que en el caso de
SMA, diferentes condiciones desestabilizantes llevan a estos dos intermediarios (Qin et al.,
2007).

El segundo caso, estudiado por el mismo grupo, corresponde a LEN, un V k
recombinante no asociado a AL, pero que forma fibrillas in vitro bajo condiciones
ligeramente desestabilizantes. A valores de pH acidos, LEN mantiene una estructura similar a
la que tiene a pH 8.0 y que no se parece a los intermediarios descritos en el caso de SMA.
Sin embargo, a concentraciones altas de LEN, se encontr la formacion de una especie
oligomérica fuera de la via, la cual, sorprendentemente, parece retardar la formacion de fibras
en vez de favorecerla (Souillac et al., 2002b). Esta especie no se presenta ni a bajas
concentraciones de proteina, ni a pH fisiologico, aun en presencia de concentraciones de urea
moderadas (Souillac et al., 2002a). Notablemente, estos dos casos sugieren que los
mecanismos de oligomerizacion que llevan a la agregacion amiloide podrian ser diferentes,

aun para proteinas relacionadas.

5. Importancia del pH

Como se mencion0 previamente, se ha establecido desde hace tiempo que para la mayoria de
las proteinas, deben de ocurrir al menos cambios conformacionales del estado nativo para que
se de la formacion de fibrillas in vivo e in vitro. Experimentalmente, el uso de pH &cidos ha
sido una de las condiciones mas comunes para iniciar la formacion de fibrillas in vitro (Hurle
et al, 1994; Lai et al., 1996; lonescu-Zanetti et al., 1999; Lashuel et al., 1999; Chiti et al.,
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2001, Khurana et al., 2001; Nielsen et al., 2001; Souillac et al.; 2002a). El pH resulta por lo
tanto un factor importante en el proceso de agregacion amiloide.

Fisiolégicamente, el pH podria ser un factor importante debido a que el rifién, érgano
en el que se depositan preferencialmente las proteinas A6, es el Unico 6rgano en el cual hay
variaciones fisiologicas significativas de pH. EI pH de la orina excretada se considera
fisiologicamente normal en un rango muy amplio (4.5 a 8.0) (Ganong, 2004) y en las células
del tubulo proximal, en donde inicia el catabolismo de las cadenas ligeras, desciende al
menos hasta 4.5 (Patton et al., 1989; Ganong, 2004). Asimismo, se ha descrito que el proceso
de agregacion amiloide in vivo estd asociado a un proceso de maduracion en el

compartimiento lisosomal maduro, a pH éacido (Tenget al., 2004).

El plegamiento y la fibrilogénesis de 6aJL2 se ha estudiado principalmente a valores
de pH cercanos al fisiologico. El tiempo lag para la formacién de fibrillas a pH 8.0 es
ligeramente mayor que el reportado a pH 7.5 (del Pozo-Yauner, 2008; Blancas-Mejia, 2009).
Esta diferencia podria indicar que sucede algo similar al caso de SMA (Khurana et al., 2001).
Puesto que SMA y 6aJL2 son ambos dominios variables de cadenas ligeras y que cambios en
el pH afectan la fibrilogénesis de SMA, podria suceder algo similar en el caso de 6aJL2 al

disminuir el pH.

Existe un estudio respecto a la fibrilogénesis de proteinas A6 (incluyendo una proteina
recombinante construida a partir de la secuencia de 6aJL2 reportada por del Pozo-Yauner) a
pH 2 (Mishima et al., 2009). Se reporté que bajo estas condiciones, las proteinas A6
estudiadas se encuentran altamente desplegadas aunque conservan el puente disulfuro y
algunas interacciones entre residuos hidrofobicos, lo cual les confiere cierta estructura
residual. Los autores sefialan que la presencia de estructura residual es indispensable para el
proceso de fibrilogénesis. Sin embargo, la propension para formar fibrillas (medida por el
tiempo lag) que reportan para las proteinas estudiadas, incluyendo Jto y Wil -las cuales han
sido ampliamente estudiadas (Wall et al.,1999b; del Pozo-Yauner et al., 2008)- contrasta con
lo reportado en los estudios previos. La gran diferencia entre este estudio y los anteriores es
la ausencia de NaCl en los amortiguadores de Mishima et al.. Aunque los autores adjudican
la diferencia en los tiempos lag a la diferencia entre el pH utilizado en su estudio y el valor de
pH empleado en los demas estudios, nuestros resultados indican, como se vera mas adelante,

que la diferencia es atribuible a la ausencia de NaCl.
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Por lo tanto, con la finalidad de entender los factores que influyen en la tendencia de
los dominios V A6 a formar depdsitos amiloides, en este trabajo se caracterizaron los
cambios conformacionales inducidos, la estabilidad y la cinética de fibrilogénesis de la
proteina modelo 6aJL2 a diferentes valores de pH.
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1. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es caracterizar los cambios conformacionales en el
dominio variable recombinante de una cadena ligera, rVV 6aJL2, inducidos al variar el pH y
relacionar dichos cambios con la estabilidad y fibrilogénesis de 6aJL2.

En particular, se busca:

Determinar los cambios conformacionales a diferentes valores de pH;

Obtener la estabilidad termodinamica al equilibrio (AG) a partir de experimentos de
desnaturalizacion por urea a diferentes valores de pH;

Caracterizar la formacion de fibras amiloides a diferentes valores de pH.
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111. JUSTIFICACION

La deposicion de placas amiloides se asocia con un nimero importante de enfermedades
degenerativas fatales. En conjunto, este grupo de enfermedades tiene una alta incidencia (del
Pozo-Yauner et al., 2009b) . Sin embargo, a pesar del nimero cada vez mayor de proteinas o
péptidos reconocidos como precursores amiloidogénicos, los mecanismos por los cuales éstos
pasan de su forma soluble a agregados fibrilares altamente organizados no son claros.
Entender esta transicion es indispensable para poder desarrollar métodos de diagnostico mas
confiables, asi como estrategias terapéuticas mas efectivas (Chiti y Dobson, 2006).

La relacion documentada entre las proteinas A6 y la amiloidosis de cadenas ligeras
(Solomon et al., 1982; Comenzo, 2001; Abraham et al., 2003) justifica el estudio de la
secuencia codificada por la linea germinal. Asi mismo, como se menciond previamente, el
pH es un factor importante para el proceso de agregacion amiloide. En el caso de 6aJL2, el
tiempo lag para la formacion de fibrillas a pH 8.0 es ligeramente mayor (cerca de 5 horas)
que el reportado a pH 7.5 (del Pozo-Yauner, 2008; Blancas-Mejia, 2009). Esta diferencia
sugiere que modificaciones a la estructura debidas al valor de pH podrian jugar un papel

importante en el mecanismo de agregacion.
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IV. HIPOTESIS

» Cambios en el valor de pH generaran cambios en la estructura y en la estabilidad (AG)

de 6aJL2, favoreciendo la formacion de intermediarios.

» La presencia de dichas especies favorecera el proceso de fibrilogénesis en ensayos in

vitro.
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V. MATERIAL Y METODOS

El extracto de levadura se obtuvo de Fluka Analytics y los demas reactivos de Sigma-Aldrich.
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

A) Sobreexpresion y purificacion de 6aJL2

La sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante 6aJL2 se llevd a cabo usando el
protocolo descrito por del Pozo-Yauner et al. (2008), modificado por Blancas-Mejia et al. (2009).
El amortiguador de trabajo utilizado fue fosfato de sodio 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0, (PBS
por sus siglas en inglés). Brevemente, células BL21-DE3 de Escherichia coli fueron
transformadas con el plasmido pSynl-6aJL2 o con el plasmido pET27-6alL2 y se crecieron en
medio YT2x (500mL), en presencia de ampicilina o kanamicina respectivamente, hasta alcanzar
una densidad éptica de 1.0. Posteriormente se indujeron con IPTG 1 mM, a 30 °C, 150 rpm,
durante 16 horas. Los medios se centrifugaron a 8000 rpm, a 4 °C, durante 15 minutos y los
pellets se resuspendieron en 50 mL de una solucién de sacarosa al 20% (p/v), Tris 0,1M y EDTA
0,1mM (pH 8.0) y se incubaron en hielo 15 minutos. Las células se centrifugaron a 8000 rpm por
15 min, se resuspendieron en agua destilada fria, se incubaron en hielo y se volvieron a
centrifugar a 8000 rpm por 15 minutos y se descartd el precipitado. Las soluciones de trabajo se

mantuvieron a 4 °C, y las células y el extracto periplasmico, en hielo.

El extracto periplasmico se concentré por ultrafiltracion centrifuga a 5000 rpm usando
una membrana de corte de 10 kDa (Amicon, Millipore), se filtrd y se cargd en una columna de
exclusion molecular Superdex-75, equilibrada en PBS pH 8.0, acoplada a un sistema FPLC que
cuenta con un detecctor de absorbancia a 280nm.

Se juntaron las fracciones con proteina y su pureza se determind por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS), mientras que la integridad hidrodindmica de la
proteina se verifico utilizando una columna Superdex 75 HR 10/30 analitica acoplada al sistema
FPLC, usando la proteina obtenida en purificaciones anteriores como blanco.
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La concentracion de proteina se determind por absorcion de luz UV a 280 nm, usando un
coeficiente de extincién molar de 1.2327 mg™*.cm™-mL calculado a partir de la secuencia de
aminoécidos (PM=11950 g-mol™) con el programa ProtPram (Blancas-Mejia et al., 2009)

En la mayoria de los casos, la proteina obtenida se liofiliz6 y se almacend a 4 °C. Para

ciertos experimentos, se utilizo la proteina sin liofilizar.

B) Experimentos al equilibrio

Excepto en los casos en los que se menciona, la proteina liofilizada se resuspendié en agua
estéril, para evitar aumentar la concentracion de sales, y se determind la concentracion por

absorcion de UV.

A menos de que se indique lo contrario, los amortiguadores se prepararon siguiendo el
protocolo de Khurana y colaboradores (2001): se utilizaron 50 mM del agente amortiguador
apropiado con NaCl 100 mM (fosfato monobasico y &cido fosforico para valores de pH 2.0 a 3.0,
acido acético y acetato de sodio de 3.5 a 5.5, BIS-TRIS de 6.0 a 6.5 y HEPES de 7.0 a 8.0,
excepto en los experimentos de dicroismo circular, en donde se utilizé fosfato dibasico).

De acuerdo con un estudio previo, el desplegamiento de 6aJL2 es reversible y alcanza un
equilibrio dindmico en poco tiempo, mientras que la formacion de fibrillas es un proceso cinético
lento que ocurre a una escala temporal mayor (Blancas-Mejia, 2009). Se sigui6 por lo tanto la
metodologia propuesta en ese estudio, en donde se realizaron experimentos a una escala temporal
corta (5 min) y a una escala temporal larga (24 h). Experimentos preliminares indicaron que el

equilibrio a una escala temporal corta se alcanza en menos de 5 minutos.
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1. Incubacion a diferentes valores de pH en ausencia de agente caotrépico

Los experimentos descritos a continuacion se realizaron simultaneamente, a partir de una misma
muestra, a excepcion del dicroismo cicular de aromaticos. En este caso, la proteina se concentrd
por ultrafiltracion centrifuga a 5000 rpm con una membrana de corte de 10k Da y después se

ultracentrifug6 por una hora a 40000 rpm para evitar la presencia de agregados profibrilares.

Se prepar6 el volumen de muestra necesario para realizar dos lecturas, una a la escala
temporal corta (5 min) y otra a la escala temporal larga (24 h), para evitar el blanqueamiento de

la muestra.

Para alcanzar el valor de pH deseado, la proteina concentrada se diluyé en el
amortiguador con el valor del pH de interés. Se prepard una serie de amortiguadores con NaCl

100 mM y una serie de amortiguadores sin NaCl.

a) Fluorescencia intrinseca

Las mediciones de fluorescencia se realizaron usando un espectroflurémetro ISS PC1. La

temperatura de las muestras se regul6 con un Peltier, con una incertidumbre de 0.02°C.

La proteina se incub6 a una concentracion de 0.5 mg-mL™ a 37 °C a diferentes valores de
pH. Las muestras se analizaron en un intervalo de pH de 2.0 a 8.0, con un escalon de 0.5
unidades. Como se indico previamente, se tomo la primera medida a los 5 minutos y una segunda
medida a las 24 horas. Las muestras se excitaron a 295 nm (ancho de banda 1.0 mm) vy el
espectro de emision de fluorescencia se colecto en el intervalo de 310-410 nm (ancho de banda
0.5 mm). Se verificd el valor del pH de cada una de las muestras al terminar el experimento.
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b) Unién de ANS

El &cido 8-anilino-1-naftalen-sulfénico (ANS) se utiliza comunmente para monitorear cambios
conformacionales en proteinas asociados a la exposicion u ocultamiento del disolvente de
regiones hidrofébicas (Chanez-Cardenas, 1998; Souillac et al., 2002a; Souillac et al., 2002b). La
unién no covalente del ANS a “parches” hidrofobicos expuestos se caracteriza por un aumento
en la intensidad de fluorescencia y una disminucién de los valores de Amsx (efecto ipsocrémico)
(Souillac, 2002Db).

Las mediciones de fluorescencia se realizaron usando un espectrofluorémetro ISS PC1.
Las muestras se excitaron a 380 nm (ancho de banda 1.0 mm) y el espectro de emision de
fluorescencia se colecto en el intervalo de 420 a 600 nm (ancho de banda 0.5 mm).

Se prepar6 una solucién stock de ANS 1 mM y su concentracion se verificd por absorcién
de UV a 350 nm, utilizando un coeficiente de extincién molar en agua de 5000M*.cm™ (De
Filippis et al., 1996). La medicién de unién a ANS se realizé inmediatamente después de medir
fluorescencia intrinseca, agregando el volumen necesario de ANS a la celda con la muestra para

una concentracion final de 100puM.

c) Dicroismo circular

Los experimentos de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-715, a

37°C, utilizando un Peltier para regular la temperatura.

Para el dicroismo circular en el UV lejano, se utlizaron las mismas muestras que para
medir la fluorescencia intrinseca. La concentracion de proteina fue de 0.5 mg-mL™, en una celda
de 0.1 cm de paso de luz. Los espectros de elipticidad se colectaron de 210 a 250 nm, con un
ancho de banda de 1.0 nm, excepto en los casos del amortiguador de BIS-TRIS en donde se

colectaron de 215 a 250 nm.
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Los experimentos de dicroismo circular en el UV cercano (aromaticos) se realizaron a
una concentracion de 1.0 mg-mL™, en una celda de 1.0 cm de paso de luz. Los espectros de
elipticidad se colectaron en el rango de 250 a 320 nm, con un ancho de banda de 1.0 nm. En este

caso, la misma muestra se midi6 a los 5 minutos y a las 24 horas.

2. Desnaturalizacion por agentes caotropicos

Para evaluar la estabilidad de 6aJL2 a diferentes valores de pH, se sigui6 el cambio en la
fluorescencia intrinseca del triptofano en presencia de concentraciones crecientes de urea (0 a 6
M). Escogimos la urea sobre otros agentes caotropicos por su presencia fisioldgica normal en el

rinon.

Al igual que en los experimentos descritos previamente, se realizaron mediciones a los 5

minutos y a las 24 horas de incubacién.

Para cada valor de pH, la proteina se incub6 a una concentracién de 0.1 mg-mL™ en los
amortiguadores descritos previamente y en concentraciones variables de urea durante 5 minutos
a 37 °C y después se incubd 24 horas. A partir de los datos de fluorescencia a 352 nm (Amax) Se
calcul6 la fraccion de proteina nativa en funcion de la concentracion de urea, asi como los

centros de masa espectral (CME), dados por

CME = Elifi

2

en donde I; es la intensidad de fluorescencia correspondiente a la longitud de onda Ai.

Los datos espectroscopicos se ajustaron usando un modelo de dos estados, asumiendo un

equilibrio entre el estado nativo (N) y el desaturalizado (U):
(¥ + my[D]) + (y, +m, [D])e*He O

yobs = 1+ e—(AGE,ZO+m[D]/RT)

en donde yqns es la sefial observada, yn ¥y yu son la sefial del estado nativo y del estado

desnaturalizado respectivamente; AGﬂZO la energia libre de desplegamiento en ausencia de
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desnaturalizante; D es la concentracion de urea 'y m es 3tAG /3[D]. Las lineas base de pre y post
transicion son descritas por las pendientes del ajuste lineal myy my respectivamente (Santoro y
Bolen, 1988; Bolen y Santoro, 1988).

C) Ensayo de fibrilogénesis in vitro a diferentes valores de pH

La Tioflavina T (ThT) es un colorante que se une especificamente a los agregados amiloides,
mas no a los precursores amiloidogénicos solubles ni a los agregados amorfos (LeVine 111, 1999).
Al hacerlo, se observa un incremento en la intensidad fluorescencia de dicho colorante, el cual es
proporcional a la cantidad de fibras presentes (LeVine 111, 1999). Esto permite su uso como
sonda para monitorear la formacion de fibrillas tipo amiloide in vitro de forma rutinaria (LeVine
11, 1999).

Para estos experimentos, la proteina utilizada se ultracentrifugd a 40000 rpm durante 30
horas para eliminar posibles nucleos de fibrilacion o fibras presentes en las muestras antes de

iniciar la cinética.

Se prepararon 6.0 mL de solucién de proteina (a una concentracién final de 0.1 mg-mL™)
en viales de polipropileno de fondo plano, a valores de pH 2.0, 3.0, 4.5, 7.0 y 8.0 en los
amortiguadores con NaCl descritos previamente. Cada medicion se realizd por triplicado. Las
muestras se agitaron continuamente a 250 rpm con barras magnéticas recubiertas con tefl6n en
una parrilla de agitacion magnética multipuntos (Variomag) colocada dentro de una incubadora a
37 °C. A diferentes tiempos, se transfirieron alicuotas de 100 pL a celdas de poliestireno con 2.6
mL de ThT 10 uM, pH 8.0. Las celdas se mezclaron por inversion y se midio la fluorescencia de
la ThT en el espectrofluorémetro 1SS PC1 usando una longitud de onda de excitacion de 450 nm

(ancho de banda 1.0 mm) y una longitud de emision de 490 nm (ancho de banda 1.0 mm)
Ya que la formacion de fibrillas in vitro sigue un crecimiento por nucleacion (Chiti y

Dobson, 2006), en el cual se presenta una fase de retardo antes del crecimiento de las fibrillas y

que este mecanismo se ha observado para 6aJL2 (del Pozo-Yauner et al., 2008; Blancas-Mejia et
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al., 2009), se tomaron muestras cada dos horas durante el periodo correspondiente a la pre-
transicion y cada hora en la fase de crecimiento, al notarse un aumento en la intensidad de

fluorescencia de la ThT. La cinética de formacion de fibras se sigui6 por 50 horas.
A partir de la pendiente de la region lineal de la fase de crecimiento se obtuvieron las

constantes de velocidad de crecimiento de las fibrillas. El tiempo de retardo se calcul6 mediante
extrapolacion de la recta de la fase lineal de crecimiento al valor basal.

41



VI. RESULTADOS

A) Propiedades espectroscopicas a diferentes valores de pH en ausencia de agente

caotropico.

1. En presencia de NaCl

Como se menciono anteriormente, la sefial de fluorescencia del estado nativo del unico residuo
de triptofano presente en 6aJL2 en el estado nativo es minima debido a su cercania al puente
disulfuro. Durante el desplegamiento, se observa un incremento en la sefial de fluorescencia del
triptofano debido a su alejamiento del puente disulfuro (Figura 1.5b). Este cambio en la sefial de
fluorescencia se utiliz6 por lo tanto como medida de los cambios conformacionales que sufre el

dominio al variar el pH del sistema.

Las muestras incubadas durante 5 minutos, a 37° C a diferentes valores de pH
presentaron dos comportamientos distintos. A pH < 4.5, los espectros mostraron una marcada
dispersion de luz (de 310 a 330 nm), lo cual sugiere la presencia de especies oligoméricas de
mayor peso molecular (Figura 5.1a). Sin embargo, la ausencia de turbidez visible sugiere que
dichas especies son solubles. Por otra parte, a pH > 4.5, los espectros no presentaron dispersion
de luz y su intensidad de fluorescencia, asi como su méaximo de emision fueron muy similares
(IF = 8000, Amax = 337 nm) (Figura 5.1a).

Figura 5.1. Espectros de fluorescencia obtenidos a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
presencia de NaCl.
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Al comparar los espectros de fluorescencia de las muestras incubadas cinco minutos y 24
horas, se observo que los espectros de las muestras a pH < 4.5 fueron idénticos para ambos
tiempos de incubacion (Figura 5.2a). Por lo tanto, para estas muestras, los cambios inducidos al
cambiar el valor de pH fueron muy rapidos y se mantuvieron. Por otra parte, las muestras a pH >
4.5 presentaron un aumento en la intensidad de fluorescencia, ademas de un efecto barocromico
(Mmax = 342 nm) a tiempos de incubacion largos (Figura 5.2 y 5.1b). Estas muestras no

presentaron evidencia de agregacion en ninguno de los dos tiempos de incubacién.

Figura 5.2. Intensidad de fluorescencia maxima en funcion del pH a los cinco minutos y 24
horas de incubacion. Se muestran la intensidad de fluorescencia méxima obtenidad en urea 6M a
los cinco minutos de incubacion como punto de comparacién (a). CME a los cinco minutos y 24
horas de incubacion (b).

Este mismo comportamiento se observd en los CME : los valores obtenidos para las
muestras a pH < 4.5 fueron similares a los cinco minutos y a las 24 horas de incubacion, mientras
que para las muestras incubadas a un pH >4.5 se observd un corrimiento hacia valores mayores
(Figura5.2b). El efecto barocromico observado en el CME no corresponde a la formacion de
fibras amiloides, puesto que la formacion de éstas presenta con un efecto ipsocrémico (datos no
presentados; Touchette et al., 2010). Es interesante que los valores menores corresponden a las
muestras incubadas entre 3.5 y 4.5 (Figura5.2b).

Tiempo seguido, se midié la union de 6aJL2 a la sonda ANS. A los 5 minutos de
incubacién, 6aJL2 no une ANS apreciablemente (IFms = 9000). A valores de pH neutros o
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ligeramente alcalinos, no hay un aumento significativo en la fluorescencia y se observo
Unicamente un desplazamiento heterogéneo del Amsx de 2-3 nm respecto a los blancos (Figuras
5.3a'y 5.4). Aunque se observo un aumento en la fluorescencia en los valores de pH més acidos,
en especial a pH 2.0, ésta es apenas el doble de la fluorescencia del blanco y no estuvo
acompafiado del efecto ipsocromico que caracteriza la union de ANS a sitios hidrofobicos
expuestos, el cual se ha observado con 6aJL2 en condiciones desnaturalizantes (datos no

presentados).

A las 24 hrs de incubacion, la intensidad fluorescencia del ANS aumenté muy
ligeramente en los valores de pH > 5.0 y disminuy6 ligeramente a valores de pH < 5.0. Sin
embargo, no se observa un corrimiento del Ama (Figuras 5.3b y 5.4). La ausencia de
desplazamiento del maximo de fluorescenca tampoco se observé en los CME de la fluorescencia

del ANS (datos no presentados).

Figura 5.3. Espectros de fluorescencia de ANS a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
presencia de NaCl.
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Figura 5.4. Intensidad de fluorescencia del ANS maxima en funcién del pH (a) y Amsx (b), a los cinco
minutos y 24 horas de incubacion en presencia de NacCl.

A pesar de la alta concentracion de proteina utilizada, al igual que otros sandwiches-f3
(Ghose y Jirgensons,1971), 6aJL2 tiene poca sefial en el dicroismo de UV lejano. Los espectros
obtenidos a los 5 minutos y 24 horas de incubacién presentaron un minimo a 217 nm consistente
con una estructura de hojas-f antiparalelas. Ademas, para valores de pH > 4.5, presentaron una
banda a 230 nm (Figura 5.5). Esta sefial se ha observado en otros dominios variables y se ha
adjudicado a las interacciones de grupos de residuos aromaticos (Qin et al., 2007). EI hombro a
230 nm es mas pronunciado a valores de pH cercanos a la neutralidad y desaparece a valores de
pH &cidos (Figura 5.6b).

Figura 5.5 Elipticidad molar en el UV lejano a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
presencia de NaCl. Las flechas indican el minimo a 217 nmy el hombro a 230 nm.
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Practicamente no se observaron cambios en la elipticidad molar a 217 nm entre las dos
escalas temporales (Figura 5.6a). A 230 nm, la elipticidad molar disminuye ligeramente a las 24
horas (Figura 5.6b).

Figura 5.6. Elipticidad molar a 217 nm (a) y 230 nm (b) a los cinco minutos y 24 horas de incubacion en
presencia de NaCl.

Por otro lado, los espectros de dicroismo circular de UV cercano muestran dos picos
positivos definidos a 296 y 269 nm. El primero corresponde a la sefial del triptofano 35 (296
nm), mientras que el segundo al conjunto de tirosinas (269 nm) (seis residuos presentes en

6aJL2). La sefial de ambos fue parecida (Figura 5.7a).
A los cinco minutos de incubacion, la sefial de elipticidad disminuy6 un poco al disminuir

el pH, sin embargo se mantuvieron los dos picos definidos. A partir del pH 4.5, sélo se
observaron pequefios cambios en el maximo a 269nm (Figura 5.7a).
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Figura 5.7. Elipticidad molar en el UV cercano a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
presencia de NaCl.

A las 24 horas de incubacién, se observé un aumento de la sefial en los valores de pH méas
cercanos a la neutralidad (pH entre 5.0 y 8.0). La forma de los espectros se mantuvo, sélo ocurrié
una translacion de los espectros hacia valores de elipticidad mayores (Figura 5.7b). Ya que
durante la desnaturalizacion por urea, ambos picos se pierden (Blancas-Mejia et al., 2009),
nuestros resultados indican que la estructura de 6aJL2 se conserva al variar el pH. Al igual que
por fluorescencia, se observaron rearreglos a valores de pH mas neutros. Es importante sefialar

que estos no se observaron a pH 8 (lo que coincide con lo observado previamente) (Figura 5.8).

Figura 5.8. Elipticidad molar a 269 nm, el pico correspondiente a la sefial de las tirosinas presentes en
6aJL2, (a) y a 296 nm , el pico correspondiente a la sefial del Unico residuo de triptofano (b) a los cinco
minutos y 24 horas de incubacion en presencia de NacCl.

47



Los espectros obtenidos a las 24 horas de incubacién sugieren que los espectros obtenidos
se deben a un un corrimiento de la linea base. En efecto, no deberia de haber cambios en la sefial
a 320 nm. Los espectros se corrigieron por lo tanto restandole un valor constante a todo el
espectro para obtener una sefial en ausencia de lo que podria ser un corrimiento de la linea base.
Como resultado de esta correccion, no se observaron cambios en la elipticidad molar a 269 nm
entre las muestras incubadas cinco minutos y 24 horas, ni a 296 nm (Figura 5.9). Esto es, con la
correccion no se observaron cambios en los valores de pH cercanos a la neutralidad que reporta
por otras técnicas (y en las muestras independientes utilizadas para calcular la establidad
termodindmica, Figura 5.16). Asimismo, a 269 nm la elipticidad molar de las muestras incubadas
apH 3.0y 3.5 (= 0) es indicativa de una pérdida total de estructura a estos valores de pH, lo cual
contrasta con nuestros resultados de estabilidad termodinamica (ver méas adelante). Como
ademas el corrimiento observado para las muestras fue mucho mayor que para los blancos
(Figura 5.10), nuestros resultados indican que el corrimiento aparente de la sefial de dicroismo no
es un artefacto espectral, sino que refleja cambios estructurales.

Figura 5.9. Elipticidad molar corregida a 269 nm, el pico correspondiente a la sefial de las tirosinas
presentes en 6aJL2, (a) y a 296 nm , el pico correspondiente a la sefial del Gnico residuo de triptofano (b)
a los cinco minutos y 24 horas de incubacion en presencia de NacCl.

48



Figura 5.10. Elipticidad obtenida para las muestras con mayor corrimiento y sus respectivos blancos.

2. En ausencia de NaCl

Al igual que en presencia de NaCl, las muestras incubadas a pH entre 2.5 y 4.5 presentaron
dispersion al inicio del espectro de intensidad de fluorescencia, desde los cinco minutos. En este
caso, tampoco se observo turbidez en las muestras. De igual forma, para las muestras incubadas
a un valor de pH> 5.0 tampoco se observo dispersion. Sin embargo, se observo un marcado
aumento en la intensidad de fluorescencia intrinseca a pH 2.0, lo que indica que la estructura de
la proteina se encuentra severamente comprometida (IF méx = 16000, comparable con la

obtenida con urea 6M a pH 2.0 en presencia de NaCl) (Figuras 5.10a y 5.11a).

Figura 5.11. Espectros de fluorescencia a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en ausencia
de NaCl.
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A las 24 horas de incubacion, se observaron cambios importantes: excepto para los
valores de pH intermedios, la intensidad de fluorescencia intrinseca aumentd drasticamente. El
espectro obtenido indica que tras 24 horas en ausencia de NaCl tanto la muestra incubada a

pH2.0 como la incubada pH 8.0, se encuentran desnaturalizadas (Figura 5.11b y 5.12a).

Figura 5.12. Intensidad de fluorescencia maxima en funcién del pH a los cinco minutos y 24 horas de
incubacion en ausencia de NaCl(a). CME a los cinco minutos y 24 horas de incubacién (b) en ausencia de
NacCl.

Las muestras incubadas en ausencia de NaCl (Figura 5.13 y 5.14) presentaron una mayor
unién a ANS que las incubadas con NaCl (Figura. 5.3 y 5.4). En las muestras incubadas a valores
cercanos a pH neutro o ligeramente alcalinos, se observd una intensidad de fluorescencia de
ANS ligeramente mayor en comparacion a los blancos sin proteina; la fluorescencia también
aumento en los valores de pH mas &cidos (Figura 5.12a). Sin embargo, ain en estas condiciones

solo se observé un muy ligero efecto ipsocrémico (cerca de 4 nm) (Figura 5.14b).
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Figura 5.13. Espectros de fluorescencia del ANS a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
ausencia de NacCl.

Figura 5.14. Intensidad de fluorescencia del ANS méaxima en funcién del pH (a) y Amax (b), a los cinco
minutos y 24 horas de incubacion en ausencia de NaCl.

Por otro lado, los espectros obtenidos por dicroismo circular en el UV lejano son los
esperados para una estructura de hojas-p antiparalelas, con un minimo caracteristico a 217 nm.
El Unico espectro inusual es el de la muestra incubado a pH 2.0, en donde se observé un
corrimiento del minimo a valores de longitud de onda menores por lo que no se aprecio el
minimo. Al igual que en el caso de las muestras incubadas con NaCl, se observa un hombro a

230 nm para las muestras incubadas a valores de pH > 4.5 (Figura 5.15)
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Figura 5.15. Elipticidad molar en el UV lejano a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacion (b) en
ausencia de NacCl.

Al igual que en las muestras incubadas en presencia de NaCl, casi no se observaron
cambios en el valor de elipticidad molar a 217 nm; de hecho es en donde menos cambios se
observaron en funcién del pH y del tiempo (Figura 5.16a). Sin embargo, a 230 nm, no se
observaron cambios en funcion del tiempo, sélo con el pH, lo cual contrastra con las muestras
incubadas en presencia de NaCl en donde se observd una disminucion del valor de elipticidad
molar a las 24 horas, en especial a pH = 5.0 (Figuras 5. 6 y 5.16b).

Figura 5.16. Elipticidad molar a 217 nm (a) y 230 nm (b) a los cinco minutos y 24 horas de incubacion

Por otro lado, a los cinco minutos de incubacién, los espectros de dicroismo circular de UV

cercano mostraron, al igual que las muestras incubas en presencia de NaCl, dos picos positivos
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definidos a 296 y 269 nm (Figura 5.17). 6aJL2 tiene menos sefial y por lo tanto menos estructura
en ausencia de NaCl que su presencia.

Figura 5.17. Elipticidad molar en el UV cercano a los cinco minutos (a) y 24 horas de incubacién (b) en
ausencia de NacCl.

A las 24 horas de incubacion, se observo una disminucion de la elipticidad. A valores de
pH = 4.5, se modifica la forma del espectro, ya que se pierde el pico positivo a 296 nm (Figura
5.17b y 5.18b) y la depresion entre los dos picos observados (Figura 5.16b). Asimismo, se
observa una disminucion de la elipticidad a 269 nm, aunque no se pierde por completo el pico
(Figura 5.18a). Como se menciond previamente, esto es lo que ocurre durante la
desnaturalizacion por urea (Blancas-Mejia et al., 2009), por lo que nuestros resultados indican
que 6aJL2 se desnaturaliza en ausencia de NaCl en estos valores de pH.
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Figura 5.18. Elipticidad molar a 269 nm, el pico correspondiente a la sefial de las tirosinas presentes en
6aJL2, (a) y a 296 nm , el pico correspondiente a la sefial del Unico residuo de triptofano (b) a los cinco
minutos y 24 horas de incubacion en ausencia de NaCl.

B) Estabilidad termodindmica

La estabilidad termodinamica fue monitoreada por el cambio en la intensidad de fluorescencia
intrinseca. En todos los casos, a los cinco minutos de incubacion se observaron transiciones
monofasicas, caracteristicas de un plegamiento en dos estados. No se observaron indicios de
intermediarios estables en ninguno de los valores de pH estudiados (Figura 5.19). Los

experimentos de desnaturalizacion en presencia de urea se realizaron por duplicado.
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Figura 5.19.Intensidad de fluorescencia a 352 nm en funcion de la concentracion de urea a los cinco
minutos de incubacién (a) y a las 24 horas de incubacion (b) para los valores de pH a los que se estudié la
desntauralizacién por urea de 6aJL2. Las lineas indican el ajuste realizado al modelo de dos estados. Los
colores utilizados son los mismos que para los espectros de fluorescencia y dicroismo circular

A las 24 horas, los datos a valores de pH 5.0, 6.0 y 7.0 coinciden con lo observado por
fluorescencia en ausencia de urea. A tiempos largos ocurren modificaciones en el espectro, en
particular un aumento en la intensidad de fluorescencia a bajas concentraciones de urea que
arrojan incertidumbre en el valor del fluorescencia de la pre-transicion, lo que imposibilita
obtener el valor de AG (Figura 5.19). Este comportamiento se confirma con los CME: a las 24
horas se observa ademas un marcado efecto barocrémico a bajas concentraciones de urea, sobre
todo a pH 7.0 (Figura 5.20).

Figura 5.20. CME de 6aJL2 al ser desnaturalizado en urea a diferentes valores de pH a los cinco minutos
(@) y 24 horas de incubacién (b). Los colores utilizados son los mismos que para los espectros de
fluorescencia y dicroismo circular.
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Con el objeto de comparar directamente los resultados obtenidos al modificar el pH, se
calcul6 la fraccion de proteina nativa (Figura 5.21). Al variar el pH de 2.5 a 4.0, se observo un
aumento gradual en el valor de Cr,,, mientras que a valores de pH menos &cidos los valores de Cy,

obtenidos son muy similares (Tabla 5.1).

Figura 5.21 Fraccién nativa a los cinco minutos (a) y las 24 horas de incubacién (b) para los valores de
pH a los cuales se estudi6 la desntauralizacion por urea de 6aJL2. Las lineas indican el ajuste realizado al
modelo de dos estados. Los colores utilizados son los mismos que para los espectros de fluorescencia y
dicroismo circular.

Tabla5.1. C,, calculada para las muestras
incubadas 5 minutos y a las 24 horas.

5 min 24 hrs
2.5 0.84 0.84
3.0 1.8 1.6
3.5 1.7 1.6
4.0 2.2 2.1
4.5 2.2 2.3
5.0 2.5 --
6.0 2.2 --
7.0 2.1 --
8.0° 2.2 --

®Blancas-Mejia et al., 2009
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La post-transicion de las curvas de desnaturalizacion obtenidas presentaron mucho ruido
(Figura 5.19), por lo que los errores asociados a la determinacion del AG son bastante grandes.
(Figura 5.20). A pesar de esto, es claro que los valores de AG de 6aJL2 se distribuye bajo la
forma de una campana invertida. 6aJL2 tiene una mayor estabilidad entre pH 4.0 y 4.5 y una
menor estabilidad en los valores extremos (Figura 5.22a). Ademas la cooperatividad del proceso
de desplegamiento se distribuye de la misma manera: es mayor a pH 3.5 y menor en los valores
de pH extremo (Figura 5.22b). Por motivos que se explicaran posteriormente (ver discusion), el
valor discrepante de cooperatividad a pH 3.0 se adjudica al ajuste y no a una diferencia en la via
de plegamiento. En cuanto a los datos obtenidos tras 24 horas de incubacion, los valores de AG y
m obtenidos (en aquellos casos en los que fue posible calcularlos) son iguales dentro del error
experimental a los obtenidos para los cinco minutos de incubacion (Figura 5.22)

Figura 5.22. Parametros termodindmicos obtenidos al equilibrio, AGy (@) y m (b). Se muestran en
diferentes colores los datos correspondientes a repeticiones diferentes y en verde los valores obtenidos
previamente (Blancas-Mejia et al., 2009).

C) Formacion de fibrillas

La fibrilogénesis de 6aL2 se estudi6 a diferentes valores de pH. En las cinco condiciones
utilizadas, las cinéticas obtenidas presentaron el comportamiento tipico descrito para la

formacion de fibrillas, es decir una fase de retardo (o fase lag) seguida de una fase de
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crecimiento exponencial, aunque sélo en las muestras incubadas a pH 2.0 se alcanzd la meseta

correspondiente al final de la cinética (Figura 5.23).

Figura 5.23. Cinética de formacidn de fibrillas a diferentes valores de pH durante las primeras 50 horas y
y con las medidas a las 24 horas para evaluar la intensidad de fluorescencia final. Los colores utilizados
corresponden a los de los espectros de fluorescencia y de dicroismo circular en ausencia de agentes
caotropicos.

Se volvié a medir la intensidad de fluorescencia de la ThT 24 horas después de terminar
el experimento, ya que se ha descrito que en ciertos casos la fluorescencia disminuye debido a
agregacion lateral de las fibrillas (Souillac, 2002b). La intensidad de fluorescencia al término del
experimento s6lo disminuy6 a pH 3.0 y muy levemente a pH 4.5. En estas condiciones se

mantuvo sin disminucion significativa (Figura 5.23).

Cabe sefialar que la intensidad de fluorescencia maxima a pH 2.0 fue menor a la
alcanzada a los demaés valores de pH, sobre todo considerando que en las demas cinéticas de
formacidn de fibras no se alcanzé la meseta final (Figura 5.23). Por el valor final de intensidad
de fluorescencia obtenido a las 24 horas, pareceria a pH 4.5 también el valor de fluorescencia
méaxima alcanzada es menor. En todas las demas cinéticas parece que se alcanzé un valor de
fluorescencia méxima similar, aunque es dificil asegurarlo puesto que no estaban terminadas al

término del tiempo de medicion (50 horas).

58



Los parametros utilizados para describir las cinéticas de fibrilogénesis son los valores de tiempo
lag y de tasa de extension de fibrillas (k) (Xue et al., 2008). Estos se muestran en la tabla 5.2.

Tabla 5.2.Pardmetros de fibrilogénesis obtenidos para las tres
repeticiones realizadas a los valores de pH muestreados

pH Repeticion tiag K
(min) (IF ThT.min™})
1 155.8 10.10+1.2
2.0 2 -410.7 20.17+3.6
3 196.8 17.53+1.7
1 1412.8 6.67+0.5
3.0 2 1200.9 7.57+0.8
3 1429 6.89+1.0
1 716.9 2.88+0.3
4.5 2 1070.1 3.00+1.2
3 1257.8 4.30+0.9
1 1712.7 16.46+2.0
7.0 2 1786.4 10.01+1.2
3 1795.2 17.69+4.0
1 2412.2 13.79+2.6
8.0 2 1515.2 10.97+0.8
3 2508.2 21.28+5.2

La fase de retardo se ha descrito como la fase de acumulacion de precursores solubles
necesarios para la formacion de agregados fibrilares (Chiti y Dobson, 2006). Los valores
menores de tj,q Se encontraron a pH 2.0 y los mayores valores a pH 8.0. El tiempo de retardo (o
tiempo lag) correlaciona con el valor de pH (R*= 0.98; n = 5; p = 0.04): a valores mas écidos,
menor tiempo lag (Figura 5.24). Este resultado confirma que el tiempo lag a pH 8.0 es mayor que
al tiempo lag a pH 7.4 (del Pozo-Yauner et al., 2008; Blancas-Mejia et al., 2009).
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Figura 5.24 Tiempo de retardo en la formacion de fibrillas en funcion del pH. Se muestran las tres
repeticiones.

Por otro lado, la tasa de crecimiento de las fibrillas, correspondiente a la fase de aumento
de la intensidad de fluorescencia de la ThT observada en las cinéticas, se ha relacionado
directamente con la velocidad de extension de las fibrillas mediante la incorporacion de especies
solubles. Sorprendentemente, las tasas observadas se distribuyen en una campana invertida: es
mucho mas lenta a valores intermedios de pH y aumenta drasticamente en los valores extremos
(Figura 5. 25).

Figura 5.25. Tasa de extension de las fibrillas en funcidn del pH. Se muestran las tres repeticiones
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No existe por lo tanto una correlacion entre el tiempo de retardo y la velocidad de
extension de fibrillas a diferencia de los que se ha reportado en presencia de urea (Blancas-
Mejia, 2009) o para otros dominios variables (Khurana et al., 2001; Qin et al., 2007).
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VII. DISCUSION

Los datos obtenidos por espectroscopia sefialan que, contrariamente a lo que sucede con
otros dominios variables (Khurana et al., 2001) o a lo que se habia reportado anteriormente
(Mishima et al., 2009), 6aJL2 no se despliega al disminuir el pH, en presencia de NacCl, en la
escala temporal estudiada. En particular, los espectros obtenidos por dicroismo circular en el UV
lejano indican que el contenido de hojas p antiparalelas se mantiene, ain a valores de pH muy
acidos y los espectros obtenidos por dicroismo en el UV cercano indican que la estructura
terciaria se mantiene en general. En efecto, debido a que 6aJL2 contiene un Unico residuo de
triptofano, el pico observado a 296 nm es muy sensible y se pierde al desnaturalizarse, como

sucede con urea 6M (Blancas-Mejia et al., 2009) o en ausencia de NaCl a las 24 horas.

El hombro observado a 230 nm en el DC se ha atribuido a las interacciones aromaticas,
en particular a la contribucion de los residuos de tirosina. Sin embargo es importante sefialar que,
los espectros de UV cercano indican que la estructuracién de los sitios arométicos se mantiene al
disminuir el pH. Por lo que la disminucion del hombro a 230 nm probablemente indique algo
maés. Lo curioso es que este hombro que desaparece a pH < 4.5, también lo hace en presencia de
urea (Blancas-Mejia et al., 2009).

Por otro lado, el ANS se utiliza como una sonda de parches de residuos hidrofobicos
expuestos (Chanez-Céardenas, 1998; Souillac et al., 2002a; Souillac et al., 2002b). La unién no
covalente del ANS a estos sitios produce un aumento en su intensidad de fluorescencia y un
corrimiento hacia el azul. Sin embargo, a la fecha no se conoce bien el mecanismo por el cual
actla. La fluorescencia de las moléculas de ANS depende del grado de exposicion al agua puesto
que ésta apaga la fluorescencia (Matulis et al., 1998).

En el caso de 6aJL2, no se observd el efecto ipsocrémico caracteristico de la unién de
ANS a regiones hidrofébicas. En conjunto con los demas datos espectroscépicos obtenidos,
creemos que el ligero aumento de la fluorescencia observada a valores de pH mas &cidos refleja
la posible unidn del colorante a regiones expuestas al solvente y por lo tanto la existencia de

rearreglos Unicamente locales.
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En general, se observaron dos patrones de comportamiento para la incubacion de 6aJL2 a
diferentes valores de pH en ausencia de agentes caotropicos. A valores de pH < 4.5, las muestras
incubadas alcanzaron muy réapidamente el estado de equilibrio, los espectros de fluorescencia
presentaron un poco de dispersion, se observa una ligera union de ANS y los espectros de DC en
el UV lejano solo presentan un minimo definido a 217 nm. Por otro lado, las muestras incubadas
a valores de pH > 5.0 no presentan dispersién, alcanzan un primer equilibrio rapido a los 5
minutos de incubacion pero pasan por un segundo cambio conformacional a escalas temporales
mayores, su union a ANS es despreciable y los espectros de DC en el UV lejano presentan
ademéas un hombro a 230 nm. Los espectros obtenidos a pH 4.5 presentan caracteristicas

intermedias.

La frontera entre los dos comportamientos antes descritos coincide con el punto
isoeléctrico de la 6aJL2. En efecto, el punto isoeléctrico experimental es de 4.5 (del Pozo-
Yauner, 2008). Nuestros resultados parecen indicar que las muestras cargadas positivamente sélo
responden a un equilibrio termodindmico rapido, mientras que para aquellas cargadas

negativamente se observa ademéas un proceso cinético lento.

En este sentido, el ligero aumento observado en la fluorescencia del ANS a valores de pH
maés acidos también se puede atribuir a una mayor interaccion electrostatica debida a la presencia
de carga positivas con el sulfonato presente en el ANS. En efecto, se ha descrito que la
interaccion del ANS con proteinas estd mediada por interacciones electrostaticas (Matulis y
Lovrien, 1998) y no es exclusiva de los parches formados por residuos hidrofébicos (Schénbrunn
et al., 2000).

Como se menciond, la dispersion de luz observada en los espectros de las muestras
cargadas positivamente (pH < 4.5) sugiere la presencia de especies oligoméricas en solucion.
Seria interesante caracterizarlas con detalle, ya sea mediante cromatografia de exclusion
molecular analitica o por dispersion de luz, ya que existe al menos el caso de un dominio
variable fibrilogénico que puede dar origen a agregados amorfos o fibrilares dependiendo de las
caracteristicas del ambiente en el que se encuentre (Khurana et al., 2001). A la fecha, en el caso
de 6aJL2, no se tienen evidencias de la formacion de agregados amorfos.
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Respecto al cambio conformacional que ocurre a las 24 horas de incubacion, aparente
principalmente en las muestras incubadas a pH = 5.0, nuestros resultados, en particular el CME,
indican que se trata de una desestabilizacion. Este cambio a una escala temporal larga se habia
detectado previamente, en presencia de urea, por fluorescencia intrinseca y dicroismo circular
(Figura 4b de Blancas-Mejia et al., 2009). Este fendbmeno se observa a 37 °C, pero no a

temperaturas menores.

Por otro lado, el efecto del cloruro de sodio, asi como de otras sales, sobre 6aJL2 debera
investigarse con mas profundidad en un futuro. En efecto, en inmunoglobulinas, tanto en
anticuerpos enteros como en fragmentos o en los dominios independientes, se ha observado un
estado conformacional de plegamiento alternativo estabilizado por la presencia de aniones, en
particular por el i6n cloruro cuyas cargas negativas enmascaran las cargas positivas de las
proteinas en las que se ha observado, permitiendo que se pliegue (Goto et al., 1990a; Goto et al.,
1990b; Buchner et al., 1991; Thies et al., 1991; Welfie et al., 1998). Este estado se caracteriza
por ser compacto pero con poca estructura terciaria (Buchner et al., 1991; Thies et al., 1991,
Welfie et al., 1998). Al eliminar el NaCl de nuestros amortiguadores esperabamos encontrar
evidencia de este estado a valores de pH &cidos. Sin embargo, aunque 6aJL2 se estabiliza en
presencia de NaCl, nuestros resultados no apoyan que dicho estado conformacional se presente
en 6aJL2. En efecto, la mayoria de diferencias observadas entre las muestras incubadas en
presencia y en ausencia de NaCl se observaron en aquellas muestras incubadas a valores de pH
neutros o ligeramente alcalinos, en los cuales 6aJL2 estd cargado negativamente (ver mas
adelante). Por lo tanto, no podemos atribuir los estados observados a pH &cidos a un estado
estabilizado por cargas negativas presentes en el solvente. La ironia de este hecho resulta en que
si bien logramos eliminar el cloruro de nuestras muestras, la mayoria de los amortiguadores
tienen sodio y no se observan cambios drasticos en las Gnicas muestras que realmente no tiene
sodio (muestras incubadas en BIS-TRIS). Tal vez el efecto observado se deba a los cambios de
fuerza idnica que se dan en ausencia de cloruro de sodio, mas que a la naturaleza de los iones en
si. Las diferencias mas sobresalientes entre la proteina incubada en presencia de NaCl y en su

ausencia se muestra en la figura 7.1.
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Figura 7.1. Comparacion de las propiedades espectroscopicas distintivas entre las muestras incubadas en
presencia de NaCl (columna de la izquierda, a; c; e y g) y sin NaCl (columna derecha, b; d; f;y h). A las 24 horas de
incubacion, los espectros de fluorescencia (a y b), asi como de dicroismo circular en el UV cercano (e y f) indican
cambios acentuados en las muestras incubadas sin sal, en particular una pérdida de la estructura en las muestras sin
sal. EI CME (cy d) muestra que la desestabilizacion en las muestras a pH > 4.5 ocurre en ambos casos, pero con una
mayor magnitud en las muestras incubadas sin sal. Finalmente el valor de la elipticidad molar a 269 nm, demuestra
que la pérdida de estructura en las muestras sin sal comienza desde los cinco minutos de incubacion (g y h).
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En todo caso, nuestros resultados indican que el NaCl estabiliza la estructura de 6aJL2 y
que su presencia retarda la desestabilizacion que ocurre a pH = 5.0; puesto que en su ausencia las

muestras incubadas a estos valores de pH se desnaturalizan.

Esto es importante considerando el trabajo de Mishima y colaboradores (2009), en el cual
se habia observado que proteinas A6 (incluyendo una proteina recombinante construida a partir
de la secuencia de 6aJL2 reportada por del Pozo-Yauner) se encuentran altamente desplegadas a
pH 2.0. Ademas, los autores reportaron un tiempo de retardo para la cinética de formacion de
fibrillas de Jto mayor al de Wil, lo que contrasta con resultados obtenidos previamente por
grupos independientes (Wall et al.,1999b; del Pozo-Yauner et al., 2008). La diferencia
fundamental entre sus experimentos y los demas es que usaron amortiguadores sin sal. Nuestros
resultados muestran que 6aJL2 se encuentra desnaturalizada en ausencia de NaCl a pH 2.0, mas
no en su presencia. Por lo tanto, sus resultados no son comparables a los de estudios previos,
puesto que se trata de condiciones diferentes. Considerando nuestros resultados, seria interesante
investigar la presencia de estructura residual en presencia de NaCl, sobre todo porque se trata de
un soluto fisiolégico. Asimismo, podria ser que los resultados encontrados respecto a la
fibrilogénesis de Wil, Jto y la proteina construida con la secuencia de 6aJL2 estén sesgados por
la ausencia de NaCl. En efecto, se ha visto que las sales pueden estabilizar tanto al estado nativo

como al estado fibrilar (Sikkink y Ramirez-Alvarado, 2008).

Por otro lado, el servidor EMBL WWW Gateway to isoelectric point® permite conocer la
distribucion de cargas teoricas a diferentes valores de pH, a partir del punto isoeléctrico
calculado a partir de la secuencia. A pH 2.0, 6aJL2 tiene una carga neta de +9.0, mientras que a
pH 8.0 su carga neta es de -3.0. En ambos casos, la distribucion de cargas es asimétrica (N.
Pastor-Col6n, comunicacién personal). A pH 4&cido, la estructura de 6aJL2 tiene por lo tanto
mayor flexibilidad, para acomodar el mayor nimero de cargas que se repelen entre si (Figura
7.2).

! http://www3.embl.de/cqi/pi-wrapper.pl
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Figura 7.2. Distribucion de cargas en 6aJL2. Se sefialan en rojo los aminoécidos que pueden tener carga
neta negativa (aspartato y glutamato), en azul los aminoacidos positivos (arginina y lisina) y en morado
las histidinas. A pH 2.0, todos estos aminoécidos se encuentran protonados y la carga neta + 9.0 se debe a
la protonacion de las lisinas y argininas. A pH 8.0, la carga neta se debe al E51, E52 y D68 que no estan
involucrados en puentes de sal. Figura donada por la Dra. Nina Pastor.

Independientemente de la presencia o ausencia de sal, los datos espectroscopicos
evidencian que los cambios observados en muestras incubadas a valores de pH casi neutros o
ligeramente alcalinos son mayores que los observados a pH acido. Es claro que los cambios
observados a las 24 horas son independientes del equilibrio rapido N<=D observado a tiempos
cortos. Puesto que la agregacion es un proceso cinéticamente controlado, probablemente el
proceso cinético observado a valores de pH cercanos a la neutralidad o ligeramente alcalinos a

tiempos largos podria estar involucrado en la formacion de fibras.

Los valores de estabilidad termodinamica obtenidos coinciden con los reportados a la
fecha para cadenas ligeras amiloidogénicas. 6aJL.2 es mas estable a pH 4.0. En el caso de 6aJL2,
la méxima estabilidad del plegamiento no se observa en condiciones fisiologicas. La mayor
estabilidad de 6aJL2 parece corresponder a su forma eléctricamente neutra, observada alrededor
de pH 4.5. Existen ademés dos conjuntos de conférmeros cercanos a la estructura nativa, que
parecen estar separados de este estado por una barrera energética relativamente pequefia®. El

3 La barrera energética parece ser pequefia puesto que al incubar a pH 4cido 6alL2, purificada a
pH 8.0, se observa el conjunto acido a los cinco minutos de incubacion. Sin embargo, se
requeriria de experimentos cinéticos para confirmarlo.

67



primer conjunto se observa a valores de pH &cido, mientras que el segundo se observa a valores
de pH cercanos a la neutralidad o ligeramente alcalinos. Dentro de estos conjuntos, los valores
extremos ocasionan una desestabilizacion de 6aJL2, aunque la desestabilizacion a pH muy acido
es por un mecanismo diferente a la que ocurre a pH alcalino. Ademas, el nimero de cargas
presentes y su distribucion en ambos conjuntos, asi como los datos de unién a ANS, sugieren que
la estructura de 6aJL2 tenga mayor flexibilidad a pH &cido. Sin embargo se requieren estudios

posteriores para confirmarlo.

Es interesante que el valor de cooperatividad mas alto corresponde a pH 3.5. La
cooperatividad estd ligada con el cambio en el éarea accesible al solvente (a mayor
cooperatividad, mayor cambio en el area expuesta al solvente), por lo que seria interesante
estudiar si esta diferencia es atribuible a cambios de area expuesta en la estructura nativa o en la

estructura desnaturalizada.

Por otro lado, la ausencia de intermediarios de plegamiento en el caso de 6aJL2 contrasta
con lo que se ha descrito en las cadenas ligeras k al disminuir el pH (Khurana et al., 2001). Sin
embargo, no se descarta su existencia a valores de pH acido (en particular a pH 3.0 y 3.5), puesto
que en estas condiciones, los datos se ajustan mal a una ecuacion de dos estados (el error
experimental es mucho mayor a pH &cido). De hecho, consideramos que tanto el valor de AG,
como el de m, a pH 3.0 representan una subestimacion de los valores reales puesto que el ajuste
no coincide completamente con los puntos experimentales. Se requiere por lo tanto seguir
simultdneamente la desnaturalizacion por urea por dos técnicas diferentes, por ejemplo dicroismo

circular y fluorescencia intrinseca.

En todo caso, la presencia o ausencia de intermediarios de plegamiento pareceria ser
independiente de la formacion de fibras amiloides. A la fecha, no se sabe en donde ocurre la
desestabilizacion de las cadenas ligeras y la formacién del nucleo critico, ya sea en el plasma, a
pH 7.4 (Ganong, 2004), o en el rifidén, a pH entre 4.5y 7.4 (Patton et al., 1989; Ganong, 2004).
Considerando esto, 6aJL2 no se encuentra en su minimo de energia en condiciones fisiologicas y
la barrera energética hacia el estado de agregacion es podria ser menor. Las fluctuaciones de pH

en estas condiciones, a las cuales estan sometidas las proteinas A6 permiten que éstas oscilen
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entre diferentes estados alejados del minimo de energia. Por lo tanto, pareceria que la agregacion
de las proteinas A6 se da a partir de una forma tipo nativa accesible dentro de las fluctuaciones
que ocurren en condiciones fisioldgicas, mas que de un intermediario en la via de plegamiento
(Chiti y Dobson, 2009). Asimismo, es interesante que la forma que se encuentra en condiciones
fisiologicas sea una especie con carga eléctrica puesto que se ha descrito un papel de las
interacciones electrostaticas en la formacion de fibras amiloides (Kaplan et al., 2005).

Como se menciond previamente, el ensamblado de fibras amiloides estd precedida por
una fase de ensamblado de nucleos para la formacién de fibras maduras. Dicha fase, conocida
como fase de retardo, se puede eliminar si se adicionan semillas (Chiti y Dobson, 2006).
Creemos que eso fue lo que sucedio en la cinética fibrilogénesis a pH 2.0 para la cual se obtuvo
un ti,g Negativo: las moscas utilizadas para agitar los viales han sido utilizadas para estudiar la
fibrilogénesis de una mutante de 6aJL2. A pesar de que se lavaron varias veces y se incubaron en
proteasas durante una semana, las fibras amiloides son resistentes a la degradacion, por lo que
creemos que restos de fibra de dicha mutante sirvieron como semilla. Esto explica la ausencia de

una fase de retardo.

La formacion de fibrillas amiloides es un proceso lento que se lleva a cabo en una escala
temporal larga comparada con la escala en la que se alcanza el equilibrio entre el estado nativo y
desnaturalizado de la proteina en presencia de un agente caotrOpico. Los resultados son
sorprendentes a primera vista, ya que no existe una correlacion entre el tiempo de retardo y la
velocidad de extension de fibras como se ha reportado en presencia de urea (Blancas-Mejia,
2009) o para otros dominios variables (Khurana et al., 2001; Qin et al., 2007). Sin embargo, los
mecanismos de accion del pH y de los agentes caotrépicos son diferentes por lo que en el fondo
no tendria por qué haberla.

Esta ausencia de correlacion evidencia que la formacion del nacleo a partir del cual se
extienden las fibras es independiente de la extension de las fibras en si. Nuestros resultados
indican que cualquiera de los procesos puede ser el paso limitante en la cinética de formacion de
fibras. En efecto, en el momento en el que se dio por concluido el experimento de fibrilogénesis
in vitro, las cinéticas de las muestras incubadas a pH 8.0 estaban cerca de alcanzar la meseta,
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mientras que las cinéticas a pH 4.5 no lo estaban. Sin embargo, se observé una diferencia
significativa entre el tiempo de retardo a los dos valores de pH.

Asimismo, nuestros resultados reflejan que la especie precursora del ndcleo es diferente a
la especie que participa en la elongacion de las fibras. Como se mencioné previamente, la
fibrilogénesis generalmente se asocia a un evento de desplegamiento (Kelly, 1996; Helms y
Wetzel, 1996; Guijarro et al., 1998; Ferrdo-Gonzales et al., 2000; Chiti y Dobson 2006). Por un
lado, la fase de nucleacion, y por lo tanto el tiempo de retardo, se asocia al nimero de
interacciones no nativas. En parte, esto explica que el proceso de fibrilogénesis in vitro es
altamente sensible al tipo de agitacion utilizada en el ensayo tanto en el caso de 6aJL2 (Blancas-
Mejia et al., 2009) como de otros dominios variables (Souillac et al., 200; Khurana et al., 2001).
En el caso de 6aJL2, posiblemente la presencia inferida de especies oligoméricas a pH mas acido
juegue un papel en el proceso de nucleacion. Ademas este proceso de nucleacién se vio
favorecido por la especie presente a valores de pH muy éacidos, méas no por la especie presente a
pH alcalino. Por lo tanto la nucleacion fue favorecida Unicamente por especies cargadas
positivamente. Por otro lado, la extension de fibrillas se vio favorecida en los valores extremos
de pH estudiados, por lo que la presencia de cargas, sin importar si son negativas o positivas
favorecen la extension de las fibras. Considerando lo anterior, podria ser que sea en realidad la
flexibilidad de la estructura a pH acido la que favorece las interacciones no nativas especie
precursora; en el caso de la extension de las fibras, las interacciones electrostaticas podrian jugar
un papel en la elongacion.

A partir del mecanismo de crecimiento nucleado para la formacion de fibras y de nuestras

observaciones, esta se puede describir bajo el siguiente esquema:

lag

En donde N* corresponde a la forma precursora, la cual sugerimos tiene una estructura similar a

la nativa. A la fecha no se conoce el origen de la especie N* 0 en cuanto a sus caracteristicas. En
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cuanto a la especie que participa en la elongacién de las fibras, sabemos que es soluble, pero

diferente a la estructura precursora del ndcleo. La formacion de fibras es irreversible.

Considerando lo antes mencionado, a pH &cido, nuestros resultados sefialan que el

esquema se modifica de la siguiente manera:

La formacion del ndcleo se ve favorecida, por lo que probablemente el equilibrio hacia la forma
N* esté desplazado también. Estos cambios disminuyen el tiempo lag. Por otro lado, la
incorporacion de especies solubles también se ve favorecida, por lo que la tasa de extension de
fibrillas aumenta. El resultado es que el equilibrio del sistema esta desplazado hacia la formacion

de fibras.

A pH alcalino, nuestros resultados indican que ocurren las modificaciones siguientes al

esquema:

El equilibrio se desplaza hacia la forma desnaturalizada, lo que no favorece la formacion del
nucleo (probablemente porque es menor la porcion de moléculas N*). Estos cambios aumentan
el tiempo de retardo. Por otro lado, la incorporacion de especies solubles se ve favorecida, por lo
que la tasa de extension de fibrillas disminuye. El resultado es que el equilibrio del sistema esta

desplazado hacia la formacion de fibras.
Por otro lado, se ha descrito una correlacion entre baja estabilidad termodindmica y
propensién a la formacion de fibras amiloides (Chiti y Dobson, 2006; del Pozo-Yauner et al.,

2008b). Considerando que la velocidad de fibrilogénesis se distribuye bajo la forma de una
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campana invertida y que pareceria que la estabilidad termodinamica de 6aJL2 se distribuye en
forma de campana, se pensé originalmente que la estabilidad termodindmica podria
correlacionarse inversamente con la velocidad de extension fibrilar al modificar el pH. Sin

embargo, no hay tal correlacion.

Fisiol6gicamente, nuestros resultados parecen coincidir con las manifestaciones clinicas
de la amiloidosis AL: es una enfermedad que se manifiesta a una edad avanzada, y que tiene una
progresion muy rapida. Considerando que entre pH 7.0 y pH 8.0 se obtuvieron los mayores
tiempos de retardo, pero también tasas de extension de fibrillas elevadas, podria ser que in vivo el
desencadenamiento de la enfermedad a una edad avanzada refleje la dificultad en la formacion
del ndcleo critico. Asimismo, una vez que se haya alcanzado éste, la extension de fibras podria
ser demasiado rapida para que los sistemas de control de calidad puedan lidiar con las especies
que se adicionan a los agregados (puesto que las chaperonas extracelulares no interactdan con la
forma agregada), sobre todo considerando que a la edad a la que se manifiesta la AL dichos
sistemas empiezan a decaer (Wilson et al., 2008).

Desde el punto de vista de la caracterizacion in vitro de 6aJL2, la menor intensidad de
fluorescencia de ThT observada a pH 2.0 y a pH 4.5 tiene dos explicaciones posibles. Si se parte
del supuesto de que, sin importar la condicion de incubacion de 6aJL2, las fibras obtenidas
tienen la misma morfologia, entonces se formaron menos fibras a pH 2.0 y a pH 4.5. En los
dominios variables SMA y LEN, una menor formacién de fibras se correlaciond con la
formacion de agregados amorfos, los cuales secuestran la proteina disponible para la elongacion
de fibras (Souillac et al., 200; Khurana et al., 2001). Si no se parte de ese supuesto, entonces
puede ser que las fibras obtenidas a diferentes valores de pH tengan diferentes caracteristicas
morfoldgicas. Cualquiera que sea el caso, resulta por lo tanto indispensable la caracterizacion
morfoldgica de los agregados obtenidos.

6aJL2 es termodindmicamente mas estable que todas los dominios variables A6
amiloidogénicos para los cuales se tenian datos de estabilidad reportados en el momento en el
que se realizo el estudio de del Pozo-Yauner y colaboradores (2008), por lo que clinicamente no

se consideraria una proteina amiloidogénica. Sin embargo, in vivo entran en juego una gran
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cantidad de factores que podrian explicar la formacién de fibras amiloides por las proteinas A6.
En primer lugar, 6aJL2 es mucho menos estable a 37 °C que a 25 °C (Blancas-Mejia et al.,
2009). Ademas, nuestro estudio presenta evidencia que la forma circulante en la sangre (a pH
7.4) no se encuentra en las condiciones en donde seria mas estable y que en estos valores de pH
6aJL2 sufre una desestabilizacion y se altera el equilibrio. Asimismo, a esos valores de pH la
extension de fibras es muy rédpida una vez que se forma el nucleo critico. Al mismo tiempo, la
presencia de urea en el rifion puede favorecer la presencia de un intermediario, el cual parece
favorecer la formacion del nucleo critico. Considerando que las cadenas ligeras A6 sufren
ademas un proceso de hipermutacion somatica y que se ha documentado que muchas de éstas
son desestablizantes, pareceria que al final la relacion documentada entre las proteinas A6 y la

amiloidosis de cadenas ligeras termina siendo la suma de pequefios factores desestabilizantes.
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VIII. CONCLUSIONES

6aJL2 es mas estable a valores de pH cercanos a su punto isoeléctrico.
= Existen dos conjuntos de conférmeros de 6aJL2, uno a valores de pH menores a su
punto isoeléctrico y otro a valores menos acidos. En ambos casos, la integridad de la

estructura de hojas 3 antiparalelas se mantiene.

= No encontramos una correlacién entre el tiempo de retardo y la tasa de extension

fibrilar en las cinéticas de fibrilogénesis al variar el pH.
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