Atz
.
SR

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

CARAC;TERIZACION FUNCIONAL DE UNA NUEVA ISOFORMA DE LA
PROTEINA TRANSFERIDORA DE ESTERES DE COLESTEROL (CETP)

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Doctor en Ciencias

PRESENTA:
VICTOR GUADALUPE GARCIA GONZALEZ

TUTOR PRINCIPAL
JAIME MAS OLIVA (IFC, UNAM)

~MIEMBROS DEL QOMJTE TUTOR
JESUS ADOLFO GARCIA SAINZ (IFC, UNAM)
EDGAR VAZQUEZ CONTRERAS (UAM-C)

MEXICO, D. F. Agosto, 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizd en el laboratorio 322N del departamento de
Bioguimica y Biologia Estructural del Instituto de Fisiologia Celular de la
Universidad Nacional Autonoma de México, bajo la direccion del Dr. Jaime Mas
Oliva



Dedicatoria

La presente tesis esta dedicada a mi madre Maria Inés Gonzéalez
Reyes



Abreviaturas

AMP
ANM
AP
AUNPs
BPI
BSA
CETP
CETPI
CG
cmc
COFEPRIS
DC
DE
DO
DPPC
DLS
ELISA
ERO
HDL
HPLC
IMPI
LCAT
LDL
LPA
LPS
Lyso-C4,PC
MH
MET
MTT
PA

PC
PDB
PE
PmB
POPC
POPG
SFB
STRAP
ThT
TNFa
TLR-4

Péptidos antimicrobianos

Academia Nacional de Medicina

Fosfatasa alcalina

Nanoparticulas de oro

Proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad
Albumina sérica bovina

Proteina transferidora de ésteres de colesterol
Isoforma | de la proteina transferidora de ésteres de colesterol
Coarse grained o grano grueso

Concentracién micelar critica

Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
Dicroismo circular

Desviacion estandar

Densidad dptica

Dipalmitoil fosfatidilcolina

Dispersion dinamica de luz

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Especies reactivas de oxigeno

Lipoproteinas de alta densidad

Cromatografia liquida de alta eficacia

Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual

Lecitin colesterol acil transferasa

Lipoproteinas de baja densidad

Acido lisofosfatidico

Lipopolisacéridos

12-lisofosfatidilcolina

Momento hidrofébico

Microscopia electrénica de transmision

3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
Acido fosfatidico

Fosfatidilcolina

Protein Data Bank

Fosfatidiletanolamina

Polimixina B

1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina
1-palmitoil-2-oleoil- fosfatidilglicerol

Suero fetal bovino

Interactive Structure based Sequences Alignment Program
Tioflavina T

Factor de necrosis tumoral alfa

Receptor tipo Toll-4



VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad
wWB Western-blot (Inmunodeteccion)



Contenido Pagina

T (ot 1 T o 1
-\ s 1] 1 o T Ot 3
T 1 014 o To (U T od o] o A 5
4. Arreglos estructurales clave en el dominio C-terminal de CETP sugieren un
mecanismo  potencial para la actividad de transferencia de
[0S e eeeeeeeneeteeeneeneeneeneeneeneeneenaceacencencencensensensensensensansansnnnenes 13
4.1 RESUIMEN.....eiiiiiie ittt ettt ettt e et et et e et e e e nbr e e nneenneeas 13

4.2 INEFOTUCCION. ...ttt re e 14

4.3 Materiales Y MELOUOS. .......ccveiieieie it 16

4.4 ReSUItad0S Y QISCUSION........cueiiiiiiiiiiiisie et 21

4.5 RETEIBNCIAS. .. vt ivvieiiie ettt ra e anes 35

5. Formacién de fibras amiloides en péptidos derivados del C-terminal de
CETP modulada por [IpidoS....ceeeeeeieeieiieeeiieeeeseenecnseecessacescnsescnsescnsannns 39
5.1 RESUMEBN....cee ettt ettt ie e b e e nnne e 39

5.2 INTFOAUCCION. ..ottt ra e 40

5.3 Materiales ¥ MELOUOS. ......cc.eiveriiriieie e s 42

5.4 ReSultados Y QISCUSION........cueiuiiieieiiieie et 45

B RO O ENCHIAS. ..ttt ettt et ettt e e e e e e et eeeeeeeeeeeee st eeseeeeeesessseaaeeeeeeeenes 54



6. La funcién de unién a lipopolisacaridos esta determinada por el dominio C-

terminal de CETPL. vt 56
8.1 RESUMEBN. ...ttt e n e e nne s 56
6.2 INEFOTUCCION. ...ttt 57
6.3 Materiales Y MELOUOS. .......ccueeiveeiieie e 60
6.4 ReSUltadoS Y dISCUSION........ccveiieiieiie e 69
6.5 REFEIENCIAS. .. ..ot 95
A O] To] [V ] o] oL 99
8. PeISPECEIVAS. cutereterntenetinrernrerateestenscsnsesassnsssnsssnsosasossssnssansosnssnsnnes 101
AANEXOS. 1 ttitiitiiniietintintintietintttttatenttntentententniii e 103

I. Publicacion: Key structural arrangements at the C-terminus domain of CETP
suggest a potential mechanism for lipid-transfer activity. Garcia-Gonzélez V,
Gutiérrez-Quintanar N, Mendoza-Espinosa P, Brocos P, Pifieiro A, Mas-Oliva J
(2014). J Struct Biol. 186, 19-27. .. ..o 104

Il. Solicitud de patente: Vacuna de aplicacion nasal contra el desarrollo de la

enfermedad aterosclerética y el higado graso...............ocoeiiiiiiiii i, 105

I11. Reconocimiento: La patente “Vacuna de aplicacion nasal contra el desarrollo
de la enfermedad aterosclerotica y el higado graso”, recibio un reconocimiento
dentro del programa de fomento al patentamiento y la innovacion de la UNAM
(20022008 ettt e e e 110

IV. Libro publicado: “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de

PO B NS ..ot 112


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24530617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24530617

V. Premio: Textos Médicos 2010 que otorga la Academia Nacional de Medicina por
“El  concepto de enfermedad asociado a la conformacion de

PO B NAS ..ottt 116

V1. Publicacion: Amyloid fibril formation of peptides derived from the C-terminus
of CETP modulated by lipids. Garcia-Gonzalez V, Mas-Oliva J (2013). Biochem
Biophys Res Commun. 434, 54-59. . ... ... i, 117

VII1. Capitulo en libro conmemorativo de la ANM: “Nuevos Péptidos y Proteinas
con la Capacidad de Union a Lipopolisacaridos como Potenciales Agentes

Terapeuticos contra el Choque SEpPtiCo™.........coviiriiriiii e 118

VIIl. Publicacién: Lipopolysaccharide-binding function determined by the C-
terminus domain of CETPI. Garcia-Gonzalez V, Gutiérrez-Quintanar N, Mas-Oliva
J(2014). (ENTEVISION).....uiintit ittt et re e 121

IX. Solicitud de patente: Péptidos derivados del dominio C-terminal de CETPI
como moléculas blogueadoras del efecto citotdxico inducido por lipopolisacaridos

en septicemia y ChOQUE SEPLICO. .. eeiuiriiieiiieiiie ettt 122

X. Coautoria en publicacién: Microenvironmentally controlled secondary structure
motifs of apolipoprotein A-I derived peptides. Mendoza-Espinosa P, Montalvan-
Sorrosa D, Garcia-Gonzéalez V, Moreno A, Rolando C, Mas-Oliva J (2014). Mol
Cell Biochem. 393, 99-109.. ... ittt e 125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23545259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23545259

1. Resumen

La proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) promueve la
transferencia de lipidos neutros entre lipoproteinas en el plasma, en este sentido se ha
demostrado que el sitio critico para la funcidén esta determinado a los altimos 12
residuos del dominio C-terminal, estructurado en a-hélice. A través de la evaluacion de
la estabilidad estructural de péptidos derivados del C-terminal en un amplio rango de
pH y mezclas de lipidos, se estudi6 su capacidad de llevar a cabo transiciones
estructurales desorden-orden dependientes de lipidos. Mientras una mezcla de
fosfatidilcolina/ésteres de colesterol forma particulas agregadas, el tratamiento con los
péptidos en una estructura a-hélice, permite la formacion de estructuras homogeéneas de
tipo micelar con una reduccion en el tamafio de las particulas. El ordenamiento de
lipidos se encontrd asociado con transiciones en la estructura secundaria del C-terminal
cuando se evaluaron lipidos como el é&cido lisofosfatidico (LPA) o la
lisofosfatidilcolina. Cuando la proteina CETP completa fue estudiada, el mismo
fendmeno se lleva a cabo. De tal forma que la propiedad de ordenamiento de lipidos a
través de transiciones desorden-orden en el C-terminal podria estar asociada con un

posible movimiento de lipidos a través de una interface acuosa mediada por CETP.

Utilizando como modelo al péptido hélice-Z con la mutacion D47oN en el C-
terminal de CETP, hemos reportado cambios conformacionales en un microambiente
libre de lipidos. Estas condiciones originan la formacion de un nicleo hidrofébico que
favorece la presencia de una estructura secundaria-p, y la consecuente formacion de
oligbmeros y fibras de tipo amiloide. En este caso, se evaluo el papel de varios arreglos
de lipidos como moduladores de la estructura secundaria. Se demostré que el
tratamiento de la hélice-Z con LPA vy lisofosfatidilcolina promueve el cambio
estructural de una cadena-f hacia la a-hélice nativa. Incluso, la incubacion de la hélice-
Z bajo concentraciones de LPA mayores a 2.5 mM inhibi6o la formacion de fibras
amiloides, de manera que las interacciones del péptido sobre la interface

hidrofilica/hidrofdbica, deben retener a los mondémeros de péptido en la superficie y



prevenir el auto ensamblaje. Los resultados sugieren que la modulacion de la estructura
secundaria requiere de condiciones especificas asociadas con el microambiente de

lipidos, como el grado de solvatacion y el tamafio de la cabeza polar lipidica.

Considerando que cambios estructurales en el C-terminal de CETP pueden
modificar la funcion, en nuestro grupo se describié una nueva isoforma de CETP
expresada en el intestino delgado, sin haberse caracterizado su funcion. A diferencia de
CETP, la isoforma CETPI no tiene los ultimos 24 residuos del C-terminal, y en su lugar
una secuencia de 18 residuos con un alto contenido en prolinas y residuos con carga
positiva estan presentes, condiciones que hemos demostrado promueven una estructura
secundaria desordenada que no es modulada por lipidos. La expresion de CETPI en
cultivos celulares de intestino delgado responde a un estimulo con lipopolisacaridos
(LPS). En este contexto, usando péptidos derivados del nuevo C-terminal se encontro
una funcion relacionada con la union a LPS, condicion que estd determinada por
interacciones electrostaticas abarcando varios serotipos de LPS. Incluso, el tratamiento
con un péptido correspondiente a los Ultimos 18 residuos protege de la citotdxicidad
inducida por los LPS en macrdfagos, y empleando un modelo de choque séptico en

conejos, el tratamiento con el C-terminal favorece condiciones de proteccion.

En conclusion, el estudio sobre las proteinas CETP y CETPI ha permitido definir
que cambios de estructura secundaria en dominios especificos de las proteinas pueden
ser claves para la funcion. Bajo nuestras condiciones experimentales, la caracterizacion
de CETP y CETPI, cuya Unica diferencia radica en el dominio C-terminal, ha permitido
identificar cambios locales a nivel de estructura secundaria sobre estos dominios, que

pueden conducir a la definicién funcional de las proteinas.



2. Abstract

Cholesteryl-ester transfer protein (CETP) promotes the transfer of neutral lipids
between lipoproteins in plasma. It has been demonstrated that the critical site for the
function is determined by the last 12 residues of the C-terminus, which are structured as
an a-helix. The evaluation of structure stability of peptides derived from the C-terminus
in a wide range of pH and lipid mixtures allowed us to determine, their ability to carry
out lipid dependent disoder-to-order secondary structure transitions. A mixture of
phosphatidylcholine/cholesteryl-esters forms aggregated particles, but when treated
with peptides in a a-helix structure, the mixture forms small homogeneous micelle-like
structures with a reduction in particle size. The lipid ordering was directly connected to
secondary structural transitions at the C-terminus domain when lysophosphatidic acid
(LPA) and lysophosphatidylcholine were evaluated. When purified CETP was studied,
the same phenomenon took place. Therefore, the property of lipid ordering through
disorder-to-order transition at the C-terminus may be associated with a possible

movement of lipids across aqueous interface mediated by CETP.

Employing peptide helix-Z with the D47oN mutation in the C-terminus of CETP,
we have reported conformational changes in a non-lipid microenvironment. These
conditions give origin to a hydrophobic cluster which favors the presence of a f-
secondary structure, a mechanism coupled with the formation of oligomers and
amyloid-like fibrils. In this case, the role of several lipid arrangements as potential
modulators of secondary structure was evaluated. We demonstrated that treatment with
LPA and lysophosphatidylcholine in helix-Z promotes a structural change from a -
chain to an a-helix. Even more, incubation of helix-Z with LPA concentrations above
2.5 mM inhibited the formation of amyloid fibrils, therefore interactions of peptide with
specific hydrophilic/hydrophobic interfaces, should retain peptide monomers at the
surface and prevent peptide self-assembly. Results suggest that modulation of the

secondary  structure requires specific conditions associated with lipid



microenvironment, such as the degree of solvation and the size of the polar head of

lipids.

Considering that structural changes in the C-terminus of CETP can modify its
function, our group identified a new isoform of CETP expressed in the small intestine,
whose function has not been characterized. Unlike CETP, the CETPI isoform lacks the
last 24 C-terminal residues, instead a sequence of 18 residues with a high content of
proline and positively charged residues is present, conditions that promote a disordered
secondary structure that is not modulated by lipids. CETPI expression in small intestine
cell cultures responds to a lipopolysaccharide (LPS) stimuli. In this sense, employing
peptides derived from the new C-terminus we found a function associated to LPS
binding, condition determined by electrostatic interactions comprising several LPS
serotypes. Even more, the treatment with a peptide corresponding to the last 18 residues
protects against cytotoxicity effects induced by LPS on macrophages, and using a rabbit

septic shock model, the treatment with the C-terminus favors protective conditions.

In conclusion, the study of proteins CETP and CETPI has allowed to define that
secondary structure changes in specific domains of proteins may be a key factor for the
function. Under our experimental conditions, the characterization of CETP and CETPI,
which differ only in the C-terminus domain, has identified local changes at the level of
secondary structure of these domains, which may lead to the functional definition of

proteins.



3. Introduccién

CETP es una glicoproteina hidrofébica que lleva a cabo la transferencia de
ésteres de colesterol y triglicéridos entre lipoproteinas, principalmente direccionando el
flujo de colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) hacia lipoproteinas de
baja y muy baja densidad (LDL y VLDL, respectivamente). Asimismo, se ha descrito
que CETP tiene la capacidad de transferir triglicéridos de las VLDL hacia HDL, lo que
en su conjunto origina un cambio en la composicion, tamafio y estructura esférica de las
HDL [1]. Por lo tanto, varios estudios sobre polimorfismos y deficiencias genéticas en
CETP sugieren una relacién directa entre su actividad, los niveles de colesterol en HDL
y el potencial desarrollo de la enfermedad cardiovascular [2]. Estudios de delecion y
mutagénesis sitio especifica han mostrado que el dominio localizado en el C-terminal
(E465-Sa76), estructurado como una a-hélice anfipatica, corresponde con una region clave

para la transferencia de lipidos [3-5].

CETP es wuna proteina plasmatica de 476 residuos, contiene cuatro
glicosilaciones y un 44 % de los residuos son hidrofdébicos. La estructura cristalografica
de CETP refleja una estructura alargada en forma de boomerang con un plegamiento
homdlogo a la proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad (BPI) [6,7]. La
descripcion estructural de CETP se puede realizar en cuatro dominios: un barril-p en
cada costado de la proteina nombrados barriles N y C, una hoja B central conectora
entre los dos barriles y una extension C-terminal denominada hélice-X (Figura 1), la
cual no se encuentra en la proteina BPI, siendo un dominio critico para la actividad de

transferencia de lipidos.



Figura 1. Estructura tridimensional obtenida a partir del cristal de CETP. En verde se
muestra el barril N y en amarillo el C, la conexion entre ambos dominios se encuentra
marcada en rojo. En magenta y cyan se presentan dos moléculas de éster de colesterol, los
fosfolipidos estan representados en negro. EI dominio C-terminal nombrado hélice-X est4
enmarcado en un recuadro azul. La estructura fue obtenida del Protein Data Bank (PDB),
codigo de acceso: 2obd.

La Figura 2 muestra una imagen representativa de los ultimos 24 residuos en el
C-terminal de CETP (aa 453-476), integrado por una hoja-B (Gus3-Gasep) Y la estructura
a-hélice (Ees-Sa76), €Stas regiones estan conectadas por un segmento de tres residuos
(aa 462-464). La determinacion de la estructura tridimensional ha sentado una base
solida para la propuesta de que CETP podria unirse sélo a una lipoproteina a la vez, y
llevar a cabo su funcion a través de un mecanismo acarreador durante la transferencia
de lipidos [6]; sin embargo, no hay resultados definitivos que expliquen la forma a
través de la cual los ésteres de colesterol localizados en el ndcleo de las particulas HDL
pueden ser transferidos a las lipoproteinas, y el papel del dominio C-terminal durante

este proceso.
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Figura 2. Representacion estructural de los Gltimos 24 residuos en el C-terminal de CETP,
mostrando la secuencia de aminoacidos de la hélice-X y la hélice-Z (D47oN). El puente
salino Haes-Da70 Y €l clUster hidrofobico se encuentran marcados. La estructura fue obtenida
del PDB: 20bd.

Varios estudios han demostrado que el sitio critico para el proceso de
transferencia de lipidos esta restringido a los ultimos 12 residuos del dominio C-
terminal, estructurado como una o-hélice anfipatica [3-5]. No obstante, en nuestro
grupo de trabajo hemos encontrado que el dominio C-terminal puede presentar cambios
conformacionales en un microambiente libre de lipidos cuando el péptido helice-Z
portador de la mutacion D,7;oN es estudiado. Este comportamiento se debe en parte al
cambio del grupo funcional carboxilato con carga negativa en el acido aspartico, por el
grupo amida presente en la asparagina, lo cual origina la pérdida del puente salino que
se presenta entre la Hy Yy €l Dy (Figura 2) [3]. Estas condiciones originan la
formacion de un ndcleo hidrofébico (“°’LLVNFL*?) que favorece la presencia de una
estructura secundaria-p, mecanismo acoplado con la formacion de estructuras
oligoméricas y fibras de tipo amiloide [8], Gnicamente en condiciones cercanas a un pH
neutro, y cuando la carga neta electrostatica de la secuencia peptidica se encuentra en

un valor de -1. Empleando a la hélice-Z como un péptido modelo, en este trabajo se



estudio el papel de varios arreglos de lipidos como moduladores de la estructura

secundaria y potencialmente sobre la formacién de fibras amiloides.

En este sentido se ha reportado que bajo condiciones especificas, algunas
moléculas de lipido inducen cambios conformacionales en varias proteinas precursoras
de amiloides, en adicién al papel clave que presentan durante la formacién y en la
posterior estabilizacion de las fibras [9-11]. En este caso, la composicion especifica de
lipidos sobre la superficie hidrofilica/hidrofobica puede ser critica como sitio de
reconocimiento que puede modular posibles cambios conformacionales en la estructura
secundaria de las proteinas. Por ejemplo, se ha descrito que lipidos como el &cido
lisofosfatidico (LPA), un fosfolipido derivado de la accion enzimética de varias
fosfolipasas extracelulares a partir de moléculas precursoras como la lisofosfatidilcolina
0 el acido fosfatidico (PA), puede inducir la formacion de fibras amiloides en la

proteina B2-microglobulina [12,13].

Nuestros experimentos han permitido proponer que un delicado balance entre la
estructura secundaria del dominio C-terminal de CETP, parametros fisicoquimicos
como la carga neta en la secuencia peptidica, y el grado de solvatacion en la interface de
lipidos, pueden definir el tipo de estructura secundaria adquirida. Modificaciones en
este balance promueven alteraciones en la estructura secundaria nativa, de manera que
la funcion de transferencia de lipidos podria modificarse. En este sentido, en nuestro
grupo de investigacion se descubri6 una nueva isoforma de CETP llamada CETPI, cuya
unica diferencia radica solamente en el dominio C-terminal [14]. La isoforma CETPI se
mantiene expresada en el intestino delgado, y no esta presente el segmento clave del C-
terminal estructurado en a-hélice, ya que a diferencia de CETP hay un reemplazo de los
ultimos 24 residuos por una secuencia de 18 residuos con un alto contenido en prolinas

y residuos con una carga electrostatica positiva (Figura 3).

El analisis de la estructura tridimensional de CETP ha permitido la identificacion

de la proteina BPI, la cual, es intracelular y presenta la propiedad de union a LPS [15].
En este sentido, la proteina BPI comparte los elementos estructurales mas importantes,
8



asi como un alto grado de similitud en la estructura tridimensional con CETP, aunque
tienen una homologia muy baja en la secuencia primaria (16 %). De forma interesante,
en la superficie concava la nueva isoforma CETPI y la BPI no presentan el dominio o-
hélice localizado en el C-terminal (hélice-X), y en su lugar ambas proteinas tienen un
alto contenido de residuos con carga positiva, lo cual puede representar una

caracteristica clave para una potencial funcién relacionada con la unién a LPS.

CETP INPENTLDGCLLLQMDFGFPKHL LVDFLQSLS
33AA 412

CETPI INPEIITLDVSA@ELSAéEPGG@PLSP

2T AA 472

Figura 3. Secuencia de aminoacidos de los dominios C-terminal de CETP y CETPI. En
CETPI se encuentran marcados los residuos con carga positiva, mientras que la secuencia
de los Gltimos 18 residuos del C-terminal correspondiente al péptido VSAK se mantiene
subrayada.

Los LPS son un componente esencial de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas y representan una condicion para mantener su viabilidad. Estos
glicolipidos fosforilados son Unicos de cada especie, pero en general constan de cuatro
componentes: el lipido A, un nucleo interno, un ndcleo externo y el antigeno O. El
lipido A es el componente hidrofobico que ancla el LPS a la membrana externa, y se
considera el elemento mas importante, ya que representa la fraccion de mayor
toxicidad. En experimentos en donde el lipido A es defosforilado o deacetilado, se
encontré una reduccion de los efectos toxicos que induce la molécula [16]. En el
torrente sanguineo, cuando el lipido A de los LPS se mantiene expuesto se lleva a cabo
la respuesta inmune. Sin embargo, la desregulacion de la respuesta inmune innata

después de la infeccion puede resultar en una inflamacion sistémica exacerbada, lo que



lleva a cambios hemodinamicos y alteraciones metabolicas que pueden conducir al

desarrollo de choque séptico y fallas multiorganicas [17,18].

Considerando que los LPS tienen una carga negativa debido a los grupos
fosfatos y carboxilo, se ha propuesto que la proteina BPI asi como péptidos catiénicos y
anfipaticos pueden interaccionar con el lipido A [19]. Con base en el analisis estructural
entre proteinas transferidoras de lipidos y de union a LPS, y considerando que la
expresion de CETPI es estimulada por los LPS en cultivos de células de intestino
delgado, hemos propuesto que la nueva proteina descubierta en nuestro laboratorio
puede tener la capacidad de unién a los LPS. En ensayos con péptidos derivados del C-
terminal de CETPI, se encontrd que la funcion de union a LPS reside en este dominio
de la proteina. En este sentido, el péptido nombrado VSAK presenta las propiedades
fisicoquimicas Optimas para la inactivacion de los LPS y considerando que se deriva de
CETPI, podria impulsar el desarrollo de tratamientos nuevos contra las complicaciones
de los LPS.

Tomando en cuenta que cambios conformacionales en la estructura secundaria
en sitios clave pueden modificar la funcion de las proteinas. En este trabajo se abordo el
estudio de CETP y CETPI, con un enfoque especifico sobre el dominio C-terminal, sitio
en donde reside la Unica diferencia entre ambas proteinas. Por lo tanto, la hipétesis del
presente trabajo esta basada en que cambios conformacionales a nivel de estructura
secundaria en el segmento clave C-terminal de las proteinas CETP y CETPI pueden

definir la funcioén.

Los resultados que se presentan en esta tesis se encuentran basados en la
estructura de dos articulos de investigacion ya publicados, y uno mas que se encuentra
en preparacion para su envio. En este sentido, los capitulos 4 y 5 corresponden al
estudio sobre CETP y el capitulo 6 estd enfocado en la funcion de CETPI. Al final de la
tesis, se encuentra un capitulo de conclusiones generales, otro de perspectivas, y un

apartado de anexos.
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4. Arreglos estructurales clave en el dominio C-terminal de CETP
sugieren un mecanismo potencial para la actividad de transferencia de

lipidos
4.1 Resumen

CETP promueve la transferencia de lipidos neutros entre lipoproteinas. Con un
enfoque en la evaluacién de la estabilidad estructural de una serie de péptidos derivados
del C-terminal de CETP en un amplio rango de pH y mezclas de lipidos, se estudid su
capacidad de llevar a cabo transiciones estructurales desorden-orden dependientes de
lipidos. Los estudios sugieren que mientras una mezcla de fosfatidilcolina/ésteres de
colesterol forma particulas agregadas, el tratamiento con los péptidos derivados del C-
terminal de CETP en una conformacion a-hélice estable, permite la formacion de
estructuras homogéneas de tipo micelar con una reduccion en el tamafio de las
particulas. Este fendmeno de ordenamiento de lipidos se encontré directamente
relacionado con transiciones en la estructura secundaria del dominio C-terminal cuando
se evaluaron lipidos como el &cido lisofosfatidico o la lisofosfatidilcolina. EI fendmeno
descrito fue confirmado a través de dicroismo circular, experimentos de
cosedimentacion, microscopia electrénica, y simulaciones de dinamica molecular.
Cuando se estudié a la proteina CETP completa, el mismo tipo de fenémeno se llevé a
cabo mediante la induccion de la reorganizacion de los lipidos, originando una
reduccion del tamafio de las particulas. La propiedad del ordenamiento de lipidos a
través de transiciones desorden-orden en el C-terminal podria estar asociada con un

posible mecanismo de transferencia de lipidos mediado por CETP.
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4.2 Introduccién

Varios estudios enfocados en el andlisis termodindmico y cinético de la
transferencia de lipidos entre vesiculas unilamelares de fosfolipidos, muestran que este
proceso se puede llevar a cabo por medio de la difusion de mondmeros a través de una
interface acuosa. De esta forma, la velocidad de intercambio se ha sugerido que ocurre
en funcién de un modelo cinético de micelizacion que permite una prediccién
semicuantitativa de la velocidad relativa de transferencia [1]. Cuando el cambio en los
valores de energia libre alcanza el punto mas alto en la desorcion de lipidos de una
monocapa de fosfolipidos hacia la interface acuosa, el estado de transicion critico
corresponderia al Gltimo atomo de carbono que se desorbe de la monocapa [2]. De
manera que los pardmetros cinéticos y termodinamicos asociados a este fendmeno
pueden permitir una estimacion de la eficiencia de la transferencia para diferentes
moléculas de lipidos (Fig. 1). Por ejemplo, el colesterol presenta una barrera energética
significativa opuesta a su desorcién de una monocapa, con un tiempo medio de
transferencia entre dos vesiculas del orden de dos horas, en donde el AGt

corresponderia a 55 kJ/mol.

Oleato de
colesterol

)
%

(.\.‘\-\‘I\." .!I{z (%

Colesterol

25-hidroxi
colesterol

T

Fig. 1. Diagrama de energia libre para el intercambio de lipidos a través de una fase acuosa.
La transferencia de moléculas de lipido desde vesiculas unilamelares de fosfolipidos a una
fase acuosa procede a traves de un estado de transicion, en donde una molécula de lipido
anfipatico se mantiene unida a la vesicula a través del extremo de la cadena hidréfobica. La
formacion de este complejo estado-activado esta asociado con una energia de activacion
(AG*) alta, que excede la energia de transferencia (AGt) por una cantidad que estd
determinada, en parte, por las limitaciones de la molécula de lipido con respecto a la
superficie de la vesicula [3].
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Cuando la polaridad del colesterol es modificada con la unién de un &cido graso,
como en el éster de colesterol, la transferencia excede la escala de tiempo de la mayoria
de los procesos biolégicos ya que la operacion tendria que ocurrir en 107 h, con un AGt
cercano a 94 kJ/mol. En contraste, la simple adicion de un grupo hidroxilo promueve
una desorcion relativamente rapida, tal como ocurre en el 25-hidroxicolesterol, dentro
de un tiempo de transferencia de alrededor de 2 min y un AGt de 44 kJ/mol [3]. A partir
de este tipo de analisis, podemos concluir que la transferencia de lipidos neutros a
través de una fase acuosa es un evento biofisico con un costo energético alto. De
manera que la naturaleza ha desarrollado una serie de proteinas transferidoras de
lipidos, tales como la CETP con propiedades estructurales Unicas disefiadas para reducir
de manera eficiente la barrera energética para la transferencia de ésteres de colesterol a
través de un ambiente acuoso, no sélo entre lipoproteinas sino también entre la
membrana plasmatica célular y las lipoproteinas. Sin embargo, las propiedades
fisicoquimicas del proceso asociadas con las caracteristicas estructurales de esta
proteina que ayuden a explicar el proceso de transferencia de lipidos ain no han sido
descritas a detalle. El presente estudio propone una nueva perspectiva para este
mecanismo, tomando en consideracion que la transferencia de lipidos llevada a cabo por
CETP asociado a un cambio minimo de entropia podria mantener el equilibrio

termodinamico del proceso.

Recientemente, la estructura cristalografica de CETP a 2.2 A de resolucion ha
revelado un tunel de 60 A con dos moléculas de éster de colesterol en el interior [4].
Estudios de mutagénesis han demostrado que la region flexible del C-terminal de CETP
estructurada como una a-hélice anfipatica, corresponde con una region clave en el
proceso de transferencia [5,6]. De manera interesante, considerando que la superficie
céncava en forma de boomerang de CETP corresponde con el radio de curvatura de las
particulas HDL, la posicion de la a-hélice del C-terminal permitiria la interaccion
Optima con la superficie de este tipo de lipoproteinas [7,8]. Posiblemente, la orientacion

adoptada de esta region helicoidal se lleva a cabo de manera paralela a la superficie de
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las HDL en la interface hidrofilica/hidrofobica de los fosfolipidos, como se ha

propuesto en hélices anfipaticas contenidas en varias apolipoproteinas humanas [7-9].

Considerando que los lipidos neutros pueden estar contenidos en CETP y los
principios basicos que permitirian a estos lipidos alcanzar el nucleo del tinel no han
sido resueltos, asimismo basados en trabajo previo de nuestro grupo de investigacion
[7-9], se ha abordado el estudio de las propiedades estructurales asociadas a la
interaccion con lipidos del dominio clave C-terminal de CETP. Con base en nuestros
resultados se propone un mecanismo de ordenamiento de lipidos que permite la
formacién de estructuras de tipo micelar sustentado por transiciones de estructura

secundaria en la region C-terminal anfipatica de CETP.

4.3 Materiales y métodos

La L-o-fosfatidilcolina (PC), 1-lauroil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (lyso-
C1,PC), 1-hexanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (lyso-C¢PC) y el 1-oleoil-2-
hidroxi-sn-glicero-3-fosfato (LPA) fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids (Alabaster,

AL). El colesterol y los ésteres de colesterol fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
Sintesis de péptidos

Los péptidos con un grado de pureza mayor al 98% fueron sintetizados por
GenScript (Piscataway, NJ), su identidad y pureza fueron confirmadas por
espectrometria de masas y cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Los péptidos
liofilizados se disolvieron en un amortiguador de carbonatos (pH 9.5) a una
concentracion de 1 mg/mL. A partir de esta solucion se llevd a cabo una dilucion 1:5.
Para evaluar la estructura secundaria a pH 3.8 y 4.8 se utilizé un amortiguador de
acetatos, para pH 6.3 y 7.2 se utilizé un amortiguador de fosfatos, y para valores de pH
entre 8.6 y 9.5 se empled un amortiguador de carbonatos. En todos los casos, agua

MilliQ ultrapura fue utilizada, junto con una etapa de filtracion a traves de 0.22 um. La
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concentracion de los péptidos se determind a traves de la absorbancia del enlace
peptidico a 205 nm.

Las muestras de péptidos a una concentracion de 200 pg/mL se incubaron con
las diferentes preparaciones de lipidos por 12 h a 25°C antes de su caracterizacion
estructural empleando dicroismo circular (DC), dispersion dindmica de luz (DLS) y
microscopia electrénica de transmision (MET). De la misma manera, la CETP
purificada se incubd en las diferentes preparaciones de lipidos.

Se emplearon varios predictores de estructura secundaria: el servidor de
prediccion de estructura de proteinas PSIPRED; Agadir, un algoritmo para predecir el
contenido helicoidal de péptidos; SOPMA (método de prediccion auto-optimizado con
alineamiento); el programa Protean DNAStar y Rosetta Design. Los giros helicoidales

se obtuvieron usando el programa Protean DNAStar (Lasergene).
Dicroismo circular

Los espectros de DC fueron registrados con un espectropolarimetro Aviv 62DS
(AVIV instruments) a 25°C en un rango de 190-260 nm. Los experimentos fueron
obtenidos a una concentracion de 200 pg/mL de péptido en una celda de cuarzo de 0.1
cm, usando un tiempo promedio de integracion de 2.5 s y un tamafio de paso de 0.5 nm.
Los resultados de DC se reportaron en valores de elipticidad molar media (®, deg cm?

dmol™) considerando la correccion realizada con las soluciones base.
Preparacion de mezclas de lipidos

Con el fin de obtener las concentraciones deseadas de fosfatidilcolina (PC) y
ésteres de colesterol en las diferentes preparaciones, los lipidos se mezclaron en
cloroformo y se secaron durante 6 h bajo un flujo suave de N,, y un periodo adicional
de 24 h en vacio en un concentrador SpeedVac (Savant). Las mezclas de lipidos se
prepararon con una relacion molar de PC 2 mM vy ésteres de colesterol 100 pM.
Después del secado, los lipidos se resuspendieron en un amortiguador de fosfatos pH

6.8, y posteriormente fueron sonicados por 4 ciclos de 10 min con pulsos de 15 s por 30
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s de descanso, bajo un flujo de N, usando un ultrasonicador Sonifier 250 (Branson). Las
muestras se dejaron equilibrar por 2 h a 25°C, y fueron centrifugadas a 13000 rpm por

10 min.
Purificacion de CETP de plasma humano

La CETP se purifico usando un procedimiento inicial de ultracentrifugacion y
varias etapas secuenciales de cromatografia [10]. En resumen, el plasma libre de
lipoproteinas se aislé de muestras frescas de plasma humano a través de
ultracentrifugacion usando un rotor TLA 100.4. La fraccién clara de lipoproteinas fue
cargada en una columna fenil-Sefarosa preequilibrada con un buffer 4 M NaCl/10 mM
Tris /2 mM EDTA pH 7.4. Las proteinas fueron eluidas en dos pasos, con un buffer
150 mM NaCl/10 mM Tris/2 mM EDTA y agua ultrapura Milli-Q. Las fracciones
eluidas con agua se aplicaron a una columna de intercambio aniénico (resina Q sefarosa
Fast Flow), y se eluyeron con un gradiente de 0-1.0 M de NaCl. Finalmente, las
fracciones obtenidas entre 720 y 850 mM de NaCl se aplicaron a una columna de
concanavalina A-Sefarosa, en donde la elucion de CETP se obtuvo usando a-metil-D-
manosido (150 mM).

Dispersion dinamica de luz (DLS)

El analisis de las muestras a traves de DLS se realiz6 empleando el equipo
Malvern Zetasizer Nano a 25°C inmediatamente después de las mediciones de DC. La

intensidad de la luz dispersada se midio en un angulo de 173°.
Simulaciones de dindmica molecular

Simulaciones a través del método Coarse Grained o grano grueso (CG) se
realizaron en condiciones de frontera periodica usando la version GROMACS MD
version 3.3.3 [11], y se llevaron a cabo en el conjunto del NPT. Las moléculas de agua
y lipido se acoplaron por separado a un termostato Berendsen a 300°K con un periodo

de 1 ps. La presion fue isotropicamente controlada a 1 bar usando un barostato
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Berendsen [12] con una compresibilidad isotermica de 5x10® bar. Las coordenadas
para la hélice-X'2 de CETP se obtuvieron a partir de los datos disponibles de difraccion
de rayos X (PDB:2obd) [4]. EI campo de fuerza MARTINI (version 2.0) fue empleado
para modelar todas las moléculas de CG [13]. De acuerdo a lo propuesto anteriormente
por nuestro grupo para las estructuras de CG, los lipidos fueron parametrizados usando
cuatro esferas para la cabeza de PC y los primeros 2 a 3 grupos -CH2 del tensoactivo, y
un maximo de tres esferas hidrofébicas adicionales para el resto de la cadena acilo [14].
Mezclas al azar integradas de 234 moléculas de lipidos, 23415 aguas Martini
(equivalentes a 93,660 moléculas atomisticas de agua), 1 péptido hélice X'? y 2Na + se
introdujeron en cajas rémbicas dodecaedricas (longitud de la arista 15 nm). Cada
sistema se redujo al minimo de energia utilizando el método de descenso mas agudo y
posteriormente tres trayectorias independientes largas de 5 ups por cada sistema
representado, a partir de diferentes velocidades aleatorias iniciales. Un corte de 1.2 nm
fue empleado para interacciones no-covalentes. El potencial L-J fue desplazado
suavemente hacia cero entre 0.9 y 1.2 nm. Un enfoque similar se empled para las
interacciones electrostaticas, considerando un potencial de Coulomb con una
permitividad relativa de 15 junto con una funcion de desplazamiento de 0 a 1.2 nm. La
lista adyacente fue actualizada cada 10 pasos. El andlisis de las trayectorias se realizé
utilizando las herramientas del paquete GROMACS, RasMol 2.7 y Pymol 0.99.
Asimismo, los detalles de la metodologia se pueden encontrar en un estudio reciente de

nuestro grupo [14].
Microscopia electronica de transmision

Las muestras de péptidos y de CETP incubadas con las diferentes mezclas de
lipidos fueron procesadas usando la técnica de tincion negativa, y visualizadas mediante
microscopia electronica de transmision (MET). Las muestras (10 pL) se colocaron en
rejillas de cobre recubiertas de carbon por 10 min a 25°C antes de realizar las
observaciones. Considerando que en nuestra experiencia el contraste de muestras con

tincién negativa se puede mejorar mediante el uso de rejillas con recubrimientos de
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carbon ligeramente méas gruesos, de acuerdo a la tabla de referencia de color
proporcionado por la empresa Drukker International, se expusieron las rejillas de cobre
a los vapores de carbon por periodos de tiempo maés largos hasta tener un espesor de
100 nm, para la visualizacion de las estructuras lipido/CETP. El exceso de liquido se
elimind con papel Whatman y las rejillas se contrastaron por 5 min con 2 % de acetato
de uranilo. Las muestras se secaron por 20 min, y las imagenes se adquirieron usando
un microscopio JEOL JEM-1200EX11 a 70 kV con una magnificacién de 60000x.

Ensayos de cosedimentacion lipido/péptido y espectroscopia del enlace peptidico

Con el objetivo de evaluar la union de los péptidos derivados de CETP a los
agregados de lipidos, experimentos de cosedimentacion fueron realizados usando
ultracentrifugacion con un equipo Optima TLX (Beckman) y el uso de un rotor TLA-
100.2 [15]. Las muestras que consisten de péptidos, lipidos, o0 mezcla péptido/lipido
fueron centrifugadas a 200,000 g por 12 h para descartar liposomas. Cuando se usaron
lyso-C,PC y LPA, una etapa adicional de centrifugacion se llevé a cabo a 300,000 g
por 36 y 54 h, respectivamente. La temperatura de centrifugacion fue de 13°C. Los
sobrenadantes se recuperaron y los sedimentos se suspendieron en un amortiguador de
fosfatos pH 7.2. Posteriormente, se midio la absorbancia de los sobrenadantes y de los

sedimentos resuspendidos a 205 y 218 nm.
Electroforesis en geles nativos de gradiente de poliacrilamida

Los sedimentos obtenidos en los ensayos de cosedimentation péptido/lipido se
analizaron a través de electroforesis no desnaturalizante en geles de gradiente de
poliacrilamida. Las muestras fueron procesadas usando gradientes de poliacrilmida de
3-35%, 3-38% y 3-40 % utilizando un amortiguador Tris-boratos por 16 h a 80 V.
Posteriormente, los geles de gradiente se tifieron con azul de Coomassie G-250 [16].
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4.4 Resultados y discusion

La estructura tridimensional de la region C-terminal de CETP (aa 453-476)
compuesta de una hoja-p (aa 453-462) y la a-hélice nativa (aa 465-476) nombrada
hélice-X*? se muestra en la Fig. 2. Cuando el 4cido glutdmico 465 es sustituido por un
residuo de cisteina, como se muestra a continuacion, caracteristicas particulares se
desarrollan en la estructura secundaria con este nuevo péptido modelo conocido como
hélice-Y*? (Fig. 2A). El péptido hélice-Y*? cuando se coloca en solucion y se incuba a
diferentes pH, mantiene la mayor parte de su estructura o-helicoidal dentro de un
amplio rango de pH (6.3-9.5) cuando es estudiado por DC (Fig. 2B). Esta situacion no
ocurre cuando el péptido nativo hélice-X*2 es evaluado, ya que los experimentos de DC
muestran que la estructura secundaria se pierde y el péptido mantiene una conformacién
desordenada independiente de los valores de pH (Fig. 2C). Las caracteristicas
particulares mostradas por el péptido hélice-Y*? constituyen un elemento clave en el
desarrollo de varias patentes realizadas por nuestro grupo [17-20].

Por otro lado, bajo el mismo intervalo de pH cuando una mezcla de lipidos
compuesta de fosfatidilcolina y ésteres de colesterol se estudié mediante DLS,
agregados promedio de 30 nm se forman dentro de un rango que va de 20 a 80 nm.
Estas muestras cuando se estudiaron por microscopia electronica de transmision
confirmaron el tamafio de la mayoria de los agregados (Fig. 3A y B). Es interesante
observar que cuando el péptido hélice-Y*? se incuba junto con la misma mezcla de
lipidos en valores de pH cercanos a 7.0, se induce la formacion de pequefias micelas
homogéneas con un tamafio medio de 6 nm (Fig. 3C y D).
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Fig. 2. Caracterizacion estructural de los péptidos derivados del C-terminal de CETP. A)
Estructuras primaria y secundaria de la region C-terminal de CETP, que muestran las
representaciones helicoidales de la hélice-X*? y hélice-Y*? (PDB: 20bd). B) Empleando DC,
efecto del pH sobre la estructura secundaria de la hélice-Y** en presencia de PC y ésteres de
colesterol. El inserto muestra el cambio en la elipticidad molar media a 222 nm. C) Efecto
del pH sobre la estructura secundaria de la hélice-X*2 en la presencia de los mismos lipidos.

Como previamente fue mostrado con la experimentacion de DC, valores de pH
extremos interfieren con la formacion de una estructura secundaria bien definida del
péptido, y por lo tanto, se observa solamente la formacion de los agregados mayores a
30 nm. Esto es consistente con resultados previos de nuestro laboratorio, los cuales
sugieren que las repulsiones electrostaticas y una disminucién de puentes de hidrégeno
intramoleculares inducen la pérdida de la estructura secundaria en los péeptidos, de
manera que la agregacion es promovida como una etapa inicial en la formacion de las

fibras amiloides [21,22].
22



A

Distribucion de tamarfio por volumen

25
< 20
s 15
£ 10
p
1 10 100
Tamafo (d.nm)
Distribucion de tamafo por volumen
Y
= 15
£
5 10
S 5
1 10
E Tamafo (d.nm)

Fig. 3. Formacion de estructuras de tipo micelar. A) Distribucién del tamafio de particula
en muestras compuestas exclusivamente de fosfatidilcolina y ésteres de colesterol medida a
través de DLS en un rango de pH 4.8-9.5. B) La misma muestra de lipidos en un de pH 7.2
estudiada por MET. C) Efecto de la adicién del péptido hélice-Y*? en la misma mezcla de
lipidos estudiado por DLS. La distribucion del tamafio de particula a pH 8.6 no se muestra
ya que corresponde exactamente al resultado obtenido a un pH 9.5. D) Imagen
representativa de la mezcla de lipido/hélice-Y*? a un pH de 7.2 obtenido con MET bajo las
mismas condiciones experimentales. E) Imagen de microscopia electrénica correspondiente
a la mezcla control de fosfatidilcolina y ésteres de colesterol estudiada a un pH 7.2, y (F)
mas la adicion del péptido hélice-X'2. Para cada imagen de microscopia electrénica, la barra
indica 100 nm.
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Uno de los factores que determinan la repulsion electrostatica es la carga neta de
los péptidos, directamente relacionada con el valor del pH de la solucion. En este
sentido, a un pH neutro, la carga neta del péptido hélice-Y*? es -1.1, condicién que
permite de manera Optima las interacciones péptido-lipido y por lo tanto el proceso de
micelizacién. En contraste, cuando un pH 6.3 es evaluado, como se muestra en la Fig.
3C una parte de la muestra se mantiene en grandes agregados y otra parte como micelas
pequefias. La explicacion para este fendmeno, esté relacionada con el hecho de que el
péptido hélice-Y*? a pH 6.3 presenta una carga neta de -0.6, alejada de la condicion
Optima para la interaccion péptido/lipido. Valores de pH cercanos a los puntos
isoeléctricos de ambos péptidos hélice-Y*? (5.09) y hélice-X*? (4.17) tienden a formar
grandes agregados.

Nuestros resultados muestran que el péptido hélice-Y*?* cuando es evaluado en
valores de pH cercanos al fisiologico, permite la estabilizacion de la a-hélice anfipatica
del C-terminal, a su vez favorece la capacidad de promover la organizacion de las
estructuras lipidicas de tipo micelar. Bajo las mismas condiciones, aunque en menor
grado, el péptido hélice-X*? que muestra una conformacion desordenada en solucidn, en
la presencia de agregados de lipidos también es capaz de llevar a cabo el fendmeno de
ordenamiento de lipidos (Fig. 3E y F).

Cuando se emplearon lipidos especificos, como la 12-lisofosfatidilcolina (lyso-
C1,PC) y el acido lisofosfatidico (LPA), descritos en nuestro grupo de trabajo de
promover la formacion de a-hélices en péptidos anfipaticos, el péptido hélice-X*? es
capaz de mantener una conformacion a-helicoidal (Fig. 4A y B; 5A y B) y cuando se
visualiza a través de TEM puede promover un efecto de ordenamiento de lipidos (Fig.
4C y D; 5C y D). De manera que la presencia de una estructura a-hélice anfipatica
puede ser uno de los factores clave para que se lleve a cabo el fendmeno descrito.
Adicionalmente, con la finalidad de caracterizar las interacciones péptido/lipido y
considerando que los péptidos pueden favorecer el proceso de micelizacién, empleando
las mismas concentraciones que van de 0 a 40 mM para el lyso-C,PC y 0-10 mM para

el LPA, se realizaron ensayos de cosedimentation péptido/lipido. La espectroscopia del
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enlace peptidico asociado a los sedimentos obtenidos después del proceso de
ultracentrifugacion mostrd que mientras el péptido hélice-X2 en solucion no sedimenta,
la incubacion con lipidos en la solucion permite la formacion de micelas, y solo bajo
esta condicion la sedimentacion del péptido se lleva a cabo (Fig. 4E y 5E). Cuando fue
empleada una velocidad de centrifugacion mas baja que se usa para sedimentar
estructuras como liposomas, durante la experimentacion con ambos lipidos ya sea en la
ausencia 0 bajo la presencia del péptido hélice-X*?, se encontraron valores de
absorbancia minimos, lo cual indica que la formacion de liposomas no es un factor
importante a considerar en las condiciones experimentales llevadas a cabo a lo largo del
estudio (Fig. 4E). Adicionalmente, la electroforesis en geles nativos de gradiente de
poliacrilamida apoya la propuesta de que la formacién de micelas, promovida por la
presencia del péptido hélice-X*?, inicia a bajas concentraciones de lipidos como es
mostrado por la presencia de bandas solamente cuando se logra la asociacion 6ptima
péptido-lipido (Fig. 4F y 5F).
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Fig. 4. La lisofosfatidilcolina promueve una conformacion estable a-hélice en el péptido
hélice-X*2. A) Espectros de DC en el péptido hélice-X*? obtenidos bajo la incubacién con
12-lisofosfatidilcolina. B) Los valores de elipticidad molar media a 222 nm revelan un
aumento en el contenido de estructura a-hélice en el péptido hélice-X*2. C) Agregados de
lisofosfatidilcolina (10 mM) estudiados por MET a un pH de 7.2. D) Efecto de la presencia
de la hélice-X*? en la misma mezcla de lipidos. La barra indica 100 nm. E) Ensayos de
cosedimentacion lisofosfatidilcolina/hélice-X*? y espectroscopia del enlace peptidico. Los
datos indican la media £+ DE de 3 experimentos. Los ensayos de cosedimentation se
realizaron a 200,000 g por 12 h (*) y 300,000 g por 36 h (**). F) Electroforesis en geles
nativos de gradiente de poliacrilamida de los pellets obtenidos a partir de los ensayos de

cosedimentation. El gel (3-38%) fue tefiido con azul de Coomassie G-250.
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hélice-X'?. A) Efecto del LPA sobre la estructura secundaria del péptido hélice-X*
evaluado por DC. B) Los valores de elipticidad molar media a 222 nm revelan un
incremento en el contenido de a-hélice del péptido hélice-X'2 con respecto a la
concentracion de lipidos. C) Agregados de LPA (10 mM) estudiados por MET a pH 7.2. D)
Efecto de la presencia del péptido hélice-X'? sobre la misma mezcla de lipidos. La barra
indica 100 nm. E) Ensayos de cosedimentacion LPA/hélice-X*? y espectroscopia del enlace
peptidico. Los datos mostrados representan la media + DE de 3 experimentos. Los ensayos
de cosedimentation se realizaron a 300,000 g durante 54 h. F) Electroforesis en geles
nativos de gradiente de poliacrilamida de pellets obtenidos de los ensayos de
cosedimentation. Gel (3-40 %) tefiido con azul de Coomassie G-250.
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A partir de estos experimentos, es interesante sefialar que el proceso de
micelizacion se lleva a cabo cuando el péptido hélice-X* presenta la transicion
estructural de un estado desordenado hacia una a-hélice (Fig. 4A y B; 5A y B).
Precisamente en este punto donde las transiciones de estructura secundaria y el
ordenamiento de lipidos se presentan, la relacion molar entre los lipidos evaluados y la
hélice-X* corresponde a un orden de magnitud de diferencia con un promedio de 35y
18 moléculas de lyso-C,PC y LPA respectivamente, asociadas a una molécula de
péptido. Como se muestra en la Fig. 5F, un aumento en la concentracion de LPA no
afecta la cantidad de micelas helix-X*#/lipido retenidas en los geles, indicando que
debido al nimero fijo de péptidos colocado en la solucién, practicamente todas las
moléculas de péptido se encuentran asociadas a las micelas de lipido
independientemente del aumento en la concentracion de lipidos. Bajo estas condiciones,
las propiedades fisicoquimicas mostradas por el péptido, tales como alta hidrofobicidad
y el momento hidrofébico (uH) pueden representar una fuerza conductora hacia la
formacion de micelas.

Tomando en cuenta estas consideraciones, la experimentacion a través de
simulaciones de dinamica molecular empleando CG permitié evaluar el
comportamiento del péptido hélice-X* en un ambiente lipidico bien controlado, que
consiste de 234 moléculas de lipido, ~93,700 moléculas de agua y un péptido hélice-
X2, Como se muestra en la Fig. 6A, la interaccion del péptido hélice-X'? con agregados
de 12-lisofosfatidilcolina promueve la formacion de estructuras de tipo micelar con una
media inferior a 70 moléculas de lipido y un péptido por particula, que muestra tamarios
de alrededor de 5 nm. Es interesante observar que las particulas de lipido que no estan
asociadas con una molécula de péptido tienden a interaccionar entre ellas, mientras que
micelas que tienen péptidos parecen ser estables y permanecer en solucion. EI mismo
fendmeno de ordenamiento de lipidos se observa cuando la 16-lisofosfatidilcolina es
empleada (Fig. 6B). Lipidos como la 6-lisofosfatidilcolina que presentan una
concentracion micelar critica (cmc) alta muestran la tendencia a interaccionar con

péptidos de la hélice-X* y organizar micelas unidas a péptidos incluso antes de que las
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moléculas de lipidos puedan formar micelas por si mismas (Fig. 6C). Estos resultados
aportan nueva evidencia y apoyan la propuesta de que el péptido hélice-X** de CETP
podria facilitar el proceso de ordenamiento de lipidos a través de la formacién de

estructuras de tipo micelar.

450 ns 1500 ns 5000 ns

Fig.6. Simulaciones de dinamica molecular de lipidos en la presencia del péptido heélice-
X', Las imagenes fueron obtenidas a 450, 1500 y 5000 ns. El péptido hélice-X** fue
incubado con 12-lisofosfatidilcolina (A), y 16-lisofosfatidilcolina (B). C) Bajo la
incubacion con monémeros de 6-lisofosfatidilcolina, el péptido hélice-X*? promueve la
organizacion de micelas alrededor de si mismo. Las moléculas de péptido se encuentran
representadas en rojo y las moléculas de agua no se muestran para mayor claridad.

29



A partir de este tipo de experimentos y con la finalidad de demostrar que el
ordenamiento de lipidos y el concepto de micelizacion también puede ser llevado a cabo
por la proteina completa, se realizaron una serie de experimentos empleando a la CETP
nativa. Como se demostré previamente con los péptidos hélice-Y*? y hélice-X*? cuando
se incuban en una solucién que contiene los agregados de lipidos, la CETP purificada a
partir de plasma humano (Fig. 7), muestra la capacidad de inducir un fenémeno similar
de ordenamiento de lipidos (Fig. 8). Considerando el trabajo previo de nuestro grupo,
empleando una serie de péptidos anfipaticos derivados de varias apolipoproteinas
[23,24], se propone que el reordenamiento de lipidos a partir de agregados grandes de
lipidos no-homogéneos hacia particulas con un alto grado de homogéneidad podria
llevarse a cabo debido a la capacidad de CETP, a través de su dominio anfipatico C-
terminal de promover un desplazamiento del equilibrio y optimizar la posibilidad de la

union de lipidos en un ambiente acuoso.
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Fig.7. Purificacion de CETP de plasma humano. (1) Fraccion de plasma libre de
lipoproteinas, (2) fraccion obtenida después del paso de cromatografia de interaccion
hidrofobica, (3) fraccion eluida con un gradiente de 0-1 M de NaCl (720-850 mM) a través
de un paso de cromatografia de intercambio anidnico, (4) albimina sérica bovina (BSA),
(5) CETP purificada, (6) BSA. Los carriles (7) y (8) muestran el analisis de Western blot de
las fracciones 5 y 6, respectivamente, empleando un anticuerpo monoclonal anti-CETP.
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Fig.8. Reorganizacion de lipidos inducida por CETP. A) Agregados de lipidos compuestos
de fosfatidilcolina y ésteres de colesterol analizados por TEM. B) La incubacion de la
misma muestra de lipidos con la adiciébn de CETP genera particulas lipidicas mejor
organizadas. C) Distribucion del tamafio de particula de las dos muestras evaluadas a través
de DLS. D) Agregados de lipidos compuestos de fosfatidilcolina, ésteres de colesterol (CE)
y lisofosfatidilcolina (lyso). E) Efecto de CETP en la misma mezcla de lipidos, y (F)
muestras evaluadas por DLS. La proteina se utiliza a 0.11 uM vy los lipidos a 12.7 uM. La
barra indica 100 nm.

Los resultados presentados en este estudio empleando lipidos purificados y el
uso de estructuras artificiales de lipidos, nos sitia en una Optima posicion para
experimentar y comprender mejor el papel de la secuencia C-terminal de CETP durante
la transferencia de lipidos entre lipoproteinas humanas. Con base en nuestra hipotesis de
trabajo, se esta llevando a cabo experimentacidn por nuestro grupo a través del empleo

de monocapas binarias de Langmuir-Blodgett [7,8] y por medio de mediciones de
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interferometria en cajas de fuerzas [25], con el objetivo de poder entender, la
transferencia de lipidos y el papel de la presion superficial sobre las HDL y su
asociacion con el desorden local en proteinas como CETP y la lecitin colesterol acil
transferasa (LCAT) [26].

En varios trabajos en los cuales se ha abordado el estudio de la estabilidad de las
HDL, se les ha considerado como particulas inestables contenidas en una trampa
cinética [27]. Debido a esta inestabilidad, varios procedimientos que incluyen el
tratamiento térmico [28] y por agentes caotrdopicos [27], puede liberar facilmente a las
particulas de esta trampa. Nuestra propuesta presentando una posibilidad alterna que
explique la eficiente actividad de transferencia de lipidos llevada a cabo por CETP,
podria tener ventaja de este hecho cuando la proteina se une a una particula de HDL,
liberando a la lipoproteina de esta trampa cinética [29]. La liberacién y posterior
estabilizacion llevada a cabo en la superficie de las particulas HDL podria ser
provocada por los lipidos de la HDL cuando se unen alrededor del dominio C-terminal
de CETP. Esta nueva condicion estructural sugiere que cambios en la curvatura
presentes en CETP a lo largo del eje X podrian estar involucrados con el mecanismo de
activacion que controla la unién y liberacion de CETP de la superficie de la lipoproteina
[23,30], asi como relacionados con el fendmeno de remodelamiento de las HDL
[31,32].

Aunque recientemente Zhang et al. [33] basados en experimentos de microscopia
electronica han propuesto que la transferencia de lipidos podria llevarse a cabo
mediante la formacion de complejos ternarios entre dos particulas de lipoproteinas y
CETP, su interpretacion no considera el hecho de que la a-hélice anfipatica del C-
terminal, probada que es esencial para el proceso de transferencia, no esta involucrada
en su modelo. Por otra parte, estudios de simulacion de dindmica molecular han
demostrado recientemente que CETP no es capaz de penetrar mas alla de los grupos
fosfato de la monocapa de fosfolipidos [34]. Ademas, no se menciona como pueden ser
transferidos los triglicéridos y fosfolipidos, junto con los ésteres de colesterol. Aunque

dos moléculas de ésteres de colesterol se han asociado directamente con la estructura
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tridimensional de CETP, la presencia de estos lipidos neutros en el nucleo de la proteina
podria estar asociada con el mantenimiento de su estabilidad estructural. A este
respecto, se ha reportado que la proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad
(BPI), que muestra una potente accion antimicrobiana y se une a los lipopolisacaridos,
presenta una alta similitud estructural con CETP. Se ha sugerido que a pesar de esta alta
similitud, BPI presenta una estructura tridimensional mas abierta y una secuencia C-
terminal completamente diferente en comparacion con CETP, fendmeno que
probablemente debe estar relacionado con el hecho de que BPI aparentemente no
interacciona con moléculas de ésteres de colesterol [35]. Si se toma en cuenta que la a-
hélice anfipatica del C-terminal de CETP podria ser considerada como una region de
fuerza orientadora de la misma forma en que los detergentes acttan [36], la propuesta
que se describe en este estudio podria apoyar una transferencia de moléculas de lipidos
eficiente dentro de los pardmetros energéticos adecuados.

La presencia de transiciones conformacionales asociada con la termodinamica
del proceso de manera similar a la descrita en este trabajo en el dominio C-terminal de
CETP, se ha documentado para otras proteinas de union a lipidos, tales como la
apolipoproteina A-1 [37,38]. Dado que el dominio C-terminal de CETP mantiene una
alta flexibilidad intramolecular con un factor-B alto asociado a la interaccion con
lipidos, esta propiedad puede estar directamente asociada con el tipo y concentracion de
lipidos especificos que podrian permitir o prevenir los cambios en la estructura
secundaria [34,39]. Se ha descrito que el LPA en valores cercanos a la cmc, cuando se
coloca en contacto con la p2-microglobulina, promueve la formacion y extension de las
fibras amiloide [40,41]. Sin embargo, se encontré que empleando un amplio rango de
concentraciones por arriba de la cmc, el LPA y en menor medida la lisofosfatidilcolina,
promueven un cambio conformacional hacia estructuras a-helicoidales y previenen la
formacion de fibras amiloide cuando el péptido hélice-Z (mutacidén D47oN) derivado del
dominio C-terminal de CETP es estudiado [39]. De manera que el control de cambios

conformacionales en sitios especificos de proteinas determinados por lipidos podria ser
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tomado como base para el disefio de moléculas similares a lipidos que puedan mantener
0 estabilizar el estado nativo de proteinas propensas a la agregacion [42].

El tipo de organizacion molecular descrito en nuestro estudio Ilevado a cabo por
el segmento C-terminal de CETP siguiendo transiciones en la estructura secundaria
desorden-orden controladas por la presencia de lipidos especificos, desde nuestra
perspectiva podria considerarse como un ejemplo de un switch molecular [39,43]. Esto
permitiria a la CETP controlar la funcién bajo condiciones metabdlicas especificas y
mantener su actividad de transferencia asociada a un cambio minimo de entropia
relacionado con la formacion de estructuras de tipo micelar en el segmento C-terminal
de la proteina, proceso que reduciria la barrera energética que representa la
transferencia de lipidos que se produce en un medio acuoso.

La informacion plasmada a lo largo del presente capitulo forma parte del
articulo: “Key structural arrangements at the C-terminus domain of CETP suggest a
potential mechanism for lipid-transfer activity” [Anexo I].

De acuerdo a los resultados experimentales presentados en este capitulo, se
extendio el alcance de nuestra propuesta de trabajo, relacionada con la importancia de la
estructura a-hélice sobre el dominio C-terminal de CETP para la funcién proteica. De
tal manera que se realizaron una serie de estrategias experimentales que permitieron
establecer las bases de la solicitud de patente: “Vacuna de aplicacion nasal contra el
desarrollo de la enfermedad aterosclerdtica y el higado graso” [Anexo II]. Esta
invencion consiste de una composicion vacunal de administracion intranasal, que utiliza
una preparacion de nanoparticulas micelares. La preparacién incluye al péptido hélice-Y
como inmundgeno, considerando sus propiedades estructurales que permiten la
presencia de una estructura secundaria o-hélice, la cual como se ha demostrado
previamente es clave para la funcion. Asimismo, la vacuna incluye a los lipidos
fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, asi como lipidos membranales de la arqueobacteria
Thermus aquaticus como una mezcla promotora de la respuesta inmune, con el objetivo

de bloquear la funcion de la CETP a través del dominio C-terminal.
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Experimentos in vivo realizados en conejos blanco Nueva Zelanda sugieren que
la inmunizacion intranasal con las nanoparticulas micelares desarrolladas, disminuye la
progresion de la formacién de las placas ateroscleroticas, asi como del higado graso de

tipo no alcoholico.
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5. Formacion de fibras amiloides en péptidos derivados del C-terminal de

CETP modulada por lipidos

5.1 Resumen

La mutacién D4oN en los Gltimos 12 residuos del dominio C-terminal de CETP
promueve un cambio conformacional hacia una estructura secundaria de tipo-p. A su
vez, esta modificacion conduce a la formacion de oligdbmeros y estructuras fibrilares, las
cuales causan efectos citotoxicos similares a los inducidos por péptidos de tipo
amiloide. En este estudio se evalud el papel de arreglos especificos de lipidos sobre la
estructura del péptido hélice-Z, portador de la mutacién D,oN, a través del uso de
fluorescencia acoplada a tioflavina T, la absorbancia del enlace peptidico, dicroismo
circular y microscopia electronica. Los resultados indican que el uso de micelas
formadas de lisofosfatidilcolina y &cido lisofosfatidico (LPA) bajo un pH neutro, induce
una transicién conformacional en el péptido hélice-Z que contiene una estructura
secundaria en hoja-p hacia la estructura nativa a-hélice, de manera que la formacion de
las fibras amiloides se mantiene inhibida. En contraste, la incubaciéon con acido
fosfatidico no cambia el perfil de la conformacion-p. Cuando la carga electrostatica en
la superficie de micelas o vesiculas se modula a través del uso de fosfolipidos y LPA, se
registraron cambios minimos en el contenido de estructura-f. Solamente mezclas con
una carga neta positiva disminuyeron el porcentaje de estructura-p y la cantidad de
fibras amiloides. Nuestros resultados sugieren que el grado de solvatacion determinado
por la presencia de grupos hidroxilo libres en lipidos como el LPA es una condicion
clave que puede modular la estructura secundaria y la consiguiente formacién de fibras

amiloides en el dominio C-terminal de CETP.
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5.2 Introduccion

La estructura tridimensional de la region C-terminal de CETP (aa 453-476) esta
integrada de una cadena-p (aa 453-462) y de la a-hélice anfipatica (aa 465-476)
nombrada hélice-X (Fig.1). Varios estudios han demostrado que un sitio critico para el
proceso de transferencia estd determinado al dominio hélice-X de 12 residuos [1-3]. No
obstante, mediante el uso del péptido hélice-Z que contiene la mutacién D,;oN nuestro
grupo ha reportado que este dominio muestra cambios conformacionales en un
microambiente no lipidico [4,5]. A su vez, estas condiciones originan la formacién de
un cluster hidrofébico (**’LLVNFLQ*”) que favorece la presencia de una estructura
secundaria-f, mecanismo acoplado a la formacion de oligobmeros y fibras de tipo

amiloide [5].

E465
= $476
G453
C-terminus region CFLLLQMDFGFFPEHLLVDFLQSL:
453 - 476

salt bridg

helix-X EHLLVDFLQSLS

helix-Z EHLLVNFLQSL
hydrophobic cluster
465 476

Fig.1. Representacion estructural de la region C-terminal de CETP que muestra las
secuencias de los péptidos hélice-X y hélice-Z. Se muestran el puente salino Hsgs-Da7o Y €l
cluster hidrofobico. La estructura se obtuvo del Protein Data Bank, codigo de acceso: 2obd.

Previamente, ha sido reportado que bajo condiciones especificas, moléculas de
lipidos inducen cambios conformacionales en diversas proteinas precursoras de
amiloides, ademas de la funcion clave que tienen en la formacion y estabilizacion de las

fibras [6-8]. Asimismo, la interaccion entre las especies precursoras oligoméricos en
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dominios especificos de la membrana celular es un evento primario que resulta en la
aparicion de los primeros efectos citotdxicos que pueden estar asociados con
enfermedad [9,10]. En este caso, el papel de la composicion lipidica sobre la interface
hidrofilica/hidrofdbica debe ser critico, como un sitio de reconocimiento que puede
modular posibles cambios conformacionales en la estructura secundaria de las
proteinas, lo que su vez podria modificar la formacion de estructuras controladas por
transiciones orden-desorden y desorden-orden [5-7,9,11]. A este respecto, hemos
ampliado estos conceptos del desorden estructural en proteinas por medio de la
publicacion del libro “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de
proteinas”. En esta obra se abordan una serie de topicos que se adentran en la busqueda
y estudio de las modificaciones en el plegamiento de las proteinas y que en nuestros
dias han empezado a ofrecer una explicacién molecular a un importante nimero de

enfermedades (Anexo V).

Por otra parte, se ha descrito que moléculas lipidicas tales como el LPA, un
fosfolipido derivado de la accion enzimética de varias fosfolipasas extracelulares a
partir de moléculas precursoras como la lisofosfatidilcolina o el acido fosfatidico (PA),
pueden promover en la proteina f2-microglobulina la formacion de fibras amiloide in
vitro [12,13]. Sin embargo, la via por la que la enzima autotaxina particularmente
produce una alta cantidad de LPA a partir de lisofosfatidilcolina, es todavia poco
entendida [14,15].

En este trabajo, empleando a la héelice-Z como péptido modelo, hemos estudiado
el papel de varios arreglos de lipidos como posibles moduladores de la estructura

secundaria, y potencialmente sobre la formacion de fibras amiloides.

A lo largo del presente capitulo se presentan una serie de experimentos que
demuestran que el tratamiento de la hélice-Z con LPA vy lisofosfatidilcolina (lyso-
C1,PC), lipidos que pueden encontrarse en la superficie de las lipoproteinas, promueve
un cambio estructural de una cadena-p hacia la estructura nativa a-hélice. La incubacion
de la hélice-Z con concentraciones de LPA por arriba de 2.5 mM inhibe completamente
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la formacion de fibras amiloide, de manera que las interacciones del péptido con
interfaces hidrofilicas/hidrofobicas formadas por este lipido, deben retener los
monomeros de péptidos en la superficie y por lo tanto, prevenir el auto-ensamblaje.
Estas condiciones podrian permitir a la hélice-Z recuperar y mantener la conformacion
funcional a-hélice del dominio C-terminal de CETP, y por lo tanto mantener la funcion

de la proteina.

5.3 Materiales y métodos

El colesterol, los ésteres de colesterol, el dipalmitoil acido fosfatidico (PA), la
dipalmitoil fosfatidiletanolamina (PE) y la dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. Los lipidos PC, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-1-glicerol (POPG), 1-
lauroil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (lyso-C,PC) y el 1-oleoil-2-hidroxi-sn-

glicero-3-fosfato (LPA) se obtuvieron de Avanti Polar Lipids.
Sintesis y preparacion de péptidos

La hélice-Z (**EHLLVNFLQSLS®®) y el péptido nativo hélice-X
(“*EHLLVDFLQSLS*") derivados del C-terminal de CETP fueron sintetizados por
GenScript, y disueltos en un amortiguador de carbonatos pH 9.5 (1 mg/mL). A partir de
esta concentracion, una dilucion 1:5 fue realizada. Para evaluar la estructura a pH de 7.2
en diferentes ambientes de lipidos, se empleo un amortiguador de fosfatos. Bajo las
mismas condiciones, el péptido control *°DFGFPEHL*" fue empleado. Las soluciones
fueron filtradas a través de 0.22 um antes de realizar los experimentos. La pureza de los
péptidos fue mayor al 98 %, confirmada por espectrometria de masas y HPLC.

La concentracién de los péptidos fue determinada a través de la absorbancia del
enlace peptidico a 205 nm. Muestras de péptidos a concentraciones de 200 pg/mL

fueron incubadas en dieferentes preparaciones de lipidos por 12 h a 25°C antes de su
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caracterizacion estructural, empleando DC, fluorescencia asociada a tioflavina T,

espectroscopia del enlace peptidico y microscopia electronica.
Espectroscopia de dicroismo circular

Los espectros de DC fueron registrados en un espectropolarimetro Aviv62DS
(AVIV instruments) a 25°C en un rango de 190-260 nm. Los experimentos fueron
Ilevados a cabo a una concentracion de 200 pug/mL de péptido en una celda de cuarzo de
0.1 cm, usando un tiempo promedio de integracion de 2.5 s, e incrementos de 1 nm. Los
resultados de DC fueron reportados en valores de elipticidad molar media (©, deg cm?

dmol™) considerando la correccion realizada con las soluciones base.
Fluorescencia asociada a tioflavina T y espectroscopia del enlace peptidico

Empleando 180 pg/mL de péptido, la absorbancia se midio cada 1 nm usando un
espectrofotémetro Perkin Elmer UV/Vis Lambda2S, en un intervalo de 200-240 nm.
Los espectros se corrigieron considerando los espectros de las soluciones control.
Adicionalmente, la estructura-f se caracterizd con ensayos de fluorescencia asociada a
tioflavina T (ThT). Los espectros de emision de fluorescencia se registraron a 25°C en
un rango de 470-540 nm con una longitud de onda de excitacion de 450 nm. Se utilizé
una velocidad de barrido de 60 nm/min con un espectrofluorimetro Olis DM45. Las

concentraciones de ThT y péptidos fueron 10 uM y 36 uM, respectivamente.
Preparacion de micelas de lyso-C,,PC, LPAy PA

Las cantidades requeridas del lipido lyso-C,,PC disuelto en cloroformo fueron
colocadas bajo un flujo suave de N, por 4 h. La evaporacion completa del solvente se
alcanzd con un tratamiento adicional por 22 h en un equipo de vacio SpeedVac.
Posteriormente, las muestras fueron resuspendidas en un amortiguador de fosfatos pH
6.8 a 37°C (50 mM), se mantuvieron por 2 h a 25°C y fueron centrifugadas a 13,000

rpm por 10 min,
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Por otra parte, las muestras de acido lisofosfatidico (LPA) se colocaron bajo un
flujo suave de N, por 6 h, y 12 h adicionales en el equipo de vacio. Las muestras fueron
resuspendidas en amortiguador de fosfatos para ser procesadas a través de 4 ciclos de
congelamiento en N, liquido, y descongelamiento a 37°C. Las muestras se dejaron
equilibrar por 2 h y fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 10 min. Bajo las mismas
condiciones experimentales, micelas de &cido fosfatidico (PA) fueron preparadas con

una etapa adicional de sonicacion por 4 ciclos por 10 min.
Preparacion de micelas de fosfolipidos y LPA

Los lipidos PC y LPA fueron mezclados en CHCI; y secados por 6 h bajo un
flujo de N,, con un tratamiento adicional en el equipo de vacio por 22 h. Las mezclas de
lipidos fueron preparadas con una relacion molar de PC 3.06 mM y LPA 0.92 mM.
Después del secado, las mezclas fueron resuspendidas en un amortiguador pH 6.8 y
posteriormente sonicadas por 4 ciclos. Las muestras se mantuvieron equilibradas por 2
h a 25°C y al final fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 10 min. Empleando la misma
metodologia, se prepararon micelas compuestas de DPPC/LPA y PE/LPA. De igual
forma, micelas con una carga negativa fueron preparadas con la adicion de LPA, bajo
una relacién de 75 % de POPC y 25 % de POPG.

Microscopia electrénica

Las muestras de péptido bajo las diferentes condiciones evaluadas se procesaron
a través de la técnica de tincion negativa y fueron visualizadas usando MET. Alicuotas
de 10 pL de las soluciones se colocaron sobre rejillas de cobre recubiertas con una capa
de carbon (400 pozos) y se contrastaron con una solucion 2 % de acetato de uranilo.
Después de una incubacion por 5 min a 25°C fueron secadas por 20 min. Las imagenes
de MET fueron obtenidas a través de un microscopio JEOL JEM-1200EX11, a 70 kV y

con aumentos de 60,000x.
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5.4 Resultados y discusion

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el péptido hélice-Z
presenta la formacion de una estructura secundaria de tipo-f3 dependiente del pH y de la
concentracion de péptido [5]. Condiciones como la fuerza i6nica no modificaron el
contenido de la estructura-p, y sélo temperaturas por arriba de 70°C promueven una
disminucion en el contenido de estructura secundaria [5]. En este estudio, se evaluo el
efecto de varios arreglos de lipidos sobre la estructura de la hélice-Z a un pH de 7.2.
Especificamente, se realizd una serie de experimentos a través de cambios en las
caracteristicas regionales de los lipidos, tales como el tamafio de la cabeza polar, la
longitud de la cadena acilo, la carga electrostatica y el grado de solvatacion,

condiciones que podrian modificar la estructura secundaria de la hélice-Z.

El tratamiento con concentraciones crecientes de lyso-C,PC (0.01-40.0 mM)
mostrd que concentraciones de lipido por debajo de 5 mM permite a la hélice-Z
mantener una conformacion-f cuando es monitoreada a través de DC (Fig. 2A). La
incubacién con 1 mM de lyso-C4,PC, concentracion cercana a su cmc (0.9 mM), induce
un incremento en los valores que corresponden a la estructura-p (Fig. 2A y B). Bajo
esta condicion, las interacciones de la hélice-Z y el lyso-C,PC en el medio acuoso
deben llevarse a cabo en un equilibrio dindmico entre mondémeros de lipidos, asi como

entre las micelas formadas.
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Fig. 2. Efecto de la lisofosfatidilcolina sobre la estructura de la hélice-Z. A) Espectros de
DC obtenidos bajo el tratamiento con concentraciones crecientes de lyso-C1,PC. B) Valores
de elipticidad molar media a 201 nm. C) Bajo las mismas condiciones se registro la
absorbancia a 218 nm. D) Espectros de emision a 482 nm de fluorescencia asociada a ThT.
El péptido hélice-X nativo se usé como control. E) Fibras de tipo amiloide formadas por la
hélice-Z. F) La hélice-Z incubada con vesiculas de lyso-C1,PC (10 mM). Las barras
corresponden a 100 nm.

46



En este sentido, se ha reportado que moléculas con una estructura similar a la
lyso-C,,PC desencadenan el fendbmeno de agregacion en proteinas no amiloidogenicas
bajo concentraciones equivalentes a las usadas en este estudio [16]. En nuestras
condiciones, concentraciones de lyso-C;,PC cercanas a 10 mM indujeron un punto de
transicion entre la estructura en hoja-p y la formacion de la estructura a-helicoidal. Este
cambio fue seguido a través de la evaluacion de los espectros de DC de la conformacion
en hoja-p a 201 nm (®,y; nm) (Fig. 2B). También se estudid este fendmeno siguiendo el
cambio en la absorbancia del enlace peptidico a 218 nm (Fig. 2C) y por medio de la
fluorescencia asociada a ThT (Fig. 2D). Bajo el tratamiento con lyso-C,,PC (10 mM),
aun se identificaron estructuras fibrilares en cantidades menores pero mas extendidas
con respecto a las muestras de la hélice-Z que no se incubaron con lipidos (Fig. 2E y F).
En concentraciones mas altas de lyso-C,,PC (20 y 40 mM), aunque se detectd una sefial
residual de estructura-p después de seguir la absorbancia del enlace peptidico y la
fluorescencia asociada a ThT, los espectros de DC mostraron la formacion de

estructuras a-hélices bien definidas.

En otra serie de experimentos, considerando que las propiedades hidr6fobicas
del microambiente son condiciones clave que favorecen cambios estructurales en
dominios especificos de proteinas de union a lipidos, se evaluaron varias moléculas de
lipidos con estructuras similares a la lyso-C,,PC. Usando un rango de concentracion de
0.1-10 mM de LPA, lipido con una cabeza polar reducida cercana a las cadenas acilo,
una serie de experimentos se llevaron a cabo estudiando los cambios conformacionales
de la estructura-p hacia una a-hélice. Los espectros obtenidos mostraron un punto
isodicroico cercano a 215 nm asociado con la presencia de dos estados

conformacionales (Fig. 3A).

Los experimentos de DC muestran que la transicion estructural de hoja B hacia
a, también fue identificada mediante el grafico de la senal de ®,q; nm, €n donde se
encontrd que la incubacion con concentraciones de LPA por arriba de 1 mM induce una

disminucion drastica en los valores de DC asociados con la pérdida de estructura-f (Fig.
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3B). De forma paralela, los cambios conformacionales fueron seguidos a través de la
absorbancia del enlaces peptidico a 218 nm (Fig. 3C) y por medio de las mediciones de

fluorescencia asociada a ThT (Fig. 3D).
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Fig. 3. El LPA previene la formacion de fibras amiloides en la hélice-Z. A) Espectros de
DC de la hélice-Z incubada con concentraciones crecientes de LPA. B) Valores de
elipticidad molar media a 201 nm. C) Valores de absorbancia a 218 nm. D) Fluorescencia
asociada a ThT a 482 nm. El péptido nativo fue usado como control. El inserto muestra los
espectros de emision de la hélice-Z en diferentes concentraciones de LPA. E) Fibras
amiloides formadas por la hélice-Z. F) Efecto del tratamiento con LPA sobre la formacion
de fibras. La barra corresponde a 100 nm.
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Los datos indican que el tratamiento con LPA induce una transicion estructural
bien definida en la estructura secundaria, de una hoja-B hacia una estructura o-
helicoidal en concentraciones superiores a la cmc. De hecho, después del tratamiento
con 2.5 mM de LPA, la fluorescencia asociada a ThT fue suprimida (Inserto Fig. 3D),
indicando una peérdida completa del contendio de estructura-f. Asimismo, no se
encontraron estructuras fibrilares en las muestras analizadas de LPA por debajo de 10
mM, procesadas a través de MET (Fig. 3F). Nuestros resultados sugieren que los
cambios conformacionales en la estructura secundaria dependientes del LPA, estan
asociados con un proceso cooperativo, en donde la hélice-Z recupera los niveles de
estructura o-helicoidal de forma similar a los registrados cuando el péptido nativo
hélice-X es estudiado (datos no mostrados). Sin embargo, esto no podria considerarse
como un fendmeno general en lipidos con grupos hidroxilo libres en la cabeza polar. En
las concentraciones mas altas de lyso-C,,PC (20 y 40 mM), la sefial de fluorescencia
asociada a ThT no fue completamente suprimida, de manera que la incubacion con
lyso-C,,PC puede estar asociada con una transicion parcial hacia la formacion de a-

hélices.

El tamafio de la cabeza polar y la presencia de un grupo hidroxilo libre en la
posicién sn2 del esqueleto de glicerol, propiedades que pueden modificar el grado de
solvatacion en la interface hidrofilica/hidrofobica [7], deben tener un papel clave en los
mecanismos que modulan la formacion de fibras amiloides dependientes de lipidos
[7,9]. En este caso, los componentes hidréfilicos de los fosfolipidos, tales como el
grupo hidroxilo libre en el LPA, pueden modificar la posicion y el arrelo de los
ensamblajes hidréfobicos en relacion a la interface [17]. De manera que hemos
evaluado esta posibilidad a través del tratamiento con concentraciones crecientes de PA,
una molécula lipidica con dos cadenas acilo en el esqueleto de glicerol, condiciones que
no deben promover el cambio conformacional de la estructura-p hacia la a-hélice. Esta
propuesta fue corroborada usando un intervalo de concentraciones de 0.1-5 mM de PA,

y a través del empleo de técnicas espectroscopicas se mantuvo la presencia de la
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estructura-P3, asi como la propiedad de formacién de fibras amiloides en el péptido

hélice-Z (datos no mostrados).

Considerando que la carga electrostatica sobre las superficies de los lipidos es un
factor que podria modular la estructura secundaria de la hélice-Z, se estudi6 el efecto de
una serie de mezclas de fosfolipidos con LPA (76 %/24 %) (Fig. 4). El tratamiento del
péptido con micelas formadas de POPC/POPG y LPA con una carga electrostatica
negativa sobre la superficie no modificé el perfil de la estructura secundaria-p,
caracterizacion que se realizo a través de DC y fluorescencia asociada a ThT (Fig. 4Ay
B). Esta condicién se mantuvo durante todo el intervalo de concentracién estudiada de
esta mezcla (0.1-2.4 mM), registrandose la formacion de micelas en las concentraciones

mas altas (datos no mostrados).
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Fig. 4. Efecto de la carga electrostatica de los lipidos sobre la estructura de la hélice-Z. A)
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Cuando la hélice-Z se incub0 con vesiculas con una carga electrostatica neutra
compuestas Unicamente de POPC (1.23 mM) y LPA (0.37 mM), los espectros de DC y
los valores de emision de fluorescencia fueron similares a los valores de las muestras
control sin la adicién de lipidos (Fig. 4A y B). Una respuesta similar se obtuvo cuando
se estudiaron micelas neutras formadas por fosfatidilcolina, una condicion en la que se
mantiene la formacién de fibras amiloides bien definidas (Fig. 4C y D). Considerando
que se utilizd un tiempo de incubacion prolongado (24 h), se redujo la presencia de
estructuras oligomericas en las muestras [5]. No obstante, en estas muestras fue posible
identificar algunas fibras amiloides situadas sobre la superficie de las micelas de lipido
(Inserto Fig. 4D), una condicion que sugiere la presencia de interacciones en la

superficie de las micelas sin que ocurra un cambio estructural en la hélice-Z.

El tratamiento con concentraciones crecientes de preparaciones de lipidos que
contienen mezclas de PC/ésteres de colesterol usadas extensivamente en un trabajo
anterior empleando a la CETP [18], no modula los cambios estructurales descritos
anteriormente con el LPA y la lyso-C;,PC, y solamente se registr6 una ligera

disminucion en el contenido de la estructura-p (datos no mostrados).

Bajo las mismas condiciones, la incubacion con vesiculas neutras formadas de
DPPC y LPA mantiene la conformacion en hoja-p en la hélice-Z. Sin embargo, en este
caso se registrd un aumento en el espectro de fluorescencia asociada a ThT, condicion
que esté relacionada con la presencia de una concentracion mas alta de fibras, mostrada
a través del procesamiento de las muestras por MET. Se registraron varias
caracteristicas relacionadas especificamente con la morfologia de estas fibras, como un

patrén altamente heterogéneo (Fig.4E).

El tratamiento con micelas compuestas de PE y LPA, con una carga
electrostatica positiva en la superficie y un grupo de cabeza polar reducido, induce una
disminucion moderada en el contenido de la estructura-p de la hélice-Z (Fig. 4A y B).
De la misma forma, se registraron cantidades mas bajas de fibras amiloide con respecto
a los tratamientos previos de lipidos (Fig. 4F). Bajo nuestras condiciones
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experimentales, en un pH neutro la hélice-Z mantiene una carga neta negativa (-1), de
tal manera que estos resultados podrian estar asociados con una capacidad de union
electrostatica menor en la superficie de las vesiculas con una carga positiva. De forma
interesante, cuando se evaluo a la hélice-X, el dominio nativo C-terminal de CETP en
un estado desordenado, bajo la presencia de vesiculas compuestas de PE/LPA se

registraron los niveles mas altos de estructura a-hélice.

El clister hidrofobico en el dominio C-terminal de CETP “’LLVNFLQ*?
originado por la mutacion D,7;gN, comparte caracteristicas similares con los motivos
estructurales hidréfobicos contenidos en los steric zippers, los cuales han sido descritos
forman parte de la estructura molecular de las fibras amiloides [19,20]. En este sentido,
la mutacion D47oN minimiza las repulsiones electrostaticas entre péptidos monoméricos,
promoviendo la formacion de puentes de hidrogeno en el esqueleto y disparando la
formacion de la hoja-f con la consiguiente formacion de fibras en la hélice-Z [5]. Estos
fendmenos estan restringidos al extremo C-terminal (residuos 465-476), ya que las
secuencias de péptidos que corresponden a *“°DFGFPEHL*’ no muestran la formacion
de la hoja-B, e incluso bajo la presencia de lipidos, el péptido permanece en un estado

desordenado (datos no mostrados).

La inhibicién de la formacion de fibras y la estabilizacion de una estructura o-
helicoidal en la hélice-Z puede estar asociada directamente con las propiedades
fisicoquimicas del LPA. La presencia de un grupo hidroxilo libre y un grupo de cabeza
polar reducido puede facilitar el reconocimiento molecular sobre la hélice-Z, lo que
permite la interaccion de los péptidos monomeéricos en la superficie de las micelas. De
manera que la nucleacion y el apilamiento de los péptidos, fendbmenos que conducen a
la agregacion y finalmente a la formacion de fibras, se encuentan suprimidos. En este
sentido, se ha reportado que la estabilidad del plegamiento nativo en péptidos y
proteinas estd determinada principalmente por interacciones hidréfobicas entre las
cadenas laterales, mientras que la estabilidad de las fibras amiloides es dependiente en

mayor medida de puentes de hidrégeno intramoleculares en la cadena principal [21].
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Por otra parte, un grupo importante de eventos que ocurren en la superficie de
los lipidos estan influenciadas por las redes de puentes de hidrdgeno [22], de tal manera
que la union lipido/hélice-Z en la superficie de las micelas o lipoproteinas podria
implicar la liberacion de moléculas de agua altamente ordenada situadas en las primeras
capas de hidratacion, con la consiguiente reorganizacién de puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas. De manera que los cambios conformacionales y la
modulacion de la estructura secundaria de los péptidos requieren de condiciones clave
asociados al microambiente, siendo parametros importantes el grado de solvatacion y el
tamafio de la cabeza polar de los lipidos. Nuestros resultados muestran un papel
regulatorio para el LPA mediante la modulacion de los mecanismos que mantienen al
dominio C-terminal de CETP en una conformacion funcional directamente asociada a la

presencia de una estructura a-helicoidal en este dominio.

Con fundamento en los resultados presentados, se publico el articulo: “Amyloid
fibril formation of peptides derived from the C-terminus of CETP modulated by lipids”
(Anexo VI). Con la finalidad de ampliar nuestra propuesta de trabajo asociada con
cambios de estructura secundaria modulados por el microambiente de lipidos en
dominios de proteinas que tienen la capacidad de interaccionar con lipidos, se publico el
articulo:  “Microenvironmentally controlled secondary structure motifs of
apolipoprotein A-l derived peptides” (Anexo X). En este sentido, la colaboracion
estuvo relacionada con el desarrollo de la estrategia experimental y la discusion de
resultados. Los datos obtenidos sugieren que las propiedades fisicoquimicas de
dominios clave en la apolipoproteina A-l pueden estar asociadas con transiciones
desorden-orden que a su vez mantienen el delicado equilibrio entre la conformacién
nativa y andmala, y por tanto, podrian controlar la propension a estar relacionadas en

procesos patoldgicos.
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6. La funcion de unidon a lipopolisacaridos esta determinada por el
dominio C-terminal de CETPI

6.1 Resumen

El dominio clave para la funcion de CETP esta situado en el C-terminal, sin
embargo nuestro grupo de trabajo ha demostrado que este dominio puede presentar
transiciones de estructura secundaria dependientes de lipidos. En ese sentido, hemos
descrito una nueva isoforma de CETP expresada solamente en el intestino delgado e
identificada en el plasma. La isoforma CETPI no tiene la estructura o-hélice en el
dominio C-terminal, y en su lugar esta presente una secuencia con un alto contenido en
prolinas y residuos con carga positiva, caracteristicas que promueven una estructura
desordenada, la cual no se modula por lipidos. En este trabajo se ha encontrado que la
expresion de CETPI en cultivos celulares de intestino delgado responde al estimulo con
lipopolisacaridos (LPS), y la potencial funcion esté relacionada con la unién a LPS. A
través del uso de péptidos derivados del dominio C-terminal de CETPI se han
caracterizado los mecanismos de union a LPS, funcion que esta determinada por
interacciones electrostaticas en la superficie, abarcando varios serotipos de LPS.
Asimismo, las interacciones peptidicas en la interface del lipido A promueven un
rearreglo en la conformacion de los LPS. El tratamiento especifico con un péptido
derivado de los ultimos 18 residuos (péptido VSAK) protege de los efectos citotdxicos
inducidos por los LPS en macrofagos, a través del bloqueo de la unién de los LPS a la
superficie celular, condicion que reduce la internalizacion de los LPS, y en
consecuencia los fendmenos citotoxicos asociados al estrés oxidativo. Ampliando la
caracterizacion a un modelo de choque séptico en conejos, se registré un fenémeno de
proteccion sutil bajo el tratamiento con el péptido VSAK. Considerando la expresion
natural de CETPI, el uso del dominio C-terminal puede representar una estrategia

terapéutica Optima para el tratamiento del choque séptico.
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6.2 Introduccion

La isoforma CETPI se expresa solamente en el intestino delgado y es
identificada en el plasma [1]. A diferencia de la CETP, la isoforma CETPI no presenta
el exdn 16, y 54 bases contenidas en el intrén 15 forman parte del nuevo ARNm
reemplazando los 24 residuos del C-terminal presentes en CETP por una secuencia de
18 residuos con un alto contenido de prolinas y residuos con carga positiva [1],

condiciones que favorecen una disminucion en la transferencia de lipidos neutros.

El analisis de la estructura tridimensional ha permitido la identificacion de la
proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad (BPI), la cual presenta la
propiedad de union a LPS [2]. La proteina BPI comparte los elementos estructurales
mas importantes y un alto nivel de similitud a nivel de estructura tridimensional con
CETP, a pesar de que tienen una homologia baja en la secuencia primaria (16%) (datos
no mostrados). De forma interesante, en la superficie concava, la nueva isoforma
CETPI y la proteina BPI no tienen el dominio clave a-helicoidal situado en el extremo
C-terminal, y en su lugar las dos proteinas tienen una alta distribucion de residuos con
carga positiva, lo cual es una caracteristica importante asociada con una potencial
funcion de union a LPS. No obstante, cuando se realizé un analisis de alineamiento con
respecto a BPI, LBP y CETP, solamente en los ultimos 18 residuos del C-terminal de

CETPI se presenta una distribucion regular de residuos cargados positivamente.

De forma interesante, el C-terminal de CETPI comparte algunas caracteristicas
con un grupo de proteinas y péptidos con propiedades catidnicas que presentan afinidad
por la superficie microbiana cargada negativamente y por lo tanto por los LPS, los
cuales se han utilizado como moléculas amortiguadoras o blogueadoras de la accion
toxica de estos lipidos sobre la membrana plasmatica de diversos tipos celulares. En
este sentido, se ha redactado un capitulo en el libro conmemorativo de los 150 afios de
la fundacion de la Academia Nacional de Medicina de México, en el cual se realiza una

revision actualizada sobre el uso de proteinas y péptidos que presentan la capacidad de
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interaccionar con los LPS y su potencial empleo en el control del choque séptico
[Anexo VII].

Los LPS representan un componente esencial de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas y son un requisito para su viabilidad. Estos glicolipidos
fosforilados, son Unicos de cada especie, pero en general consisten de cuatro
componentes: el lipido A, el nucleo interno, el nicleo externo y el antigeno-O. Sin
embargo, la mayor parte de las variantes entre LPS residen en el lipido A, la parte
hidréfobica que mantiene anclado el LPS a la capa exterior de la membrana. El lipido
A también se considera el elemento méas importante, ya que representa la fraccion
toxica. En experimentos en los que el lipido A es desfosforilado o deacetilado, el efecto

toxico de la molécula se mantiene reducido [2].

En el torrente sanguineo, cuando el lipido A se encuentra expuesto, la respuesta
inmune es activada y una serie de citocinas mediadoras de la inflamacion son liberadas
a la circulacion. La perdida de regulacion de la respuesta inmune después de una
infeccion puede provocar una inflamacion sistémica exacerbada, lo que lleva a la
patogénesis hemodinamica y a la presencia de alteraciones metabdlicas, cuyas
consecuencias pueden ser el desarrollo de choque séptico y fallas multiorganicas. En
este sentido, el choque séptico se ha definido como una respuesta inflamatoria sistémica
con hipotension refractaria durante un cuadro infeccioso, y es una de las principales

causas de muerte en las unidades de cuidados intensivos de todo el mundo [3,4].

Tomando en cuenta que los LPS estan cargados negativamente debido a los
grupos carboxilo y fosfato, la BPI asi como péptidos catidnicos y anfifilicos pueden
interaccionar con el lipido A y con la region de los carbohidratos en los LPS [5]. En
base a las similitudes en la estructura tridimensional entre CETPI y BPI, y considerando
que la expresion CETPI es estimulada por LPS en células de intestino delgado, se
propone que la nueva proteina descubierta en nuestro laboratorio podria tener la

capacidad de unioén a LPS.
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Por otro lado, la CETP es principalmente sintetizada en el higado, en donde el
dominio C-terminal nativo (Eses-Sa7s) estructurada como una o-hélice anfipatica
corresponde con una region clave para la actividad de transferencia de lipidos [6-8].
Nuestros resultados sugieren que el mecanismo de transferencia puede estar
directamente conectado con la formacion de un sistema micelar de lipidos, asignando al
dominio C-terminal la propiedad de llevar a cabo el ordenamiento de lipidos solamente

cuando la estructura a-hélice es formada bajo transiciones desorden-orden [9] .

En este sentido, hemos demostrado que el dominio C-terminal de la CETP puede
presentar cambios conformacionales en un ambiente libre de lipidos y cuando la
mutacion D,,oN es introducida en esta secuencia. Estas condiciones promueven la
formacion de una estructura-p y la posterior formacion de fibras de tipo amiloide [10].
Nuestros experimentos han permitido proponer que un delicado equilibrio entre la
estructura secundaria altamente dinamica del dominio C-terminal, parametros
fisicoquimicos como la carga neta, y el grado de solvatacion en la interface lipidica,
definen el tipo de estructura secundaria [11]. Modificaciones en este balance
promueven alteraciones en la estructura secundaria, y como consecuencia la funcién

podria estar modificada.

Considerando nuestra propuesta, a través de la experimentacién con péptidos
derivados del dominio C-terminal de CETPI, se descubrié que la funcion de unién a
LPS reside en este dominio de la proteina. En este sentido, un péptido nombrado VSAK
presenta las caracteristicas fisicoquimicas Optimas para el bloqueo de los LPS, y
tomando en cuenta que se deriva del C-terminal de CETPI, que a su vez es sintetizada
en el intestino delgado, este descubrimiento podria impulsar el desarrollo de un

tratamiento nuevo y eficaz contra la inhibicidn de la actividad de los LPS.
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6.3 Materiales y métodos

Materiales

Los lipidos PC, LPA vy lyso-C,,PC fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids. El
colesterol, la molécula MTT, los serotipos de LPS (0111:B4, 026:B6, O55:B5) y la
Polimixina B (PmB) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich. El extracto polar de
lipidos de E. coli (ATCC 11303) compuesto de fosfatidiletanolamina 67 %,
fosfatidilglicerol 23.2 % y cardiolipina 9.8 % fue de Avanti Polar Lipids. Los LPS
fluorescentes de E.coli LPS BODIPY FL, LPS Alexa Fluor 488, LPS Alexa Fluor 488
de Salmonella minnesota, asi como la sonda 6-carboxi-2",7 -diclorodihidrofluoresceina
diacetato fueron obtenidos de Invitrogen. Los reactivos para cultivo celular fueron de
Gibco-Invitrogen, y el material de plastico fue de Corning. Los anticuerpos usados en
los ensayos de inmunoprecipitacion fueron de Santa Cruz Biotechnology. La fosfatasa

alcalina fue obtenida de New England BioLabs.
Cultivo celular

Cultivos de células epiteliales de intestino delgado FHs74Int (ATCC) fueron
mantenidos en medio Hybri-Care suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y
30 ng/mL de factor de crecimiento epidermal. Las células Caco-2 de colon (ATCC) se
mantuvieron en medio MEM con 20 % de SFB. Células RAW 264.7 (ATCC,
macrofagos) se cultivaron en medio RPMI 1640 con 10 % de SFB. Las células HepG2
(ATCC) fueron cultivadas en medio MEM con 10 % de SFB y piruvato de sodio 1 mM.

A los medios de cultivo se les adiciond penicilina (50 U/mL) y estreptomicina (50

pg/mL).
Particulas formadas de fosfatidilcolina/colesterol. Lipidos bacterianos y LPS

Las particulas de PC y colesterol fueron preparadas con una relacion molar de
PC de 2 mM y 0.1 mM de colesterol (20:1). Los lipidos se mezclaron en cloroformo y
fueron secados por 2 h bajo un flujo suave de N,, con un periodo adicional de 12 h en
un concentrador Speed Vac (Savant). Despueés del secado, los lipidos se resuspendieron
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en PBS y posteriormente fueron sonicados con 4 ciclos de 10 min (15 s/30 s) en un
bafio de hielo bajo un flujo suave de N,. Las muestras se dejaron equilibrar por 2 h'y
después se centrifugaron a 13000 rpm por 10 min. Para el extracto polar de lipidos de E.
coli (2 mg/mL), se empled la misma metodologia con 5 ciclos de sonicacién. Los LPS
se disolvieron en H,O ultrapura (1 mg/mL), y se sonicaron en un bafio de agua por 10

min.
Micelas formadas de lisofosfatidilcolina y acido lisofosfatidico

Las micelas fueron preparadas siguiendo la misma metodologia que en la

referencia [11].
Anticuerpos de CETP y CETPI

El anticuerpo para la deteccion de [-actina fue obtenido de Santa Cruz
Biotechnology, y el anticuerpo monoclonal contra CETP de Affinity Bioreagents.
Asimismo, los anticuerpos que reconocen especificamente los respectivos dominios C-
terminal de la CETP y CETPI se obtuvieron a partir de la sintesis de péptidos
correspondientes a los 11 residuos del extremo C-terminal. Para el acoplamiento con la
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), los péptidos incluyen una cisteina en el extremo
amino. Los péptidos acoplados a KLH se usaron para la produccién de los anticuerpos
anti-CETP IgY vy el anti-CETPI IgY en gallinas blancas Leghorn, utilizando un
protocolo estdndar de 63 dias (Alpha Diagnostic International). Los protocolos
utilizados en este documento estan basados en varias patentes desarrolladas por nuestro

grupo de trabajo [12-15].
Ensayo de inmunodeteccion tipo WB

Con una confluencia del 90%, las células Caco-2, FHs74Int y HepG2 se trataron
bajo diferentes condiciones de lipidos por 16 h. Posteriormente, las células se lisaron
por 45 min a 4°C, y las muestras fueron procesadas de acuerdo a protocolos utilizados

en un trabajo previo [5]. Las membranas de PVDF se bloquearon toda la noche a 4°C
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en un amortiguador TBS, 0.1 % de Tween-20, y leche al 5%. Para la deteccion de
CETP, se utilizé una dilucion de anticuerpo monoclonal primario 1:400, y para j-actina
1:500. Las membranas se incubaron por 1 h a 37°C. Después de los lavados, las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios (1:5000) por 1 h a 37°C.
Posteriormente, las membranas se lavaron y la actividad de peroxidasa de rabano se
detectd con el kit Western Immobilon (Millipore).

De la misma forma, para la deteccion de CETP y CETPI, se usaron los
anticuerpos primarios anti-CETP IgY y anti-CETPI IgY siguiendo los protocolos

establecidos en las patentes [12-15].
Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular en los diferentes tratamientos se evalué mediante el ensayo

de reduccion del MTT, con base en trabajos previos [10].
Sintesis de péptidos y preparacion

Considerando la secuencia de aminoacidos y las propiedades fisicoquimicas del
C-terminal de CETPI, se sintetizaron varios péptidos: el péptido VSAK que
corresponde a los Ultimos 18 residuos (V474-Pag1), €l péptido ARS (Aug1-Pag1) especifico
de los altimos 11 residuos, y el péptido INPE (l4e5-Pag;) correspondiente a los ultimos
27 residuos (Tabla 1 y Figura 3). Los péptidos liofilizados fueron disueltos a 1 mg/mL,
y posteriormente una dilucion 1:5 se llevo a cabo. El efecto del pH sobre la estructura
secundaria de los péptidos se evalud en un rango de 3.8-13. En la evaluacion del efecto
de los lipidos sobre la estructura secundaria de los péptidos, se uso un pH de 7.2.

Peptidos derivados del C-terminal de CETP se usaron como control, el peptido
nativo hélice-X (Ess5-Sa76) Y 12 hélice-Z (E4e5-Sa76) con la mutacion D4oN (Figura 3).
Las soluciones se filtran a traves de 0.22 um, la pureza de los péptidos fue mayor al 98

%, la cual se confirmé por espectrometria de masas y HPLC (GenScript).
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Espectroscopia de DC
Los espectros de DC se obtuvieron con base a trabajos previos [9-11].
Analisis in silico

Se emplearon varios predictores de estructura secundaria, asi como servidores
para el analisis de la estructura del domino C-terminal de CETPI. Para el analisis de la
estructura tridimensional de la proteina CETP y BPI, se utilizd el algoritmo STRAP
(Interactive Structure based Sequences Alignment Program). Las estructuras se

obtuvieron del PDB cddigo de acceso 2obd y 1bpl para CETP y BPI, respectivamente.

Inmunodeteccion de CETPI por ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a

enzimas)

Las condiciones para el uso del anticuerpo anti-CETPI A,g:-P4o; €n ensayos de
ELISA se establecieron con base en una patente anterior [12]. Mediante esta técnica se
ha podido disefiar un método para la cuantificacion de CETPI, y establecer las
condiciones para el desarrollo de un kit. EI nivel de minimo de deteccion a través de

este sistema es de 0.0007-0.004 ng, usando al péptido VSAK como referencia [12].
Microscopia electronica de transmision

Las muestras incubadas en las diferentes condiciones experimentales se
procesaron usando la técnica de tincion negativa y fueron visualizadas a través de MET.
Las muestras (10 pL) se colocaron en rejillas de cobre recubiertas de carbono por 10
min a 25°C, las cuales se tifieron negativamente por 5 min con 0.1 % de &cido
fosfotingstico. Las muestras fueron visualizadas en un microscopio JEOL JEM-
1200EX11 a 80 kV con una magnificacion 20000x.
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Ensayos de cosedimentacién lipido/péptido y espectroscopia del enlace peptidico

Experimentos de cosedimentaciébn se realizaron con una etapa de
ultracentrifugacion en un equipo Optima TLX y un rotor TLA-100.2 siguiendo la
metodologia descrita en la referencia [4]. Los sobrenadantes fueron recuperados y los
pellets fueron suspendidos en un amortiguador de fosfatos pH 7.2. Posteriormente, se
midi6 la absorbancia del enlace peptidico de los sobrenadantes y pellets a 205 y 218

nm.
Electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida

Muestras de LPA y lyso-C,PC fueron procesadas empleando geles nativos de
gradiente de poliacrilamida 3-35, 3-38 y 3-40%, en un buffer Tris-boratos durante 12 h
a 80 V [16]. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie G-250 y negro de Sudan
de acuerdo con trabajos previos [9]. Para la caracterizacion de las muestras de LPS, se
establecié una nueva metodologia a través del uso de geles de gradiente de 0.8-25 %.
De esta forma, el método permite el estudio de la unién lipido-péptido bajo condiciones

nativas sin que se modifique la union [12].
Ensayos de fluorescencia

Para estos ensayos se emplearon LPS (O55:B5) acoplados a las sondas BODIPY
FL y Alexa Fluor 488. Los espectros de emision de fluorescencia fueron registrados a
25°C en un rango de 520-575 nm. Una longitud de onda de excitacion a 503 nm se
utilizo para la evaluacion de los LPS-BODIPY FL y 519 nm para LPS-Alexa Fluor 488.
Las muestras LPS-péptidos se incubaron a 30°C por 3 h y posteriormente las lecturas se

realizaron en un espectrofluorimetro. La concentracion de los LPS fue de 5 pg/mL.
Ensayos de fosfatasa alcalina (AP)

Se evalud el efecto de la actividad de la AP sobre la union VSAK-LPS. Los LPS
0111:B4 (24 pg) se trataron con AP (5 U) por 1 h a 37°C. Después, la actividad de AP
se inactivd con una etapa de 5 min a 70°C. El péptido VSAK (6 ug) fue incubado con
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los LPS defosforilados toda la noche a 25°C. Posteriormente, las muestras se
resolvieron a través de electroforesis en geles de gradiente (0.8-25 %), y fueron

procesadas a través de WB.
Efecto de la fuerza idnica

El papel de la fuerza idnica sobre la union VSAK-LPS fue evaluado por medio
de concentraciones crecientes de NaCl. Esta condicién se estudio mediante la
electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida y WB, el efecto de la AP y a

través de la fluorescencia asociada a los LPS-BODIPY FL.
Efecto protector del péptido VSAK sobre macréfagos

Cultivos celulares de macréfagos en placas de 96 pozos (14,000 células/pozo)
con una confluencia del 80 % se trataron durante 45 min con concentraciones
crecientes del péptido VSAK (0-1000 ng/mL), y después se estimularon con LPS 10
ng/mL por 24 h. Después del tratamiento, la viabilidad celular se midi6 a través del
ensayo con MTT [10]. En otro panel experimental, los macrofagos recibieron un
estimulo de LPS 10 ng/ml por 2, 4 y 12 h, después se adicionaron dosis crecientes de
VSAK (100, 500 y 1000 ng/mL). En este caso, el experimento se prolongd durante 20

h, y la deteccion con MTT se realizd de acuerdo a protocolos anteriores [10].
Ensayos de unién celular de LPS

Los macrofagos en placas negras de 96 pozos (Santa Cruz Biotechnology) se
incubaron por 2 h en medio libre de suero, se lavaron dos veces con PBS y se
mantuvieron por 30 min a 4°C. Después, las células se incubaron con el péptido VSAK
0 polimixina B por 30 min. Inmediatamente, se adicionaron LPS-Alexa Fluor, y se
continudé la incubacion por 2 h a 4°C. Se realizaron dos lavados con PBS, y las
mediciones de fluorescencia se realizaron con un lector de microplacas Synergy HT
(BioTek), empleando una longitud de onda de excitacion de 495 nm y de emisién a 519

nm, con un valor de ganancia de 120.
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De la misma forma, la union VSAK-LPS se caracterizo en el medio extracelular
de cultivos de macrofagos. Las células RAW se trataron con el péptido VSAK por 45
min antes de la adicién de LPS (LPS-BODIPY FL) bajo la relacion de 1 molécula de
LPS por 100 de péptido VSAK, posteriormente se continud la incubacién por 4 h. Los
medios extracelulares fueron recuperados y se concentraron a través de una etapa con
Centricon. La sefial de fluorescencia fue seguida en un espectrofluorimetro, y las
muestras se analizaron por electroforesis en geles de gradiente (0.8-25 %), y

posteriormente se visualizaron en un equipo Typhoon 9400.
Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los macrdfagos en placas negras de 96 pozos se incubaron por 1 h en medio
libre de suero, posteriormente las células fueron tratadas con el péptido VSAK por 45
min (10 ug/mL). Después de un estimulo de LPS (100 ng/mL) por 4 h a 37°C, se
incubd con la sonda fluorescente 6-carboxi-2",7"-diclorodihidrofluoresceina diacetato
(11 uM) por 15 min. Las células se lavaron y las lecturas de fluorescencia se realizaron

en un lector de microplacas.
Ensayos microbianos

Placas de medio agar Mueller-Hinton se inocularon con E. coli
enteronemorragica en la presencia de sensidiscos impregnados con diferentes

condiciones de péptidos, asi como con los antibidticos control.
Microscopia confocal

Para la localizacion celular de los LPS-BODIPY FL vy el efecto del tratamiento
con el peptido VSAK, se utilizé un microscopio confocal de barrido FV1000. Después
de 3 h de incubacidn, las imagenes celulares se obtuvieron con el uso de una longitud de
onda de excitacion a 503 nmy de emision a 513 nm. De la misma forma, la localizacion
celular de las ERO fue seguida empleando la sonda 6-carboxi-2°,7 -

diclorodihidrofluoresceina diacetato.
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Ensayos de inmunoprecipitacion

Macrofagos fueron tratadas con VSAK y LPS, bajo las condiciones descritas
anteriormente. La separacion de los nacleos fue realizada usando un buffer de sacarosa
250 mM/imidazol 3 mM pH 7.4 suplementado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Las células se rasparon de las placas de cultivo y se pasaron 21 veces por
una jeringa 22G. Para la recuperacion de los nucleos, los lisados celulares se
centrifugaron 3400 rpm por 15 min. Las dos fracciones (sobrenadante y sedimento) se
lisaron por 25 min a 4°C, y ambas fracciones (20 ug/carril) se procesaron por SDS-
PAGE, y después se transfirieron a membranas de PVDF. Para la deteccion de c-jun se
utilizé el anticuerpo monoclonal de raton anti-c-jun (1:500), para c-myc un anticuerpo
policlonal de conejo anti-c-myc (1:600). Las membranas previamente bloqueadas se
incubaron con los anticuerpos primarios y después de lavados sucesivos, se incubaron
con los anticuerpos secundarios respectivos (1:5000), para realizar la deteccién por

quimioluminiscencia.

Por otra parte, las fracciones de citoplasma (400 pg) y ndcleo (300 ug) se
incubaron con el anticuerpo anti-c-myc (1:400) por 2 h a 4°C, y los complejos inmunes
se precipitaron con proteina G agarosa Fast Flow (Millipore) toda la noche a 4°C. Las
proteinas inmunoprecipitadas se lavaron 3 veces y se resuspendieron en un buffer
Laemmli. Las proteinas fueron separadas por geles SDS-PAGE vy se transfirieron a
membranas de PVDF. La deteccion por WB de la proteina B-adaptina se realiz6 en base

a protocolos anteriores [10].
Protocolo experimental en animales

Conejos machos Nueva Zelanda con un peso de 2 kg se mantuvieron en un
ambiente con temperatura y humedad controladas, bajo condiciones de alimentacion ad
libitum y acceso libre al agua. La temperatura rectal inicial se midié en conejos con 24 h
de ayuno. Después de 5 min, los animales se inocularon por via intravenosa en la oreja

con el péptido VSAK, y 10 min después con los LPS 0111:B4 bajo una relacion lipido-
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péptido 1-200. La temperatura rectal se registré cada 30 min, y después de 90 min los
animales fueron sacrificados de forma ética con pentobarbital sodico. Todos los
experimentos con animales se realizaron de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y los

principios rectores en el cuidado y uso de animales de experimentacion.
Mediciones de TNFa en suero de conejos

Las muestras de sangre de los animales de experimentacién se obtuvieron de la
vena marginal de la oreja. Los tubos se centrifugaron por 15 min a 2000 rpm, el suero
fue recuperado y se almaceno a -70°C. Para la medicién cuantitativa, se empleo el kit
TNFa ELISA de Cloud-Clone Corp. Las muestras de suero se diluyeron 1:3 en PBS y
100 pL de esta solucion se adicionaron a cada pozo de la placa de ELISA. Las muestras
se incubaron por 2 h a 37°C, posteriormente se incub6 con el reactivo de deteccion A
por 1 h a 37°C, realizando 3 lavados posteriores. El reactivo B fue adicionado, se
incubo durante 30 min a 37°C, y se realizaron 5 lavados. Después, la placa de ELISA se
incubo por 25 min a 37°C con solucion de sustrato. Por ultimo, se adiciond solucion de

paro para realizar las lecturas a 450 nm.
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6.4 Resultados y discusion
Diferencias en la estructura secundaria del C-terminal de CETPIly CETP

Considerando que CETPI no tiene el dominio clave C-terminal estructurado en
a-hélice, como sucede en la hélice-X de CETP, se realiz6 una primer aproximacion
estructural de los dltimos 18 residuos del C-terminal de CETPI. La caracterizacion
estructural a través de espectroscopia de DC indica que el péptido VSAK (V474-Pag1),
correspondiente a los Gltimos 18 residuos del C-terminal de CETPI se mantiene con una
estructura desordenada (Fig. 1). De la misma forma, no se encontraron transiciones de
estructura secundaria dependientes del pH (Fig. 1A), como se ha reportado
anteriormente en péptidos derivados de CETP [10]. A través de la evaluacion de la
elipticidad molar media a 219 nm, solamente en un rango de pH de 8.6-9.5 se registro
un ligero aumento en los valores de elipticidad (Fig. 1B). De manera similar, la
estructura secundaria correspondiente a los ultimos 11 residuos (péptido ARS) se

mantuvo en un estado desordenado (datos no mostrados).
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Fig. 1. Caracterizacion estructural del dominio C-terminal de CETPI utilizando
espectroscopia de DC. A) Los espectros de DC se obtuvieron en un intervalo de pH de 3.8-
13.0. B) Bajo las mismas condiciones, se muestran los valores de elipticidad molar media
(®)a 219 nm.

En un trabajo anterior, hemos descrito la presencia de cambios en la estructura
secundaria de la hélice-X de CETP dependientes del microambiente especifico de
lipidos, tales como micelas de lisofosfatidilcolina o LPA [4], en donde las transiciones
estructurales estan acopladas a un fenémeno de ordenamiento de lipidos [11]. No
obstante, dichas transiciones no se producen cuando se evallan péptidos derivados del
C-terminal de CETPI (Fig. 2A). En estos experimentos, la estructura secundaria
desordenada en el péptido VSAK se mantiene bajo concentraciones crecientes de LPA,
y los valores de elipticidad a 222 nm (sefial de a-hélice) se mantienen constantes. Sin
embargo, usando las mismas condiciones experimentales en la hélice-X se observéd una
respuesta sigmoidal asociada a la presencia de dos estados conformacionales (Fig. 2B).
Los resultados sugieren una modulacion estructural diferente, que es dependiente del

microambiente de lipidos entre los dominios C-terminal.

Asimismo, se desarrolld6 una nueva metodologia para caracterizar las
interacciones péptido-lipido, a través de ensayos de cosedimentacion acoplados a la
espectroscopia del enlace peptidico [9]. De esta forma, hemos demostrado que la hélice-

X en solucion no sedimenta, y la presencia de lipidos como el LPA facilita la formacién
70



de micelas, de manera que la sedimentacion péptido-lipido se lleva a cabo. Ademas, la
electroforesis en geles nativos de gradiente de poliacrilamida confirma el fenGmeno de
unién a lipidos que se muestra por la presencia de bandas solamente cuando se logra la
asociacion optima entre los lipidos y la hélice-X. Cuando el péptido VSAK fue
evaluado bajo las mismas condiciones, no se registraron estos fendmenos,
encontrandose una respuesta diferente a la hélice-X. El procesamiento de las muestras a
través de los geles de gradiente no permitio la identificacion del péptido VSAK sobre la
matriz de poliacrilamida (Fig. 2C), ya que al no llevarse a cabo la union VSAK-lipido
los péptidos no quedan retenidos en la matriz. De esta forma, la asociacion éptima
péptido-lipido podria estar conectada con una transicion estructural desorden-a-hélice
solamente en el C-terminal de CETP [9], y considerando la presencia de un estado

desordenada este proceso no ocurre en CETPI.
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Fig. 2. El &cido lisofosfatidico (LPA) no promueve la formacion de la estructura a-hélice
en el C-terminal de CETPI. A) Espectros de DC del péptido VSAK bajo concentraciones
crecientes de LPA. B) Valores de elipticidad a 222 nm del péptido VSAK vy la hélice-X
bajo el tratamiento con LPA. C) Geles nativos de gradiente de poliacrilamida (3-40%) de
las muestras procesadas a través de ensayos de cosedimentacion. Se muestra la tincion con
azul de Coomassie y negro de Sudan.
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Especificamente, las caracteristicas del LPA tales como el grado de solvatacion
determinado por la presencia de un grupo hidroxilo libre y un grupo de cabeza polar
reducido pueden facilitar el reconocimiento molecular sobre la hélice-X anfipatica,
permitiendo la interaccion de los monoméros de los péptidos sobre la superficie de los
lipidos [11]. No obstante, este fenémeno no se lleva cabo cuando se evalu6 el péptido
VSAK. Siendo el C-terminal de CETPI una secuencia menos modulable, la carga
positiva, la condicién hidrofilica, y la presencia de prolinas son caracteristicas

importantes para una nueva funcién.

El andlisis de la secuencia de los dominios C-terminal de CETPI y CETP, indica
que en una condicion cercana a un pH neutro (Fig. 3), la carga electrostatica neta de la
hélice-X es de alrededor de -2, en contraste en el péptido ARS es +2 y en VSAK +3,
valores que se mantienen en un amplio rango de pH. En tanto que el tamafio de la
secuencia aumenta, la carga electrostatica positiva disminuye, como en el fragmento de
27 residuos denominado INPE con una carga de +1, o en los péptidos Ell (29 aa), SKG
(36 aa) y SRL (48 aa) en donde la carga electrostatica neta es 0. De esta manera, la
carga neta positiva mas alta esta determinada al fragmento VSAK de 18 residuos (Fig.
3), el cual podria permanecer como un dominio libre en la estructura global de la
proteina. Esta condicion representa un indicio para una funcion de CETPI relacionada
con la interaccion a superficies de lipidos cargadas negativamente, tales como las
membranas de bacterias Gram-negativas, y en particular con LPS. En adicion, los
valores de los pardmetros fisicoquimicos del péptido VSAK como el momento
hidrofobico (uH) se encuentran en valores intermedios entre la hélice-X y los que se
obtienen con secuencias mas largas derivadas de CETPI, hasta de 27 residuos (Tabla 1),
asi mismo VSAK presenta el punto isoeléctrico mas alto y mantiene un caracter
hidrofilico. Considerando un balance entre el tamafio de la secuencia y la carga

electrostatica neta, la secuencia optima esta determinada al péptido VSAK.
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Figura 3. Andlisis de la secuencia de los Gltimos 48 residuos del C-terminal de CETPI. El
panel de la izquierda muestra la secuencia de aminoacidos de varios péptidos derivados del
C-terminal, se identifican los residuos con carga positiva (verde) y carga neta negativa
(amarillo). Distribucion de la carga neta electrostatica de los péptidos en funcion del pH. La
hélice-X de CETP fue usada como control.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos derivados del dominio C-terminal

—-a—ARS 11 aa
—+—~VSAK 18 aa
INPE 27aa
—v—EIl 29aa
DLF 32aa
—4—SKG 36aa
SRL 48aa
—eo—helix-X 12aa

de CETPI.
Parametro hélice-X | helice-Z | ARS | VSAK | INPE | ElI SKG |SRL
Residuos 12 12 11 18 27 29 36 48
MW (Da) 1399.8 1399.6 1094.2 | 1774 | 2786.2 | 3028.5 | 3789.4 | 5122.9
Punto isoeléctrico | 4.17 5.13 12.4 12.41 |10.08 | 7.13 7.13 7.2
Hidrofobicidad* | 0.27 0.28 -0.22 | -0.078 | 0.054 |0.072 |0.092 |0.11
HH* 0.41 0.41 0.297 |0.17 0.058 |0.106 |0.053 | 0.087

*Unidades kcal/mol
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Algunos autores han considerado que las propiedades dindmicas de los péptidos
antimicrobianos (AMP) son importantes para sus funciones biologicas, en algunos
casos, la rigidez estructural puede conducir a una disminucion de la actividad [17]. De
este modo, la estructura secundaria desordenada en el C-terminal de CETPI es una
caracteristica que podria facilitar la interaccion con superficies cargadas negativamente,

como los LPS.

Caracterizacion funcional de los péptidos

Tomando en cuenta nuestros experimentos previos, enfocados en el estudio de la
union del C-terminal de CETP a diferentes arreglos de lipidos [9], y en base a
protocolos en donde la electroforesis SDS-PAGE se ha utilizado para la caracterizacion
del lipido A y el antigeno-O de los LPS [18], hemos desarrollado un nuevo protocolo
empleando geles nativos de gradiente de poliacrilamida para asegurar que las

interacciones LPS-péptido no se modifiquen por los procedimientos experimentales.

A ARS VSAK (8pg) B ARS  VSAK (8 pug) C
- -+ o+ o+ o+ - -+ o+ o+ 4 o1a
-+ - + - + LPS(32pg) -+ - 4+ - +1Ips(32pg £ M
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-
N~ 01 -
(1]
© 008 -
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s
2 0.04
BSA BSA — 8 0.02 -
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ARS LPS AES VSAK LPS VSfK
LPS LPS

Fig. 4. El dominio C-terminal de CETPI presenta la capacidad de union a LPS. A)
Electroforesis en un gel nativo de gradiente de poliacrilamida (0.8-25 %) empleando LPS,
ARS, VSAK y una mezcla de LPS con péptido. Gel tefiido con azul de Coomassie. B)
Western blot usando un anticuerpo que reconoce al dominio C-terminal de CETPI. C)
Absorbancia del enlace peptidico de las muestras de pellets obtenidas después de los
ensayos de cosedimentacion.
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En este tipo de electroforesis de LPS es comUn observar un patron caracteristico
de barrido en el corrimiento electroforético de las muestras, en lugar de tener bandas
bien definidas, fendmeno que esta relacionado con el alto contenido de polisacaridos
[18]. Bajo nuestras condiciones, el mismo arreglo se ha registrado con los LPS (Fig.
4A), y cuando los péptidos del C-terminal de CETPI se resolvieron en los geles no se
observod ningun patron de barrido. No obstante, un patrén de migracién mas amplio se
visualizo sélo cuando los LPS y los peptidos se incubaron juntos (Fig. 4A), condicion
que puede estar asociada con un fenémeno de ordenamiento de lipidos, el cual se ha
caracterizado a través de ensayos de microscopia electronica de transmision
(comunicacién personal). Cuando se analizaron las muestras de la Figura 4A a través de
WB, empleando el anticuerpo anti-CETPI A481-P491 que reconoce especificamente el
dominio C-terminal, encontramos la sefial exclusivamente en los carriles
correspondientes a LPS que se incubaron con los péptidos (Fig. 4B), e incluso la sefial
maés fuerte se encontro en el carril de VSAK. Los resultados sugieren que los péptidos
pueden interaccionar con los LPS, y sélo bajo esta condicion se mantienen en la matriz
de poliacrilamida. Nuestra propuesta esta apoyada con experimentos complementarios.
A través del empleo de la espectroscopia del enlace peptidico después del
procedimiento de cosedimentacion, se detectd la presencia de VSAK exclusivamente en

las muestras incubadas con LPS (Fig. 4C).

Adicionalmente, cuando se evaluaron vesiculas de lipidos compuestas de
fosfatidilcolina, el extracto polar de lipidos de E. coli, y vesiculas cargadas
negativamente (POPC/POPG), el cambio en el patron de migracion electroforética
descrito anteriormente no fue identificado (datos no mostrados). En su conjunto, los
resultados sugieren que no hay cambios en la estructura secundaria dependientes de
lipidos en el C-terminal de CETPI, y a diferencia de secuencias como los péptidos
antimicrobianos, el dominio C-terminal no podria desestabilizar a membranas lipidicas.
En particular, se ha sugerido que la toxicidad debida a la molécula de referencia PmB
estd relacionada con una alta afinidad e interacciones fuertes con las membranas de

lipidos negativas, induciendo su desestabilizacion [19], lo cual puede generar efectos
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adversos. De esa manera, la propiedad de union a lipidos en el péptido VSAK puede
estar determinada por interacciones electrostaticas solamente en la superficie de los
LPS.

En experimentos adicionales en los que se evalud la especificidad de la unién a
los LPS, se emplearon los péptidos hélice-X y hélice-Z. Sin embargo, la sefial de WB no
se registro cuando estos peptidos fueron evaluados, y solamente fue evidente la sefial y
el patron de barrido mas amplio en las muestras de LPS incubadas con ARS o VSAK,
siendo siempre mayor la sefial en el péptido VSAK (Fig. 5A). Por otra parte, se detectd
la sefial de union de VSAK con los tres serotipos de E. coli evaluados O111:B4,
026:B6 y 055:B5, asimismo el patron de barrido en los geles de poliacrilamida fue
confirmado a través de la tincion para lipidos con negro de Sudan (Fig. 5B). Con el
objetivo de ampliar la relacion LPS-CETPI desde una perspectiva celular, la expresion
proteica en células derivadas de colon fue evaluada bajo el estimulo de concentraciones
graduales de LPS, encontrdndose un aumento en la expresion de CETPl en 1 y 10
ng/mL de LPS. De forma interesante, en condiciones basales o bajo el estimulo con
LPS no se detectd la expresion de CETP (Fig. 5C).
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Fig. 5. La union a LPS estd determinada a los Gltimos 18 residuos del C-terminal de
CETPI, y abarca varios serotipos de LPS. A) Empleando el C-terminal de CETPI, la unién
péptido-LPS fue detectada solamente con VSAK a través del uso del serotipo 0111:B4 de
LPS. B) La unién VSAK-LPS fue identificada empleando los serotipos 0111:B4, 026:B6 y
055:B5, a través de WB y mediante la tincion de negro de Sudan. C) Expresion de CETPI y
CETP en células Caco2, bajo el tratamiento con LPS. Se emplearon anticuerpos que
reconocen a los respectivos dominios C-terminal. La proteina p-actina se usé como control
de carga.
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Con un enfoque mas completo, se evalud la expresion de CETPI en células de
intestino delgado. Cuando las células FHs74Int fueron tratadas con concentraciones
graduales de LPS, se detecté un aumento en la expresion de CETPI desde 0.1 ng/mL,
esta respuesta se mantuvo hasta la concentracion de 1000 ng/mL (Fig. 6A). De la
misma forma, la banda de la proteina fue identificada en muestras recuperadas del
medio extracelular (datos no demostrados). En la evaluacion de la CETP bajo el mismo
estimulo, Unicamente se registr0 la banda que corresponde a CETP hasta una
concentracion de 100 ng/ml de LPS (Fig. 6A).
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Fig. 6. Expresion diferencial de CETPI y CETP en células bajo un estimulo con LPS. A)
Niveles de expresion de CETPI/CETP después de 12 h de tratamiento con concentraciones
graduales de LPS, en el modelo de células de intestino delgado (FHs74Int). B) WB de
CETPI/CETP en células HepG2 tratadas con LPS. C) En las mismas condiciones, se
determind la viabilidad celular por MTT. La B-actina se utiliz6 como control de carga.

Previamente, el RNAm de CETPI se detectd en el intestino delgado y no en el
higado [7], siendo el principal érgano de sintesis de CETP. De manera que la expresion
de CETP y CETPI se evaluo en células HepG2, detectandose solamente la presencia de

CETP, lo cual concuerda con nuestros resultados previos [7]. El tratamiento con dosis
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crecientes de LPS (0.001-100 ng/mL) desencadena una disminucion evidente de la
CETP, mientras que bajo las misma condiciones no se observd la banda de CETPI (Fig.
6B). En consecuencia, con el fin de determinar si la disminucion de CETP podria estar
asociada con cambios en la viabilidad celular de HepG2, se realizaron ensayos de MTT,
y no se encontraron diferencias significativas (Fig. 6C). De tal forma que las diferencias
en la expresion de CETP y CETPI en células de intestino delgado y HepG2 estimuladas
con LPS, sugieren una expresion especifica que puede estar asociada con una funcion

diferente de las proteinas.

Siendo importante para el estudio de la union VSAK-LPS, se empled un sistema
de deteccion de ELISA desarrollado por nuestro grupo de trabajo para completar la
caracterizacion [12]. Cuando los LPS (0.032 pg) se acoplaron a la superficie de la
placa, se identificd un aumento de la sefial de densidad dptica (OD) solamente en las
muestras incubadas con VSAK (0.004 pg), como un indicativo de que el proceso de
unién se lleva a cabo (Fig. 7A). Los resultados de otro experimento, empleando una
cantidad constante de VSAK, mostraron un aumento de la sefial exclusivamente en las
muestras incubadas con LPS, bajo un rango de 0.004 a 0.032 pg (Fig. 7B). Como
experimento complementario, esta vez usando un anticuerpo IgG que reconoce el lipido
A, se acopld el péptido VSAK a la superficie de la placa y un aumento en la sefial fue
identificado Unicamente cuando los LPS estan presentes (Fig. 7C). De manera conjunta,
la evidencia experimental demuestra que la propiedad de unién a LPS esta determinada
al péptido VSAK,
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Fig. 7. Caracterizacion de la union VSAK-LPS a través de ensayos de ELISA. A) Se
identifico un incremento en la OD en placas de ELISA con LPS acoplados a la superficie,
solamente cuando las muestras se incubaron con VSAK. B) Si la concentracion de VSAK
es mantenida, un incremento en la OD ocurre bajo la incubacion con LPS. En ambos
experimentos se utilizé un anticuerpo que reconoce el C-terminal. C) EI mismo fendmeno
se observa si la placa es acoplada con VSAK y se incuba posteriormente con LPS. En este
caso, se utiliz6 un anticuerpo que reconoce al lipido A.

Con la finalidad de ampliar la caracterizacion de la union a LPS, se emplearon
los LPS-BODIPY FL. A través de la utilizacion de 5 pg/mL de LPS, se registrd un
incremento en los espectros de emision de fluorescencia bajo la incubacién con
concentraciones graduales del péptido VSAK (Fig. 8A), mientras que los valores de
fluorescencia intrinsecos de VSAK se mantiene cercanos a 0 a.u. en todas las
concentraciones evaluadas (datos no mostrados). De hecho, el pico mas alto en los
espectros de emision fue registrado a 531 nm, en donde existe un incremento evidente
en la fluorescencia desde 50 pg/mL de VSAK, hasta la concentracion mas alta de 1000
pg/mL que corresponde a una relacion 1-200 de LPS-VSAK (Fig. 8B). Este aumento en
la fluorescencia se ha descrito en proteinas como BPl y LBP [20], fendmeno
relacionado con una induccion en la exposicion de la sonda que estd acoplada a la

molécula de LPS.
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Fig. 8. Caracterizacion de la union a LPS a través de fluorescencia. A) Efecto del
tratamiento con el péptido VSAK sobre la sonda LPS-BODIPY FL. Espectros de emision
en un rango de 520-575 nm, usando una longitud de onda de excitacion de 513 nm. B)
Valores de emision de fluorescencia a 531 nm (valor maximo) en concentraciones
crecientes de VSAK. C) Efecto de la incubacion con concentraciones graduales de LPS
(O55: B5) sobre la estructura secundaria del péptido VSAK (200 pug/mL) monitoreado por
DC.

De forma interesante, la exposicion de la sonda podria estar asociada con
cambios en la conformacion de los LPS, debido a la incubacion con el péptido VSAK.
En este sentido, cuando se procesaron muestras de LPS a través de MET, los resultados
obtenidos sugieren la presencia de un reordenamiento de lipidos inducido por el
tratamiento con VSAK, registrandose la formacion de estructuras multilamelares (datos
no mostrados). De la misma manera, otros grupos utilizando péptidos menores a 10
residuos, han reportado cambios conformacionales en las particulas de LPS [21]. Sin
embargo, cuando se evalud el efecto de los LPS sobre la estructura secundaria del
péptido VSAK, no se encontraron cambios en la estructura de VSAK dependientes de la

incubacion con LPS, permaneciendo el péptido en un estado desordenado (Fig. 8C).
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La unién VSAK-LPS esta caracterizada por interacciones electrostaticas

Por otro lado, se evaluo el efecto de la fuerza ionica sobre la actividad de unién a
LPS del péptido VSAK, bajo un amplio rango de concentracién de NaCl (0-1400 mM).
Los resultados muestran una disminucion en la sefial de union determinada por WB
desde 200 mM de NacCl, esta condicion se extendio a 800 y 1400 mM de NaCl (Fig.
9A). Cuando los LPS-BODIPY FL se evaluaron bajo las mismas condiciones, desde
400 mM de NaCl, se registro una reduccién significativa en los valores de fluorescencia
a 531nm, adquiriendo valores similares a las muestras control que no se trataron con
VSAK (Fig. 9B). De igual forma, los espectros de emision de los LPS bajo el mismo
tratamiento de fuerza idnica se superponen con las muestras de LPS que no recibieron
VSAK (Fig. 9C). De esta manera, la caracteristica de unién a VSAK podria estar
determinada por interacciones electrostaticas en la superficie de los lipidos, y tomando
en cuenta que el péptido VSAK abarca los Gltimos 18 residuos, la K477, Rag Y Rasy

deben ser los aminoacidos clave para la funcion.

Considerando el efecto del péptido VSAK sobre la exposicion de los LPS-
BODIPY FL (Fig. 8), puede ser factible que la union se lleve a cabo a nivel del lipido
A. Los estudios previos han mostrado que los efectos bioldgicos de los LPS se reducen,
si son modificadas las cargas negativas en los grupos fosfato del lipido A [22]. En este
contexto, se realizaron experimentos de desfosforilacion empleando la AP, los
resultados mostraron una disminucion en la unién de VSAK a los LPS evaluada a través
de WB (Fig. 9D). Los datos sugieren que la union VSAK-LPS puede estar relacionada
con la neutralizacién de las cargas electrostaticas negativas en los grupos fosfato. De
forma interesante, VSAK comparte algunas caracteristicas similares con el dominio-N
de la proteina LBP, y se ha propuesto que un cluster de residuos positivos en la punta
del dominio-N es el sitio clave para la interaccion con LPS. Incluso, péptidos sintéticos
que contienen esta secuencia muestran una actividad blogueadora de los LPS, mientras

que las mutaciones de los residuos Rgs, Kgs y Kgg SUprimen esta union [23,24].
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Fig. 9. La union LPS-VSAK esta determinada por interacciones electrostaticas en el lipido
A. A) Efecto de la fuerza idnica en la unién LPS-VSAK, evaluado con concentraciones
crecientes de NaCl y visualizado por WB en geles nativos de gradiente de poliacrilamida.
B) Valores de emision de fluorescencia a 531 nm, y (C) espectros de emisién de
fluorescencia generados bajo las mismas condiciones en la sonda BODIPY-LPS. D) Efecto
de la defosforilacion en la union VSAK-LPS evaluada a través de la actividad de la AP.

Aungue el péptido VSAK presenta una estructura desordenada, mantiene la
capacidad de interaccién con los LPS, condicion que esta conectada con una asociacion
sutil lipido-peptido sobre la superficie. En este sentido, se ha descrito que las fuerzas
conductoras para la adsorcion de peptidos en membranas lipidicas son las interacciones
hidrofobicas, electrostaticas y puentes de hidrogeno [25]. Si el péptido y la membrana
se mantienen cargados, entonces las interacciones electrostaticas son las dominantes,
dando como resultado curvas de unién no lineales [25]. Por lo tanto, las interacciones
débiles del C-terminal de CETPI deben llevarse a cabo en la superficie de los LPS, y

deben estar determinadas por un componente electrostatico.
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El concepto de reordenamiento de lipidos se ha asociado con un fendmeno de
multilamelarizacion descrito en algunos péptidos que interaccionan con LPS [26,27].
Esta propuesta sugiere que la formacion de micelas con un tamafio reducido esta
relacionado con fendmenos de proteccion, ya que esta conformacion de los LPS no es la
dptima para el reconocimiento por proteinas como LBP, lo cual puede favorecer la
cascada proinflamatoria [28]. De esta manera, la propiedad de union a LPS presente en
el péptido VSAK puede estar acompafada de un reordenamiento de lipidos, conducido
a su vez por un componente electrostatico que puede favorecer una reduccion de los

efectos citotoxicos de los LPS.

Efecto bloqueador del péptido VSAK sobre LPS

Los macréfagos fueron usados, tomando en cuenta que representan un modelo
celular bien definido para el estudio de los efectos biologicos de los LPS [29]. Las
celulas se incubaron durante 45 min con concentraciones crecientes del péptido VSAK
(0-1000 ng/mL), y luego se estimularon con una dosis de 10 ng/mL de LPS. Empleando
el ensayo de MTT, se detectd que los LPS inducen una disminucion del 50 % en la
viabilidad celular, mientras que este efecto se redujo gradualmente bajo el tratamiento
con VSAK (Fig. 10A). EIl efecto protector mas alto se observé con 1000 ng/mL de
VSAK, lo que representa una relacion lipido-péptido de 1-100. Bajo estas condiciones,
durante los experimentos no se registraron efectos citotoxicos producidos por el péptido
VSAK. A través del uso de los LPS-BODIPY FL, se confirm6 que bajo la misma
relacion lipido-péptido existe un claro efecto de VSAK sobre la internalizacion de la
sonda LPS-BODIPY FL (Fig. 10B,C).
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Fig. 10. El péptido VSAK previene del desarrollo de citotoxicidad en macréfagos. A)
Gréfica de la viabilidad celular, evaluada por MTT en células tratadas durante 45 min con
dosis crecientes de VSAK, antes del estimulo con 10 ng/mL de LPS. Se presentan las
medias (n=6, X + DE), *p< 0,05, **p<0.001 con respecto al grupo control. B) Iméagenes de
macrofagos estimulados con LPS-BODIPY FL (0.5 pg/mL) por 4 h, y (C) efecto del
tratamiento con el péptido VSAK (50 pg/mL) con la misma dosis de LPS.
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En un analisis mas completo del efecto protector del péptido VSAK, los
macrofagos fueron estimulados con 10 ng/mL de LPS de forma previa al tratamiento
con VSAK en diferentes tiempos de incubacion. El experimento control representa O h,
una condicion sin el estimulo con LPS antes de la adicion del péptido VSAK (Fig.
11A). Las otras condiciones fueron realizadas a 2 h (Fig. 11B), 4 h (Fig. 11C) y 12 h
(Fig. 11D) de incubacion con LPS, posteriormente se aplicé el tratamiento con VSAK
en dosis crecientes, y en todas las condiciones se mantuvo la incubacién con LPS
durante 24 h. Los resultados demuestran que cuando se adiciona el tratamiento con la
concentracion mas alta de VSAK (1000 ng/mL), que corresponde a una relacion lipido-
péptido 1-100, los valores de viabilidad celular en los tratamientos con VSAK no
disminuyen a los niveles encontrados en las células que so6lo recibieron LPS, de manera
que los niveles de viabilidad se mantuvieron similares a los controles. En este sentido,
se concluye que el péptido VSAK realiza una funcion de proteccién contra los efectos
citotoxicos inducidos por los LPS. De forma interesante, los ampliamente
caracterizados LPS 0111:B4 tiene la propiedad de ser el Gnico serotipo que activa una
respuesta diferente a la via canonica de macrofagos a través del receptor TLR-4, esta
respuesta es intracelular y conduce a la activacion de la caspasa inflamatoria-11 [30,31],

y el péptido VSAK podria ejercer un efecto protector contra este serotipo.
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Fig. 11. El tratamiento con VSAK protege de los efectos citotoxicos de LPS en
macrofagos. A) Experimento control, con una incubacion de VSAK por 45 min antes del
estimulo con 10 ng/mL de LPS. B) Efecto sobre la viabilidad celular producida por el
tratamiento con 2 h de LPS antes de la adicion de VSAK, de la misma forma durante 4 h
(C) y 12 h (D). En todas las condiciones, después de la administracion de VSAK, las
células se incubaron por 20 h. Se presentan los valores de las medias (n=6, X + DE), *p<
0,05, **p< 0.01, #p< 0,001, pY< 0,0001 con respecto al grupo control.
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De la misma forma, el efecto citotoxico debido solamente el péptido VSAK se
evalué en otras blancos celulares. Una de las principales causas de rechazo de
moléculas durante el desarrollo de fA&rmacos estad asociada con los efectos citotoxicos,
especialmente relacionados con hepatotoxicidad. En este sentido, se evaluaron células
HepG2 derivadas de higado. No se registrd una disminucion en la viabilidad celular
empleando una concentracion de hasta 56 pg/mL de VSAK, condicion muy por arriba
de las dosis a la que fue evidente un efecto protector en los macrofagos. Ademas, en las
células de microglia, que son muy sensibles a estimulos toxicos [32], no se observaron
efectos adversos (datos no mostrados). En todos los casos, el tratamiento de VSAK en

cultivos de células mostré ser altamente seguro.
Caracterizacion celular

El efecto protector que presenta el péptido VSAK estd relacionado con una
caracteristica de union a LPS. Se ha demostrado que el péptido VSAK puede
interaccionar con varios serotipos de LPS, y a través de esta caracteristica podria
prevenir la interaccion con los receptores blanco tales como los TLR-4, disminuyendo
la cascada inflamatoria. Por lo tanto, VSAK disminuiria la actividad citotdxica de los
LPS, manteniendo a estos lipidos en una forma inactiva, por medio de un mecanismo de
unién débil pero suficiente para generar condiciones de proteccion. De hecho, con la
finalidad de proporcionar mayor sustento experimental a nuestra hipoétesis, la
interaccion VSAK-LPS se caracterizd bajo condiciones de cultivo celular en
macrofagos (Fig. 12). Empleando los LPS-BODIPY FL, los resultados indican la
presencia de la sefial de fluorescencia en el medio extracelular, registrandose un ligero
aumento en la fluorescencia bajo la adicion del péptido VSAK (Fig. 12A) de manera
similar a los resultados in vitro mostrados en la figura 8. Ademas, de observaron los
cambios en el patron de migracion electroforética bajo el tratamiento con VSAK (Fig.
12B).
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Fig. 12. La union VSAK-LPS ocurre bajo condiciones de cultivo celular en macrofagos.
A) Fluorescencia de los medios extracelulares obtenidos de células RAW tratadas con
VSAK, LPS-BODIPY FL, y ambas moléculas. El inserto muestra los espectros de emision
en un rango de 520-550 nm. B) Las muestras fueron procesadas a través de geles de
gradiente de poliacrilamida (0.8-25 %), y visualizadas con un equipo Thyphoon 9400.

Incluso, hemos demostrado que el tratamiento con el péptido VSAK origina una
disminucion en la union de LPS a los receptores de macréfagos. Con base en un ensayo
estandarizado de unién a macrofagos [33], las células fueron estimuladas con LPS-
Alexa Fluor de S. minnesota por 2 h a 4°C, los resultados indican que el tratamiento con
VSAK induce una disminucion de la cantidad de sonda que se une a la superficie
celular. Se evaluaron las relaciones lipido-péptido 1-10, 1-100 y 1-400, de forma
notable los datos obtenidos con la relacién 1-400 mostraron la presencia de un efecto
similar al de la molécula estandar PmB (Fig. 13A). Esta respuesta se amplio a los LPS
de E. coli. De manera interesante, bajo las mismas condiciones solamente el tratamiento
con VSAK puede favorecer el desplazamiento de la sonda de LPS de los receptores
celulares (Fig. 13B). En su conjunto, los experimentos sugieren que el péptido VSAK
podria bloguear la interaccion de los LPS sobre la superficie celular, de manera que este

efecto representa un posible mecanismo de proteccion.
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Fig. 13. El tratamiento con el péptido VSAK disminuye la union de LPS a los receptores
celulares. A) Inhibicion de la union de los LPS a los receptores bajo el tratamiento con
VSAK. Este fendmeno se extiende a LPS de diferentes especies, por ejemplo de S.
minnesota y E. coli 055:B5, ambos acoplados a la sonda Alexa Fluor 488. La PmB fue
usada como control. B) Desplazamiento de LPS de los receptores de superficie mediado por
el péptido VSAK. Se presentan los valores de las medias (n=5, X+SEM), *p<0.1,
***n<0.01, #p<0.005, pf<0.001 en comparacién con el grupo control.

En un estudio paralelo, hemos demostrado que el estimulo con LPS en
macrofagos induce la formacion de ERO, de manera similar al efecto producido por el
péptido B-amiloide [32]. Esta condicion de estrés oxidativo induce cambios en la
expresion de varias proteinas adaptadoras, que son importantes en la organizacion de la
maquinaria de endocitosis de macrofagos [32]. De esta manera, hemos encontrado que
el estrés oxidativo producido por la incubacion con LPS (Fig. 14A) se ve disminuido
por el tratamiento con el péptido VSAK, esta evidencia se documentd a través de
microscopia confocal (Fig. 14B) y el uso del indicador de ERO dihidrofluoresceina
diacetato (Fig. 14C).

La expresion de proteinas adaptadoras tales como la B-adaptina, se ve
modificada bajo una condicidn de estrés oxidativo [32], de manera interesante hemos
propuesto una nueva funcion para la proteina B-adaptina en el nucleo, relacionada con
la interaccion con el factor de transcripcion c-myc. Nuevas perspectivas se han

discutido acerca de estas proteinas endociticas [34,35], y P-adaptina podria estar
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asociada con la regulacion de la funcion de c-myc, condicion que se modifica por el
estimulo con LPS en macrodfagos, sin embargo este efecto se ve mejorado cuando se
lleva a cabo el tratamiento con el péptido VSAK (Fig. 14D). Esta supresion en la
interaccion de c-myc y B-adaptina es un dato novedoso de nuestro grupo de trabajo, que

puede estar relacionado con un mecanismo inicial de dafio celular.
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Fig. 14. El tratamiento con el péptido VSAK atenda la produccion de ERO en macréfagos
estimulados con LPS, y evita la pérdida de la interaccion entre c-myc y p-adaptina en el
nacleo. A) Identificacién de ERO por microscopia confocal bajo el estimulo de 100 ng/mL
de LPS durante 4 h. B) Efecto de la adicion de VSAK (10 pg/ml) en la formacion de ERO.
C) Produccién de ERO evaluada mediante el uso de la molécula dihidrofluoresceina
diacetato. Se presentan valores de las medias (n=6, X + DE), *p<0.05 con respecto al
control. D) Los macrofagos fueron tratados con LPS (10 ng/ml) y VSAK (1 pg/mL), la
proteina c-myc se inmunoprecipito, y la B-adaptina se identifico a través de WB. Las
proteinas c-jun y B-actina fueron usadas como controles.
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Tomando en consideracion los resultados obtenidos a través de la
experimentacion in vitro por medio de varios enfoques experimentales, asociados con la
caracterizacion de la union a LPS de péptidos derivados del C-terminal de CETPI, se ha
extendido nuestra propuesta a la evaluacion de un potencial efecto protector del péptido

VSAK en un modelo in vivo.
Experimentacion in vivo (conejos)

La evidencia experimental sugiere que el aumento de la temperatura corporal es
una respuesta fisioldgica temprana a la estimulacion con LPS [36-38]. Después de un
primer registro de la temperatura, los animales experimentales fueron tratados por via
intravenosa en la oreja marginal con el péptido VSAK (60 pg/kg), y después de 10 min
los LPS 0111:B4 (0.3 pg/kg) fueron administrados por la misma via. La temperatura
rectal se registré cada 30 min durante un periodo de 90 min, los registros indican un
menor aumento de temperatura durante todo el intervalo de tiempo en que se llevo a
cabo el experimento en el grupo que fue tratado con LPS y el péptido VSAK, en
comparacion con el grupo que recibié sélo la administracion de LPS. De forma
interesante, en el grupo que recibié solamente VSAK, no se observo un aumento de la
temperatura (Fig. 15A). Las cantidades utilizadas corresponden a una relacion LPS-
VSAK 1-200, sin embargo se evaluaron otras relaciones como 1-50, 1-100 y 1-400

(datos no mostrados).

Los mejores resultados se obtuvieron con una relacion LPS-VSAK 1-200, la cual
representa una condicion intermedia lipido-péptido, y refuerza la propuesta de una dosis
Optima relacionada con una interaccion electrostatica lipido-péptido a nivel de la
interface hidrofilica-hidrofobica. De la misma forma, otros autores han reportado
resultados similares con el uso de secuencias de péptidos antimicrobianos [36]. Sin
embargo, tomando en cuenta la naturaleza de la interaccion LPS-VSAK, es interesante
observar el efecto protector del péptido VSAK en conejos, siendo una secuencia

natural, que es relativamente corta y que no induce efectos adversos. Aumentando la
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evidencia experimental, los niveles de la citocina proinflamatoria TNFa se encuentran

disminuidos en el grupo que recibid el tratamiento con el péptido VSAK (Fig. 15B).
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Fig. 15. El péptido VSAK protege del efecto de los LPS en un modelo de choque séptico en
conejos. A). Evaluacion de la temperatura rectal en los grupos experimentales durante un
intervalo de 90 min de tratamiento. Se empled una relacién LPS-VSAK 1-200. B) Valores
de TNFa obtenidos en las distintas condiciones experimentales.

El uso del péptido VSAK tiene algunas ventajas particulares, por ejemplo la
union a diferentes serotipos de LPS y la ausencia de efectos citotdxicos. Aunque VSAK
no esta involucrado en una actividad bacteriostatica o bactericida (datos no mostrados),
su funcidén puede estar relacionada con un efecto bloqueador de la citotoxicidad
producida por los LPS, y a diferencia de varios AMP que han demostrado
inespecificidad, que a su vez puede conducir a la presencia de efectos toxicos, el
péptido VSAK contenido en el extremo C-terminal de CETPI, no induce efectos

adversos.

CETPI es una molécula libre que estd presente en condiciones fisiologicas

normales en el torrente sanguineo. En contraste, la proteina BPI se encuentra asociada a
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granulos lisosomales en el citoplasma de neutréfilos polimorfonucleares [39], vy
también se expresa en células epiteliales [40]. El alcance de nuestro trabajo reside en el
hecho de que CETPI podria participar en la posible asociacion de los LPS a las
lipoproteinas, lo que representaria un mecanismo de secuestro del lipido A sobre la
interface de las lipoproteinas. Esto podria explicar la estructura tridimensional general
en forma de boomerang y el papel de algunas proteinas transferidoras de lipidos que se
ha descrito bajo condiciones especificas pueden participar en la disminucion de algunas

complicaciones de los LPS.

Analizando el potencial uso de moléculas como VSAK, los resultados obtenidos
indican que este péptido presenta una respuesta farmacolégica protectora moderada ante
el efecto de los LPS, de manera que puede ser base para futuros desarrollos, en donde es
necesario realizar una optimizacion de la secuencia con el objetivo de aumentar la
afinidad por los LPS, pero a su vez evitando la aparicion de efectos adversos debidos al

tratamiento.

En su conjunto, los resultados presentados a lo largo del presente capitulo, han
permitido la redaccion del articulo “Lipopolysaccharide-binding function determined by
the C-terminus domain of CETPI” (Anexo VIII).

Asimismo, con base en los resultados se decidi6 redactar de manera paralela la
patente: “Péptidos derivados del dominio C-terminal de CETPI como moléculas
bloqueadoras del efecto citotdxico inducido por lipolisacaridos en septicemia y choque
séptico” (Anexo IX). La presente invencion divulga un péptido usado como molécula
para el tratamiento del choque séptico, asi como un sistema para la identificacion y
cuantificacion de la proteina CETPI basado en la técnica de ELISA. El péptido SEQ ID
NO: 3 ha mostrado condiciones de proteccion contra algunos efectos citotoxicos
asociados con el choque séptico en modelos in vitro, asi como en un modelo in vivo

evaluado en conejos.
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7. Conclusiones

La presente tesis muestra el resultado de una serie de hallazgos que nos han
permitido entender de una mejor manera el funcionamiento de la proteina CETP y la
isoforma CETPI. Considerando que alteraciones en segmentos especificos de las
proteinas, determinadas a su vez por modificaciones en la secuencia o a nivel de la
estructura secundaria pueden favorecer cambios en la funcion proteica, y bajo
condiciones especificas conducir a un plegamiento anémalo. A través de nuestro trabajo
usando como modelo a las proteinas CETP y CETPI con un enfoque en los dominios C-

terminal, hemos podido concluir lo siguiente:

v Por medio de la caracterizacion estructural y funcional sobre el dominio C-
terminal de CETP se registrd la presencia de un fendmeno de ordenamiento de
lipidos acoplado a una reduccion en el tamafio de las particulas de lipidos
evaluadas, condicion que también se encontrd en la proteina CETP completa.
Este fendmeno de micelizacion a partir de particulas grandes y heterogéneas
hacia particulas de menor tamafio y con un alto grado de homogeneidad podria
llevarse a cabo debido a la capacidad de CETP, a través del dominio anfipatico
C-terminal, de promover un desplazamiento del equilibrio y optimizar la

posibilidad de la union y transferencia de lipidos a través de un medio acuoso.

v" Utilizando la mutacién D,,oN en el C-terminal de CETP, se demostré que una
condicion que puede modular la estructura secundaria de este dominio esta
relacionada con su microambiente lipidico. Mediante la incubacion con un
amplio rango de concentraciones por arriba de la cmc, el &cido lisofosfatidico y
en menor medida la lisofosfatidilcolina, promueven un cambio hacia estructuras
a-helicoidales y previenen la formacion de fibras amiloides en el péptido helice-
Z.
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v" El control de los cambios conformacionales en sitios especificos de proteinas
determinados por lipidos, podria considerarse como base para el disefio de

moléculas que mantengan o estabilizen el estado nativo de las proteinas.

v' El tipo de organizacion molecular descrito en nuestro estudio llevado a cabo por
el dominio C-terminal de CETP siguiendo transiciones estructurales desorden-
orden y controladas por la presencia de lipidos especificos, podria considerarse

como un ejemplo de switch molecular.

v El estudio de la proteina CETPI ha permitido identificar y caracterizar su
funcién, en dénde el sitio critico para la union a lipopolisacaridos esta
circunscrito al dominio C-terminal, region en donde reside la diferencia con

respecto a CETP.

v Mediante la experimentacion in vitro, el péptido VSAK derivado de los altimos
18 residuos del dominio C-terminal de CETPI se mantiene con una estructura
secundaria desordenada, la cual no es modulada por lipidos. Sin embargo, el
péptido VSAK puede interaccionar con varios serotipos de lipopolisacaridos a
nivel del lipido A, funcion que estd determinada por un componente
electrostéatico en la superficie, lo que a su vez induce un un rearreglo en la

conformacién de los lipopolisacaridos.

v Através de la unidn a lipopolisacéaridos, el péptido VSAK bloquea la interaccion
de estos lipidos a sus receptores blanco los que a su vez desencadenan la
respuesta inflamatoria. De esta manera, el péptido VSAK podria mantener en
una forma inactiva a los lipopolisacaridos, lo cual favorece una reduccion de los
efectos citotoxicos de estas moléculas en macrdéfagos. De igual forma, el
tratamiento con el péptido VSAK en un modelo in vivo de choque séptico,
favorece la presencia de condiciones de proteccion ante los efectos toxicos

inducidos por los lipopolisacaridos.
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8. Perspectivas

Aunque se ha realizado un esfuerzo considerable para entender la correlacion
entre la estructura y la funcion de las proteinas CETP y CETPI, adn quedan varias

interrogantes importantes de considerar.

v" Con respecto a los resultados obtenidos con CETP, es importante considerar que
nuestra propuesta de un mecanismo de ordenamiento de lipidos mediado por el

dominio C-terminal podria extenderse al uso de lipoproteinas purificadas.

v" Una de las lineas de investigacion que actualmente se esta llevando a cabo
activamente en nuestro grupo de trabajo esta relacionado con la vacuna contra
CETP. Considerando que se dispone del nimero de solicitud PCT, ya se tiene el
disefio experimental para la realizacion de un enfoque similar a los tratamientos
aplicados en conejos, pero ahora en un mamifero de mayor tamafio, como lo es
el cerdo. En este sentido, tomando en cuenta condiciones similares usadas en los
conejos (dosis, dieta y duracion del tratamiento), se va a realizar el experimento
en 16 cerdos divididos en 4 grupos. Con base en los resultados que se obtengan,
el siguiente paso implica la obtencion de los permisos correspondientes por la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios para continuar

con una fase preclinica y clinica 1 en el humano.

Asimismo, en relacion al estudio de CETPI y el uso de péptidos derivados del C-
terminal como tratamiento para el choque séptico inducido por LPS en conejos, este

debe de ser complementado de la siguiente manera:

v Evaluar un rango mas amplio de concentraciones de LPS y tiempos de

exposicion mas altos considerando condiciones cronicas.

v Un pardmetro que es critico esta relacionado con la optimizacién de secuencias

de péptidos, de manera que se plantea el estudio de péptidos en los que la carga
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electrostatica positiva sea mas alta, de igual forma el uso de un rango mas

amplio de concentraciones, y la administracion de varias dosis.

Dentro de este modelo de choque séptico en conejos, aun faltan evaluar otros
parametros que han sido ampliamente reportados y que se encuentran
modificados con la administracion de LPS. De esta manera, se debera evaluar la
concentracion de citocinas (IL-1p, IL-6), y moléculas como especies reactivas de
oxigeno, Oxico nitrico, eicosanoides y acido araquidonico. Todo esto con la
finalidad de tener una caracterizacion mas amplia del fendmeno patoldgico que
ejercen los lipopolisacaridos, y el efecto del tratamiento con péptidos derivados
de CETPI.

De igual forma, se debe ampliar el estudio del mecanismo de accion del péptido
VSAK, ya que podria ejercer un efecto protector a travées de facilitar la union de
los LPS a las lipoproteinas plasmaticas, lo que representaria un posible
mecanismo de secuestro de la parte toxica de los LPS sobre la interface de las

lipoproteinas.
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I. Publicacion: Key structural arrangements at the C-terminus domain of
CETP suggest a potential mechanism for lipid-transfer activity. Garcia-
Gonzélez V, Gutiérrez-Quintanar N, Mendoza-Espinosa P, Brocos P, Pifieiro
A, Mas-Oliva J (2014). J Struct Biol. 186, 19-27.
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1. Introduction

Several studies focused on the thermodynamic and kinetic anal-
ysis of lipid transfer between unilamellar phospholipid vesicles,
show that this process is carried out through diffusion of mono-
mers across a water interface. Here, velocity of exchange has been
suggested to occur in function of a kinetic model of micellization
that allows a semiquantitative prediction of the relative velocity
of transfer (Aniansson et al., 1976). When the change in free energy
values during lipid desorption from a phospholipid monolayer to-
wards the water interface reach the highest point, the critical tran-
sition state corresponds to the last carbon atom to desorb from the
monolayer, usually related to a high-energy consumption (Nichols,
1985). Therefore, the kinetic and thermodynamic parameters asso-
ciated to this phenomenon allow the estimation of transfer effi-
ciency for different lipid molecules (Fig. 1). For instance,
cholesterol presents a significant energy barrier opposed to its

* Corresponding author at: Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México, 04510 México, D.F., Mexico. Fax: +52 5556225611.

E-mail address: jmas@ifc.unam.mx (J. Mas-Oliva).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsb.2014.02.002
1047-8477/© 2014 The Authors. Published by Elsevier Inc.

desorption from a monolayer with a half-life of transference be-
tween two vesicles in the order of two hours, where AG; corre-
sponds to 55 kJ/mol. When the polarity of cholesterol is changed
with the addition of a fatty acid, cholesteryl-oleate for example,
transfer exceeds the scale of time for most biological processes
since the operation would take 107 h to occur with a AG; close to
94 kJ/mol. In contrast, the simple addition of a hydroxyl group
promotes desorption relatively quickly, as it occurs in the case of
25-hydroxycholesterol, within a transfer time of around 2 min
and a AG; of 44 kJ/mol (Mc Lean and Phillips, 1984). From this type
of analysis, we can conclude that transfer of neutral lipids through
an aqueous phase is a costly biophysical event. Therefore, nature
has developed a series of lipid transfer proteins such as CETP with
unique structural properties designed to efficiently lower the
energy barrier for transfer of cholesteryl-esters through an aqueous
environment, not only between lipoproteins but also between the
plasma membrane of cells and lipoproteins. Nevertheless, the
critical physicochemical characteristics of the process associated
to the key structural features of this protein that would explain
the extremely efficient lipid transfer process, are still lacking. The

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).
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Fig.1. Free energy diagram for lipid exchange through an aqueous phase. The
transfer of lipid molecules from unilamellar phospholipid vesicles to an aqueous
phase proceeds through a transition-state complex, where an amphipathic lipid
molecule is attached to the vesicle through its hydrophobic chain end. The
formation of this activated-state complex is associated with a high energy of
activation (AG*), which exceeds the energy of transfer (AG,) by an amount which is
determined, in part, by the constraints of the lipid molecule with respect to the
surface of the vesicle (modified from Mc Lean and Phillips, 1984).

present study proposes a new perspective for this process, taking
into account that lipid transfer carried out by CETP associated to
a minimum entropy change would maintain the thermodynamic
equilibrium of the process.

Recently, the crystallographic structure of CETP at 2.2 A res-
olution has revealed a 60 A long tunnel filled with two cho-
lesteryl-ester molecules (Qiu et al., 2007). Site specific
mutagenesis has shown that a rather flexible carboxy-terminal
region of CETP structured as an amphipathic o-helix, corre-
sponds to a key region associated with the transfer process
(Wang et al., 1995, 1993). Interestingly, since the boomerang-
type concave surface of CETP corresponds to the radius curvature
of high density lipoproteins (HDL), the position for the carboxy-
terminal o-helix allows its optimal interaction with the surface
of this type of lipoproteins through what we consider a corkscrew
mechanism (Xicohtencatl-Cortes et al., 2004a,b). Most probably,
the adopted orientation of this helical region is carried out parallel
to the surface of HDL particles at the hydrophilic/hydrophobic
interface of phospholipids as proposed by us for similar amphi-
pathic helices contained in several human apolipoproteins
(Bolafos-Garcia et al., 1997; Xicohtencatl-Cortes et al., 2004a,b).
Since neutral lipids have been suggested to be contained in CETP
and the basic principles that allow neutral lipids to reach the
core-tunnel have not been solved yet, based on our results we
propose a lipid ordering mechanism that allows the formation
of micelle-like structures supported by secondary structural
transitions at the amphipathic carboxy-terminal region of
CETP. This mechanism would allow the movement of lipid
through an aqueous interface within accessible thermodynamic
parameters.

2. Material and methods

L-o-Phosphatidylcholine (PC), 1-lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-
3-phosphocholine (lyso-C;,PC), 1-hexanoyl-2-hydroxy-sn-glyce-
ro-3-phosphocholine (lyso-C¢PC) and 1-oleoyl-2-hydroxy-sn-gly-
cero-3-phosphate (LPA) were obtained from Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL). Cholesterol and cholesteryl-esters were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Salts and buffers were pur-
chased from ].T. Baker (Center Valley, PA).

2.1. Peptide synthesis

Peptides with a purity degree greater than 98% were synthe-
sized by GenScript (Piscataway, NJ) and their identity and purity
confirmed by mass spectrometry and HPLC analysis. Lyophilized
peptides were dissolved in ammonium carbonate buffer (pH 9.5)
to a concentration of 1.0 mg/mL. From this solution a further 1:5
dilution was carried out. To evaluate their secondary structure at
pH 3.8 and 4.8, a sodium acetate buffer was used; for pH 6.3 and
7.2, a sodium phosphate buffer was used, and for pH’'s between
8.6 and 9.5, an ammonium carbonate buffer was employed. In all
cases, ultrapure MilliQ water was always used together with a fil-
tration step through 0.22 pm membrane filters. Peptide concentra-
tion was determined by measuring the peptide bond absorbance at
205 nm.

Peptide samples at a concentration of 200 ng/mL were incu-
bated with the different lipid preparations for 12 h at 25 °C before
their structural characterization employing circular dichroism,
dynamic light scattering and electron microscopy. In the same
manner, purified CETP was incubated with the different lipid
preparations tested.

Several secondary structure predictors and servers were em-
ployed: the PSIPRED protein structure prediction server; Agadir
an algorithm to predict the helical content of peptides; SOPMA
(self-optimized prediction method with alignment); Protean DNA-
Star program and Rosetta Design. Helical wheel representations
were obtained using the Protean DNAStar program (Lasergene).

2.2. Circular dichroism (CD) spectroscopy

CD spectra were registered with an AVIV62DS spectropolarime-
ter (AVIV Instruments) at 25 °C employing far UV wavelengths
(190-260 nm). Experiments were performed at a peptide concen-
tration of 200 png/mL in a 1 quartz path length cuvette running
AVIV software. Spectra were recorded with a 1 mm bandwidth
using 0.5 nm increments and 2.5 s accumulation time averaged
over 3 scans. CD results are reported as mean molar ellipticity
(®, deg cm? dmol~!) considering the baseline correction.

2.3. Preparation of lipid mixtures

In order to obtain the desired concentrations of PC and choleste-
ryl-esters in the different mixtures prepared, lipids were mixed in
chloroform and dried for 6 h under a gentle stream of N5, and an
additional period of 24 h in vacuum on a SpeedVac concentrator
(Savant). Lipid mixtures were prepared with a molar ratio of PC
2 mM and cholesteryl-ester 100 uM. After drying, the lipids were
resuspended in a phosphate buffer (NaH,PO, 33.3 mM, Na,HPO,
16.6 mM) at pH 6.8, and subsequently sonicated 15s on/30 s off
pulses for 4 cycles of 10 min in an ice bath under a flow of N, using
a Sonifier 250 ultrasonicator (Branson). Samples were left to equil-
ibrate for 2 h at 25 °C and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min be-
fore being used.

2.4. Preparation of lyso-C;,PC micelles

The required amounts of lyso-C;,PC dissolved in chloroform
were placed under a gentle stream of N, for 6 h, and an additional
period of 22 h in vacuum. Samples were resuspended in a phos-
phate buffer (NaH,PO4 33.3 mM, Na,HPO, 16.6 mM) at pH 6.8
and 37 °C at a final concentration of 25 mM concentration. After
this procedure, samples were kept 2 h at 25 °C, subsequently cen-
trifuged at 13,000 rpm for 10 min at 12 °C and left to equilibrate for
2 h before being used.
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2.5. Preparation of lysophosphatidic acid (LPA) micelles

The required amounts of LPA dissolved in chloroform were
placed under a gentle flow of N, for 6 h, and an additional period
of 12 h in vacuum. Samples were hydrated in a phosphate buffer
(NaH,PO4 33.3 mM, Na,HPO, 16.6 mM) at a final concentration
of 12.5 mM and further processed through 4 cycles of freezing in
liquid N, and thawing at 37 °C. Solutions were kept 2 h at 25 °C
and centrifuged for 10 min at 13,000 rpm.

2.6. Purification of CETP from human plasma

CETP was purified using a combination of ultra-centrifugation
and several sequential chromatography steps (Ruiz-Noriega et al.,
1994). Briefly, lipoprotein free plasma was isolated from freshly
drawn human plasma by ultracentrifugation using a TLA 100.4 ro-
tor. The lipoprotein clear fraction was loaded to a phenyl-Sephar-
ose column pre-equilibrated with 4 M NaCl/10 mM Tris/2 mM
EDTA pH 7.4. Proteins were eluted in two steps with 150 mM
NaCl/10 mM Tris/2 mM EDTA and ultrapure MilliQ water. Fraction
eluted with water was applied to an anion exchange column (Q Se-
pharose Fast Flow resin) and eluted with a 0-1.0 M NaCl gradient.
Finally, the fraction obtained between 720 and 850 mM NaCl was
applied to a concanavalin A-Sepharose column where specific CETP
elution was achieved using o-methyl-p-mannoside (150 mM).

2.7. Dynamic light scattering (DLS)

DLS sample analysis was performed employing a Malvern Zeta-
sizer Nano System at 25 °C immediately after CD measurements
took place. The intensity of dispersed light was measured at an an-
gle of 173°.

2.8. Molecular dynamics simulations

Coarse Grained (CG) simulations were performed with periodic
boundary conditions using GROMACS MD engine version 3.3.3
(Van Der Spoel et al., 2005), and carried out in the NPT ensemble.
Water and surfactant molecules were separately coupled to a Ber-
endsen thermostat at 300 K with a common period of 1 ps. The
pressure was isotropically controlled at 1 bar using a Berendsen
barostat (Berendsen et al., 1984) with an isothermal compressibil-
ity of 5 x 107> bar~'. The initial coordinates for CETP helix-X'2
were obtained from available X-ray diffraction data (PDB: 2obd)
(Qiu et al., 2007). The MARTINI force field (version 2.0) was em-
ployed to model all CG molecules (Marrink et al., 2007). As previ-
ously proposed by us for coarse grain structures, lipids were
parameterized using four beads for the PC head and the first 2-3
CH, groups of the surfactant, and one up to three additional hydro-
phobic beads for the rest of the surfactant tail (Brocos et al., 2012).
Random mixtures consisting of 234 CG lipid molecules, 23,415
Martini waters (equivalent to 93,660 atomistic water molecules),
1 CETP helix X'?, and 2Na* ions were introduced in rhombic
dodecahedron boxes (edge length 15 nm). Each system was energy
minimized using the steepest descent method and then three inde-
pendent 5 us long trajectories per each system performed starting
from different initial random velocities. A 1.2 nm cut off was em-
ployed for non-bonded interactions. The L-] potential was
smoothly shifted to zero between 0.9 and 1.2 nm. A similar ap-
proach was employed for electrostatic interactions, considering a
Coulombic potential with a relative permittivity of 15 together
with a shift function from 0 to 1.2 nm. The neighbor list was up-
dated every 10 steps. The trajectory analysis was performed using
tools of the GROMACS package, RasMol 2.7 and Pymol 0.99. More
details can be found in a recent study from our group where CG

simulations of micelles were performed using identical methods
(Brocos et al., 2012).

2.9. Transmission electron microscopy

Peptides and CETP samples incubated with the different lipid
mixtures tested were processed using a negative staining tech-
nique and visualized using transmission electron microscopy
(NS-TEM). Samples (10 pL) were placed on carbon-coated copper
grids (400 mesh) for 10 min at 25 °C before observations were
made. Since in our experience contrast of negative stained samples
can be improved by using copper-grids with slightly thicker carbon
coatings, according to the color reference chart provided by the
company Drukker International, we exposed copper grids to be
used for the visualization of the lipid/CETP structures, to carbon va-
por for longer periods of time until approximately a thickness of
100 nm was reached. Excess liquid was removed with Whatman
paper and grids negatively stained for 5 min with uranyl acetate
solution (2% w/v). Samples were dried for 20 min and NS-TEM
images were acquired using a JEM-1200EX11 JEOL microscope at
70 kV with a 60,000x magnification.

2.10. Lipid/peptide cosedimentation assays and peptide bond
spectroscopy

With the objective to evaluate binding of CETP derived peptides
to lipid aggregates, cosedimentation experiments were performed
using ultracentrifugation with an Optima TLX ultracentrifuge and a
TLA-100.2 rotor (Palmer et al., 2009). Samples consisting of pep-
tide, lipid, or peptide/lipid mixtures were centrifuged at 200,000g
for 12h to discard possible liposomal structures. When lyso-
C12PC and LPA were used, a further centrifugation step was carried
out at 300,000g for 36 h, and 54 h respectively. In all cases 13 °C
was maintained throughout the experiments. Supernatants were
recovered and the remaining pellets resuspended in a phosphate
buffer pH 7.2. Afterwards, absorbance of the supernatants and
the remaining resuspended pellets was measured following the
absorbance of peptide bonds at 205 and 218 nm.

2.11. Polyacrylamide gradient gel electrophoresis

Pellets obtained from the peptide/lipid cosedimentation assays
were analyzed on non-denaturing gradient polyacrylamide gel
electrophoresis. Samples were processed using 3-35%, 3-38% and
3-40% polyacrylamide gradients gels using a Tris-borate buffer
during 16 h at 80 V. Gradient gels were stained with Coomassie
blue G-250 (Toledo-Ibelles et al., 2010).

3. Results

The tridimensional view of the C-terminus region of CETP (aa
453-476) composed of a B-sheet (aa 453-462) and the native
amphipathic a-helix (aa 465-476) named helix-X'? are shown in
Fig. 2. When glutamic acid 465 is substituted by a cysteine residue,
as it will be shown below, particular secondary structure charac-
teristics are developed with this new model peptide known as he-
lix-Y'? (Fig. 2A). Peptide helix-Y'?> when placed in solution and
incubated at different pH’s, maintains most of its o-helical struc-
ture within a wide range of pH values (6.3-9.5) when studied by
circular dichroism (CD) (Fig. 2B). This situation does not occur
when native peptide helix-X'? is tested, since CD experiments
show that secondary structure is lost and the peptide keeps a ran-
dom conformation independently of pH values (Fig. 2C). The par-
ticular characteristics shown by peptide helix-Y'? constitute a
key feature in the development of several patents carried out by
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Fig.2. Structural characterization of peptides derived from the C-terminus of CETP. (A) Primary and secondary structures of the C-terminus region of CETP, showing helical
wheel representations for peptide helix-X'? and for peptide helix-Y'? (PDB: 20bd); (B) employing CD, pH effect upon secondary structure of peptide helix-Y'? in the presence
of phosphatidylcholine and cholesteryl-esters. Insert shows the change in mean molar ellipticity measured at 222 nm; (C) pH effect upon secondary structure of peptide

helix-X'? in the presence of same lipids.

our group (Mas Oliva et al., 2012; Mas-Oliva and Alonso, 2010,
2007a; Mas Oliva and Alonso, 2007b).

On the other hand, under the same pH range, when a mixture of
phosphatidylcholine and cholesteryl-esters are studied by dynamic
light scattering (DLS), average aggregates of 30 nm are formed
within a range that goes from 20 to 80 nm. This samples when
studied by negative staining transmission electron microscopy
(NS-TEM) confirmed the size of mostly large aggregates (Fig. 3A
and B). It is interesting to observe that when peptide helix-Y'? is
incubated together with the same lipid mixture at pH values close
to 7.0, the formation of small homogeneous micelles with an aver-
age size of 6 nm is induced (Fig. 3C and D). As previously shown
with CD experimentation, extreme pH values interfere with the
formation of a well-defined peptide secondary structure and there-
fore the formation of only large aggregates is observed. This is con-
sistent with previous results from our laboratory showing that
electrostatic repulsions and a decrement of intramolecular hydro-
gen bonds induce the loss of secondary structure in peptides, and
therefore aggregation is promoted as an initial step in the forma-
tion of amyloid like fibrils (Bolafios-Garcia et al., 1998; Garcia-
Gonzalez and Mas-Oliva, 2011). One of the factors that determine
electrostatic repulsion is the net charge of peptides directly related
to the pH value of the solution. In this sense, at neutral pH, the net
charge of peptide helix-Y'? is —1.1, condition that optimally allows
peptide interaction with lipid and therefore a complete micelliza-
tion process takes place. In contrast, when pH 6.3 is tested, as
shown in Fig. 3C part of the sample is maintained as large aggre-
gates and part as small micelles. The explanation for this phenom-
enon is related to the fact that peptide helix-Y'? at pH 6.3 presents
a net charge of —0.6, far from an optimal condition for peptide/lipid

interaction. pH values close to the isoelectric points of both pep-
tides helix-Y'? (5.09) and helix-X'? (4.17) tend to form large
aggregates.

Our results show that peptide helix-Y'? when tested close to
physiological pH values, allows the stabilization of the amphi-
pathic carboxy-terminal a-helix and therefore the ability to pro-
mote the organization of micelle-like lipid structures. Under the
same conditions, although in a smaller degree, peptide helix-X'2
showing a random conformation in solution, in the presence of li-
pid aggregates is also able to perform the lipid ordering phenome-
non (Fig. 3E and F).

When we employ specific lipids such as 12-lysophosphatidyl-
choline (lyso-C;,PC) and lysophosphatidic acid (LPA), known by
us to promote the formation of a-helices with amphipathic pep-
tides, peptide helix-X'2 is able to keep a stable a-helical conforma-
tion (Figs. 4A and B; 5A and B) and when visualized by NS-TEM also
able to promote a lipid ordering effect (Figs. 4C and D; 5C and D).
Therefore, for this process to occur, we can conclude that the pres-
ence of a well-structured amphipathic a-helix seems to be one of
the key factors to achieve the phenomenon described. In order to
further characterize peptide/lipid interactions and the fact that
peptides promote the micellization process, employing the same
concentrations that range from 0 to 40 mM for lyso-C;,PC and
0-10mM for LPA, peptide/lipid cosedimentation assays were
performed. Spectroscopy of peptide bonds associated to pellets
obtained after ultraspeed centrifugation showed that while peptide
helix-X'2 in solution does not sediment, the presence of lipid in
solution allows the formation of micelles, and only at this condi-
tion peptide sedimentation takes place (Figs. 4E and 5E). When a
lower centrifugation speed known to sediment liposome-like
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obtained with NS-TEM employing the same experimental conditions; (E) electron
microscopy image corresponding to the control mixture of phosphatidylcholine and
cholesteryl-esters studied at pH 7.2, and (F) plus the addition of peptide helix-X'2.
For every EM image, bar indicates 100 nm.

structures was employed during experimentation with both lipids,
either in the absence or the presence of peptide helix-X'2, negligi-
ble absorbance values were found associated with the almost non-
existent pellets, indicating that the formation of liposomes is not a
major factor to consider under the experimental conditions carried
out throughout our study (Fig. 4E). Furthermore, non-denaturing
polyacrylamide gradient gel electrophoresis support the view that
micelle formation, promoted by the presence of peptide helix-X'2,
initiates at low lipid concentrations as shown by the presence of
bands only when the optimal association between lipid and pep-
tide is achieved (Figs. 4F and 5F).

From these experiments, it is interesting to point out that the
micellization process takes place precisely at the point when pep-
tide helix-X'2 presents a structural transition from a disordered
state to an o-helix when circular dichroism data is analyzed
(Figs. 4A and B; 5A and B). Precisely at this point where secondary
structure transitions and lipid ordaining take place, the molar rela-
tionship between lipids tested and helix-X'? corresponds to one or-
der of magnitude difference with an average of 35 and 18
molecules of lyso-C;,PC and LPA, respectively, associated to one
peptide. As shown in Fig. 5F, an increase in LPA concentration does
not affect the amount of helix-X'?/lipid micelles trapped in the
gels, indicating that due to the fixed number of peptides placed
in solution, practically all peptide units are found associated to li-
pid micelles independently of the fact that lipid concentration is
being increased. Under these conditions, the physicochemical
properties shown by the peptide such as high hydrophobicity
and high hydrophobic moment (pH) warranty a strong driving
force towards micelle formation.
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Fig.4. Lysophosphatidylcholine promotes a stable a-helix conformation of peptide
helix-X'2. (A) Circular dichroism and secondary structure changes observed in
peptide helix-X'?> modulated by the presence of 12-lysophosphatidylcholine; (B)
mean molar ellipticity values at 222 nm revealed an increase in the o-helix content
of peptide helix-X'?; (C) lysophosphatidylcholine aggregates (10 mM) studied by
NS-TEM at pH 7.2; (D) effect of the presence of peptide helix-X'? upon the same
lipid mixture. For every EM image, bar indicates 100 nm; (E) lysophosphatidylcho-
line/peptide helix-X'? cosedimentation assay and peptide bond spectroscopy. Data
shown are the mean * SEM of 3 experiments. Cosedimentation assays performed at
200,000g for 12 h (*) and 300,000g for 36 h (**); (F) non denaturing polyacrylamide
gradient gel electrophoresis of pellets obtained from lysophosphatidylcholine/
peptide helix-X'? cosedimentation assays. The 3-38% gel was stained with
Coomassie blue G-250.

Taking into account these considerations, molecular dynamics
experimentation also allowed us to evaluate the behavior of pep-
tide helix-X'? in a well controlled lipid environment consisting of
a relationship of 234 lipid molecules, ~93,700 water molecules
and one peptide helix-X'2. As shown in Fig. 6A, the interaction of
peptide helix-X'2 with 12-lysophosphatidylcholine aggregates pro-
motes the formation of micellar-like structures with an average
lower than 70 lipid molecules and one peptide per particle, show-
ing diameters around 5 nm. It is interesting to observe that lipid
particles that do not associate with a peptide molecule tend to
associate between them, while peptide-associated micelles seem to
be stable and stay in solution by themselves. The same lipid ordering
phenomenon is observed when 16-lysophosphatidylcholine is
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bar indicates 100 nm; (E) LPA/peptide helix-X'? cosedimentation assay and peptide
bond spectroscopy. Data shown are the mean + SEM of 3 experiments. Cosedimen-
tation assays performed at 300,000g for 54 h; (F) non denaturing polyacrylamide
gradient gel electrophoresis of pellets obtained from LPA/peptide helix-X'? cosed-
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employed (Fig. 6B). Lipids such as 6-lysophosphatidylcholine that
presents a high cmc shows the tendency to effectively bind to
peptide helix-X'2 and organize peptide-associated micelles even
before lipid molecules can form micelles by themselves (Fig. 6C).
These results provide new evidence and further support the
proposal that peptide helix-X'? located in CETP could facilitate
the process of lipid ordering through the formation of micelle-like
structures.

From this type of experiments and in order to prove that lipid
ordering and the micellization concept might be also carried out
by the complete protein, the need to perform a series of experi-
ments employing native CETP became evident. As previously
shown with peptides helix-Y'? and helix-X'? when incubated in a
solution containing lipid aggregates, purified CETP isolated from
human plasma (Fig. 7), shows the capability to induce a similar

phenomenon of lipid ordering as shown above for peptides
(Fig. 8). We believe, as previously demonstrated by us employing
a series of amphipathic peptides derived from several apolipopro-
teins (Mendoza-Espinosa et al., 2008; Bolafios-Garcia et al., 2001),
reordering of lipids from large non-homogenous to smaller more
homogeneous particles could be accomplished due to the ability
of CETP, through its amphipathic C-terminus domain, to promote
an equilibrium shift and optimize the possibility for binding lipids
in an aqueous solution.

The results presented in this study employing purified lipids
and the use of artificial lipid structures, places us in an optimal po-
sition to experiment and better understand now the role for the C-
terminus sequence of CETP during lipid transfer amongst human
lipoproteins. According to our working hypothesis, present exper-
imentation is being carried out by our group employing isothermal
compression of binary Langmuir-Blodgett monolayers (Xicohten-
catl-Cortes et al., 2004a,b) and interferometric surface force mea-
surements (Ramos et al., 2008) in order to be able to elucidate
and understand, for instance, lipid transfer and the role of surface
pressure on HDL particles and its association to local disorder in
proteins such as CETP and Lecithin cholesterol acyltransferase
(LCAT) (Aguilar-Espinosa et al., 2013).

4. Discussion

Since apparently lipoprotein stabilization is mostly based on a
kinetic rather than a thermodynamic process, HDL particles for in-
stance, can be considered unstable particles contained in a kinetic
trap (Mehta et al., 2003). Due to this instability, several procedures
that include thermal (Sparks et al., 1992) and chaotropic (Mehta
et al., 2003) treatment, can easily release the particle from this
trap. Our proposal presenting an alternative possibility that would
explain the efficient lipid transfer activity carried out by CETP,
could take advantage of this fact when the protein binds to an
HDL particle releasing the lipoprotein from this kinetic trap (Guha
et al., 2008). The release and further stabilization carried out at the
surface of an HDL particle could be triggered by HDL lipids when
binding around the amphipathic C-terminus domain of CETP. This
new structural condition suggests that changes in the curvature
present in CETP along its X-axis could be involved with the trigger
mechanism that controls binding and release of CETP from the sur-
face of a lipoprotein (Hall and Qiu, 2011; Mendoza-Espinosa et al.,
2008), as well as to the phenomenon of HDL remodeling (Maugeais
et al., 2013; Niesor et al., 2010).

Although recently Zhang et al. (2012) based on electron micros-
copy images have proposed that lipid transfer might be carried out
through the formation of ternary complexes between two lipopro-
tein particles and CETP, their interpretation does not take into ac-
count the fact that the C-terminus amphipathic a-helix, proven to
be essential for the transfer process, is not involved in their model.
Moreover, molecular dynamics simulation studies have recently
shown that CETP is not able to penetrate further than the phos-
phate groups of a phospholipid monolayer (Koivuniemi et al.,
2012). Also, there is no mention as to how triglycerides and phos-
pholipids together with cholesteryl-esters might be transferred.
Although two cholesteryl-ester molecules have been tightly associ-
ated to the tertiary structure of CETP, the presence of neutral lipids
in the core space of the protein could be directly associated to the
maintenance of its structural stability. In this respect, it has been
reported that the bactericidal/permeability-increasing protein
(BPI) that shows a potent antimicrobial action and binds to lipo-
polysaccharides, presents a striking structural similarity with
CETP. It is suggested that despite this close similarity, BPI presents
a more open structure and a completely different C-terminus se-
quence in comparison to CETP, phenomenon must probably related
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Fig.7. Purification of CETP from human plasma. (1) Lipoprotein free plasma, (2)
hydrophobic interaction chromatography fraction obtained with water elution, (3)
anionic-exchange chromatography fraction eluted with a 0-1 M sodium chloride
gradient (720-850 mM), (4) bovine serum albumin (BSA), (5) purified CETP, (6) BSA.
Lanes (7) and (8) show the Western-blot analysis of fractions 5 and 6, respectively,
employing an anti-CETP monoclonal antibody.

to the fact that BPI apparently does not bind cholesteryl-esters
(Beamer, 2003). If we take into account that the amphipathic
C-terminus o-helix of CETP might be considered as an orienting
force region in the same fashion as detergents do (Tanford, 1978),
the proposal we describe in this study could support an efficient
transference of lipid molecules within energetically suitable
parameters.

The presence of conformational transitions associated to the
thermodynamics of the process similar to the one described here
for the C-terminus domain of CETP, has been documented for other
lipid-binding proteins such as apolipoprotein A-1 (Kono et al,,
2008; Oda et al., 2003) Since the C-terminus domain of CETP main-
tains a high intramolecular flexibility with a high factor-B associ-
ated to the interaction with lipids, this property must be directly

associated to the type and concentration of specific lipids that
would allow or prevent shifts in secondary structure (Garcia-Gon-
zalez and Mas-0Oliva, 2013; Koivuniemi et al., 2012). For instance, it
has been described that LPA at cmc, when placed in contact with
B2-microglobulin, promotes the formation and extension of amy-
loid fibrils (Pal-Gabor et al., 2009; Ookoshi et al., 2008). However,
we found that employing a wide range of concentrations above
cmc, LPA and to a lesser extent lysophosphatidylcholine, promote
a shift towards a-helical structures and prevent the formation of
amyloid fibrils when peptide helix-Z (D470N mutation) derived of
the C-terminus domain of CETP is studied (Garcia-Gonzalez and
Mas-0Oliva, 2013). Therefore, the control of conformational changes
at specific sites of proteins given by specific lipids might be taken
as the basis for the design of lipid-like molecules which could
maintain or stabilize the native state of proteins prone for aggrega-
tion (Garcia-Gonzalez and Mas-Oliva, 2012).

In conclusion, the type of molecular organization described in
our study carried out by the C-terminal segment of CETP following
disorder-to-order secondary structure transitions controlled by the
presence of specific lipids, in our view might be understood as an
example of a molecular switch (Garcia-Gonzalez and Mas-Oliva,
2013; Mendoza-Espinosa et al., 2009). This would allow CETP to
control function under specific metabolic conditions and keep its
transfer activity associated to a minimum entropy change related
to the formation of micelle-like structures at the C-terminal seg-
ment of the protein, process that would dramatically lower the en-
ergy barrier for lipid transfer to occur through aqueous media.
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Il. Solicitud de patente: Vacuna de aplicacion nasal contra el
desarrollo de la enfermedad aterosclerética y el higado graso

Una parte fundamental para el inicio y el posterior desarrollo de la patente
“Vacuna de aplicacion nasal contra el desarrollo de la enfermedad ateroscler6tica y el
higado graso” ha sido el trabajo previo del laboratorio relacionado con un sistema para
la deteccion y cuantificacion de CETP. Asimismo, el trabajo académico de varios
articulos publicados ha sido base para su disefio. A continuacion se mencionan las
generalidades de la invencion, la cual cuenta con el registro de solicitud
MX/a/2012/007682 ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial, asi como el
registro PCT/MX 2013/000078 de solicitud internacional.

La presente invencién consta de una composicion vacunal para administracion
intranasal, que utiliza una preparacién de nanoparticulas micelares que incluyen un
péptido derivado del C-terminal de CETP como inmundgeno (péptido hélice-Y),
fosfatidilcolina, lisofosfolipidos, asi como lipidos membranales de la arqueobacteria
Thermus aquaticus como una mezcla promotora de la respuesta inmune, con el objetivo
de bloquear la funcion de la proteina proaterogénica CETP con un enfoque en el

dominio C-terminal.

En el desarrollo de la invencion se empled una formulacién que presenta varias
ventajas tecnoldgicas, se produjeron nanoparticulas con un tamafio homogéneo y que
presentan una alta estabilidad, condiciones en las que se favorece el mantenimiento de
la estructura secundaria funcional a-hélice del antigeno, lo cual promueve una respuesta

inmunoldgica dirigida contra el C-terminal de CETP.

En este sentido, la estructura quimica de los lipidos arqueobacterianos
compuesta por grupos alquilo de cadena larga unidos por un enlace éter con el glicerol,
es una caracteristica que permite a estas moléculas funcionar como estructuras de
andamiaje dentro de las nanoparticulas micelares, y que a su vez favorece un aumento

en la estabilidad.
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Durante la fabricacion de la composicién vacunal se evaluaron diferentes
condiciones como la concentracion y la composicion de los lipidos. De manera que uno
de los aspectos novedosos de la invencion es el empleo de la lisofosfatidilcolina,
molécula quese ha identificado en el laboratorio favorece la formacion y estabilizacion
de la estructura secundaria funcional a-hélice en el antigeno hélice-Y. Asimismo, se
evaluaron una serie de fosfolipidos, con diferente longitud en las cadenas de acidos
grasos, y modificando las propiedades de carga electrostatica en la superficie. Sin
embargo, no se registraron cambios en la estructura secundaria del antigeno,
unicamente la lisofosfatidilcolina-C,, promueve la formacion de la estructura a-hélice,
la conformacion funcional del C-terminal de CETP. Esta caracterizacion se realizé a

través de técnicas como dicroismo circular, fluorescencia y microscopia electronica.

Después de haber llevado a cabo una serie de experimentos, se definieron las
concentraciones optimas de los componentes de la invencion, quedando de la siguiente
manera: fosfatidilcolina 3 mM, lipidos arqueobacterianos 6 mM, lisofosfatidilcolina 2
mM vy el antigeno hélice-Y 2.9 mM. De esta manera, la relacion molar lipido/péptido
fue de 3.8/1. De igual forma, se realizaron experimentos en los que se definié y
estandarizd la metodologia para la fabricacion de la vacuna. Considerando las
propiedades fisicoquimicas del antigeno, como la hidrofobicidad, el punto isoeléctrico y
el momento hidrofobico, y con el objetivo de evitar la aparicion de fendmenos de
agregacion en la hélice-Y, se determiné que la condicion optima que favorece la
solubilidad y mantiene al péptido en un estado monomérico a pH 9.5. Por otra parte,
considerando la alta concentracion de la mezcla de lipidos (11 mM), se evaluaron varias
condiciones para la preparacion de las nanoparticulas micelares, el mejor método fue a
través de un secado por 10 h bajo un flujo continuo de N, y un proceso de sonicacién
extensivo, el cual se refiere en la descripcién detallada de la invencion
[MX/a/2012/007682].

En general, durante el desarrollo de esta invencion se empled una formulacién

que presenta varias ventajas tecnoldgicas, se produjeron nanoparticulas con un tamafio
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homogéneo y que presentan una alta estabilidad, en las que se favorece el
mantenimiento de la estructura secundaria a-hélice del antigeno, lo cual favorece una
respuesta inmunologica dirigida contra el extremo C-terminal de CETP. De forma
particular, las caracteristicas de los lipidos arqueobacterianos permiten tener un sistema
que a diferencia de otros adyuvantes induce efectos toxicos menores, pero a su vez

mantiene la estabilidad de la formulacion.

La presente invencion se evalud en un modelo de ateroesclerosis desarrollado en
conejos Nueva Zelanda. Con pesos iniciales de 2.5 kg, los animales se mantuvieron 12
dias como periodo de cuarentena, con dieta normal en el bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Posteriormente, se aplico una dieta alta en colesterol y
triglicéridos (1 y 10 % respectivamente), la cual se mantuvo por 45 dias. Durante este

intervalo de tiempo, la aplicacion de la vacuna se realiz6 dos veces a la semana.

El hallazgo méas importante es que con la dieta alta en lipidos, cuando se lleva a
cabo el tratamiento con la vacuna se observd una disminucidon en el engrosamiento de la
tunica intima de la aorta abdominal, directamente relacionado con una disminucion en
la formacidn de la neointima y de placas ateroscleréticas. En general, el engrosamiento
de la intima y el area de lesiones de la aorta se redujeron en los grupos tratados con la
vacuna al compararlos con las aortas de animales experimentales que no recibieron la
administracion de la vacuna pero que se mantuvieron con la dieta alta en lipidos. Otra
condicion importante de la composicion vacunal es la proteccién contra el desarrollo
del higado graso del tipo no alcoholico. Esta proteccion esta relacionada con una
disminucion en la esteatosis tanto microvesicular como macrovesicular asociada a una
disminucion en la fibrosis perisinusoidal y perivenular. En su conjunto, los datos
sugieren que la inmunizacion intranasal con nanoparticulas micelares, podria disminuir

la progresion en la formacion de las placas aterosclerdticas.

En conclusion, se desarrollé una composicion vacunal de aplicacion nasal con
nanoparticulas micelares compuestas de lipido/hélice-Y, que evaluada en un modelo
animal en conejos modula el perfil de lipoproteinas plasmaticas, y puede retardar el

108



proceso de formacion de placas de ateroma en las arterias. Asimismo, los datos sugieren
que pueden existir condiciones de proteccion contra el higado graso de tipo no

alcohdlico.

Hasta el momento se cuenta con el nimero de aplicacion de patente mexicana,
asi como el namero de aplicacion internacional. De forma interesante, la Universidad
Nacional Auténoma de México ha establecido un convenio con la empresa Hamol

Biosolutions LLC para continuar con este desarrollo tecnoldgico.

109



Para uso de la Oficina receptora dnicamente

POTHA 2105 /00007 8

Solicitud internacional N°

PETITORIO (26-06-2pi3) 26 JUN, 2013

Fecha de presentacidn intemacional

AR

Referencia al expediente del solicitante o del mandatario (i se deseq)
feomo mdximo, 12 caracteres)

PCT

El abajo firmante pide que la presente solicitud
internacional sea tramitada con arreglo al Tratado de
Cooperacién en materia de Patentes.

Recuadro N°I TITULO DE LA INVENCION

VACUNA DE APLICACION NASAL CONTRA EL DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD
ATEROSCLEROTICA Y EL HIGADO GRASO

Recuadro M° II SOLICITANTE D Esta persona también es inventor.

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de wna persona juridica, la |N° de teléfono
designacién uficial completa. Enla direccion deben figurar el cédigo postal y el nombre del pais. xR

£l pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domiciiio del solicitante si no se (52 55) 56 226329
indica mads ahajo el Estado de domicilio.)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICC Ne de facsimil

9° Piso de la Torre de Rectoria, (52+55) 56 65 46 44

Ciudad Universitaria S/N, C.P. 04510

Distrito Federal Ne de registro del solicitante en la Oficina
MX

Autorizacién a utilizar el correo-e. Al marcar una de las casillas que figuran abajo se autoriza a 1a Oficina receptora, la Administracién de
bisqueda intsrnacional, la Oficina Internacionzl y la Administracién de examen preliminar internacional a utilizar la direccidn de correo-c que
se indica ¢n este recuadro para enviar notificaciones relativas a la presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi lo desean

como cupias previas por via eleetrénica seguidas de las [] por correo electrénico exclusivamente (no se enviara ninguna
notificasiones en papel o, notificacion en papel)
Direceidnde correc-e:
Estado de nacionalidad {nombre del Estado): Estado de domicilio (nombre dei Estado):
MX MX
Ejﬁimg‘;g g todos los Estados designados D los Estados indicados en el recuadro suplementario

Recuadro N° III OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

& Los dernés solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja de continuacién.

Recuadro N*JV MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA

La l}'n:rscma ahajo identificada se nombra/ha sido nombrada para actuar en nombre del/ <] ) D .
de los solicitante(s) ante las administraciones internacionales competentes como: /N mandatario representants cornin

Nombre y direccion: (apellido seguidc del nombre; si se trata de una persona juridica, la | N°® de teléfono

designacion aficial completa. En la direccién deben figurar el codigo postal 4
v eii:mbrz c{e‘l pais.) gop (52+5v) 56 22 63 29

FIGUEROA PEREZ, Martha

Ne de facsimil

Edificio B, 3er Piso, Zona Cultural (52+55) 56 65 46 44

Ciudad Universitaria, C.P. 04510

Distrito Federal Ne de registro del mandatario en la Oficina
MX

Autorizacion 2 utilizar el correo-e, Al marcar una de las casillas que figuran abajo se autoriza a la Oficina receftor_a, la Administracién de
busqueda internacional, la Oficina Internacional y la Administracién de examen preliminar intemacional a utilizar la direccidn de correo-c que
se indica en este recuadro para enviar notificaciones relativas a la presente solicitud internacional, si dichas oficinas asi lo desean

[ como copias previas por viu electrénica seguidas de las [ por correo electrénico exclusivamente (no se enviard ninguna
notificaciones en papel o, notificacién en papel)

Direcciénde correo-e: marthafp@unam.mx

D Direccitn para la correspondencia: mdrquese esta casilla cuando no se nombre/se haya nombrado ningiln randatario o representante
comtn y el espacio de arriba sc utilice en su lugar para indicar una direccion especial a la que deba enviarse la correspondencia.

Formularic PCT/RO/101 (prirera hoja) {16 de sepliembre de 2012) Ver las Notas al formulario del petitorio
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Recuadro N°III  OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

Si no se ha de utilizar ninguno de estos subrecuadros, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio.

Nombre y direccion: (apeflido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica. fa | Esta persona es:
designacién oficial completa. En la direccidn deben figurar el cddigo postal y el nombre del pais.
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estade de domicilio del solicitante si no se D solicitante unicamente
indica mds ebajo el Estado de domicilio.}

MAS OL[VA, Jaime D solicitante e inventor
Laja 103

Colonia Jardines del Pedregal, C.P. 01900
Distrito Federal

Z] inventor unicamente (5i se marca esta
casilla, no se debe rellenar io que sigue )

Ne de registro del solicitante en la Oficina

MX
Estado de nacionalidad (hombre del Estado): Estado de domicilio (nombre de! Estado):
f:&fm%:g D todos los Estados designados D los Estados indicados ¢n el recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apellido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la Esta persona es:

designacion oficial completa. En la direccidn deben figurar el eédigo postal y el nombre dei pais. . .

El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado (es decir, pais) de domicilio del D solicitante Unicamente

solicitante si no se indica mds abajo el Estade de domicilio.)

DELGADO COELLO, Blanca Alicia D solicitante e inventor

1er Cerrada de Flor Silvestre No. 3, Casa 1° oo e e i B
Colonia San Andrés Totoltepec, C.P. 14400 X casilla, no se debe relienar lo que sigue.)
Distrito Federal N° de registro del solicitante en 1a Oficinz
MX

Estado de nacionalidad fnombre del Estado): Estado de domicilio (nombre def Estado).

Esta persona es : : T .
soiicgante para: I:I todos los Estados designados D los Estados indicados en el recuadro suplementario

Nombre y direccion: (apeflido seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, ia | Esta persona es:
designacion cficial compieta. En la direccién deben figurar el cddigo postal y el nombre del pais.
Pt

El pais de la direccic da en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante sino se | [ ] solicitante Gnicamente
indica mds avajo el Estado de domicilio.}
GARCIA GONZALEZ, Victor Guadalupe [ solicitante & nveator
Alvaro Obregon No. 118 . .

. ) %7 inventor unicamente (si se marca esia
San Luis Mextepec, C.P. 51355 casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
Estado de México N° de registro del solicitante e 12 Oficim
MX
Estado de nacionalidad (rombre del Estado): Es‘tado de domicilio (nombre del Estado):
gfiﬁ;lﬁ:';::: D todos los Estados designados D los Estados indicados en el recuadro suplementario

Nombre y direccidn: (apellide seguido del nombre; si se trata de una persona juridica, la | Esta persona es:
designacion oficial completa. En la direccion deben figurar el codigo postal y ¢l rombre del pais. . -
El pais de la direccion indicada en este recuadro es el Estado de domicilio del solicitante si no se D solicitante Unicamente
indica mds abajo el Estada de domiciiio.}

PEREZ TORRES, Armando
Necaxa 108, B401

D solicitante e inventor

: inventor Gnicamente (5i se marca esia
Colonia Portales, C.P. 03300 @ casilla, no se debe rellenar lo que sigue.)
Distrito Federal N° de registro del solicitante en la Oficina
MX

Estado de nacionalidad (nombre def Estado): Estado de domicilio (nombre de! Estado):

E’:{&ﬁ:ﬁ:‘;g. D todes los Estados designados D los Estados indicados en el recuadro suplementario

D Los demds solicitantes y/o (demds) inventores se indican en otra hoja de continuacidn.

Formulario PCT/R0O/101 (hoja de continuacién) (16 de septiembre de 2012) Ver las Notas al formulario del petitorie
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HojaNe ...3...

Recuadro N°Y  DESIGNACIONES

Seglin la Regla 4.9.a), la presentacion de este petitorio constituye la designacién de todos los Estados contratantes vinculados porel PCT
en lafecha de presentacién internacional a efectos de tedo tipo de proteccion disponible y, cuando proceda, de la concesidn tanto de patentes
regionales como de patentes nacionales.

Sin embargo,
DE Alemania no se designa para ningun tipo de proteccion nacional
JP Jap6n no se designa para ningin tipo de proteccion nacional
D KR Repiblica de Corea no se designa para ningin tipo de proteccion nacional

(Se puede utilizar las casilias de arriba para excluir (de manera irrevocable) las designaciones en cuestién, a condicién de que la
solicitud internacional, en la fecha de presentacién o ulteriormente segin la Regla 26bis. I, reivindique en el Recuadro N* VI la
prioridad de una solicitud nacional anterior presentada en el Estado en cuestion, para evitar que, en virtud de la ley nacional, cesen
los efectos de esta solicitud anterior).

Recuadro N° VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD Y DOCUMENTO DE PRIORIDAD

Se reivindica la prioridad de las siguientes solicitudes anteriores:

Si la solicitud anterior es:

Fecha de presentacion de la Numero de la -
solicitud anterior solicitud anterior solicitud nacional: solicitud regional: | selicitud internacicnal:
(dia/mes/ajio) pais 0 miembro de la OMC Oficina regional Oficina receptora

Punto (1)

28 Junio 2012 MX/a/2012/007682 MX
(28-06-2012)

Punto (2)

Punto (3)

D En el recuadro suplementario se incluyen reivindicaciones de prioridad adicionales

Presentacion del (de los) documento(s) de prioridad:

@ Sepideala Oficina receptora que prepare y transmita a la Oficina Internacional una copia certificada de la o las solicitudes anteriores
(tinfeamente si esto o estas solicitudes anteriores han sido presentadas en la Oficina que, a los fines de esta solicitud internacional,
es la Oficina receptora) indicadas arriba como:

D todos los puntos Punto (1) E Punto (2) D Punto (3) D olros, ver recuadro suplemerniario

D Se pide 2 la Oficina Internacional que obtenga en una biblioteca digital una copia certificada de la o las salicimudes anteriores
indicacas arriba, usando el cddigo o los c6digos de acceso, si los hay, indicados a continuacion (5i la Oficina Internacional siene
acceso a esta o estas solicitudes anteriores en una biblioteca digital):

Puato (1) Punto (2) Puato (3) otros, ver
L_"] codigo de acceso D cédigo de acceso D cédigo de acceso u recuadro suplementario

Restaurar el derecho de prioridad: se solicita a la Oficina receptora que restaure el derecho de prioridad respecto a la(s) solicitud(es)
anterior(es) indicada(s) mds arriba 0 en el recuadro suplementario come punto(s): ( ). (Véanse también las
Notas del Recuadro N° VI; se dardn informaciones mds amplias que apoyen la peticidn de restauracion del derecho de prioridad).

—

Incorporacién por referencia: cuando un elemento de la solicitud internacional mencionado en el Articulo 11.1)iii)d) o e) o una parte
de la descripcion, de las reivindicaciones o de los dibujos mencionada en la Regla 20.5.2) no esté contenido en otro lugar en esta solicitud
internacional pero figura integramente en una solicitud anterior cuya prioridad se reivindica en la fecha en la que uno o varios elementos
mencionados en el Articulo 11.1)iii) fueron recibidos inicialmente por la Oficina receptora, ese elemento o esa parte, a reserva de
confirmacién segtn la Regla 20.6, se incorporard por referencia en esta solicitud internacional a los efectos de la Regla 20.6.

Recuadro N° VII ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Eleccién de 12 Administracién encargada de la biisqueda internacional (5i inds de una Administracion encargada de la bisqueda internaciona!
es competente para efectuar lu bisqueda internacional, indiquese el nombre de la Administracion elegida; se puede wiilizar el cédigo de dos letras):

ISA/ES............ S AR TRt A S TR, B SRR T R TR T S TR AR

Formulario PCT/RO/101 (segunda hoja) (16 de septiembre de 2012) Ver las Notas al formulario del p&!flor:lo
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Recuadro N°IX LISTA DE VERIFICACION para las presentaciones en PAPEL - esta hoja se emplea exclusivamente para la
solicitudes internacionales presentadas en PAPEL

La presente solicitud internacional Nimero | La presente solicitud internacional va acompafiada del(los) Niimero de
contiene lo siguiente: de hojas | siguiente(s) documento(s) (marcar las casillas que procedan e documentos
indicar en la columna de la derecha el mimero de cada documento):
2) petitorio (PCT/RO/01) 1. O] hojadecalculodetasas .ooooveeeeeninninnnn..... :
(incluidas las hojas 2. [1 ‘poderseparado original .. .:..oos civavivis ssaimases :
de declaracién y . '
suplementarias) ... . ......... ; 4| 3.0 podergeneraloriginal ..........oovviiiiiinniinnn. -

L 4.0 copia del poder general; nimero de referencia: ........
b} descripcion (exceptuando _

la parte de la descripcion

reservada a la lista de 5. [0 documento(s) de prioridad identificado(s) en el
secuencias Recuadro N° VI como puntcopuntos ................. :
(vedse el punto f) infra) ....... : 43 . . ; ;
6. ] traduccién de la solicitud internacional al
c) reivindicaciones . ... ......... . 3 (idioma) gt e W e e T s wsSTN e N e Y e B .
11 7 [ indicaciones separadas relativas a microorganismos
d) resumen ...............ee depositados o a otro material biolégico ............... 0
e) dibujos{ensucaso) .......... 2 9| 8. O copiaen formato electrénico (Anexo C/ST. 25, formato
texto,) con soportes l6gicos de Ja lista de secuencias que
f) perte de la descripcidn no forma parte de la solicitud internacional, entregada
reservada a la lista inicamente a los fines de la biisqueda internacional en
de secuencias virtud de la Regla 13zer (indicar el tipo y el niimero de
(ensucaso)..............n.. : BOPOIES IOBICOB) ... oo s simicmcaron wm s e

9. [J unadeclaracién confirmando que “la informacitn
registrada en formato electrdnico en virtud de la
Niémero total de hojas: : 65 Regla 13teres idéntica a la lista de secuencias tal como
se presentd en papel en la solicitud internacional™ ......... :

10. [ copiade los resultados de biisquedas anteriores
(BeRgla 2B LAY son o sz s pmesaiie ss cosas v ;

Il. [0 otros(especifiguese): .........vuuriiniiiiinnianninat

Figura de los dibujos que Idioma de presentacién de la
debe acompafiar ¢l resumen: Fig. 12 solicitud internacional: Espafiol

Recuadro N° X FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL ATARIO O DEL REPRESENTANTE COMUN
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su cglidd\(si 1al calidad no es obvia al leer el petitorio).

FIGUE REZ, Martha
apdatario

Parz uso de l2/Oficina‘receptora tnicamente

1. Fecha efectiva de recepcidn de la

pretendida solicitud internacional: ( 26-06-20! 3) ? & j;ﬁ_ | N. 2 01 3 2. Dibujos:
I:l recibidos:

3. Fecha efectiva de recepcidn, rectificada en razédn de la recepcion
ulterior, pero dentro de plazo, de documentos o de dibujos que
completen la pretendida solicitud intemacional:

4. Fecha de recepcién, dentro de {plazo, de las correcciones D no recibidos:
requeridas segin el Artfeulo 11.2) del PCT:

5. Administracin encargada de la bisqueda internacional | 6. D 'g{alwméiéj? fdﬂ,éﬂ CI;QPE galasla ]
H o1 3 usqucs 1icrida nas u€ S€ pague la
especificada por el solicitante:  [g A / do biscueda

Para uso de la Oficina Internacional tinicamente

Fecha de recepcion del ejemplar original
por la Oficina Internacional:

Formulario PCT/RO/101 (Gltima hoja — papel) (16 de septiembre de 2012) Ver las Notas al formulario del petitorio
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13 Nomére (5); UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONDMA DE MERIGD.
2 Nacloraidad fes): MEXCANA

2 Domiciio cslie, nlmess, colonia y codige pestal 9° PIED DE LA TORAES DE RECTORIA SIN, CIUDAD UNIVERSITARIA, DELESACION COYDACAN,
C.P. 04510

Potstacitn, Estado y Fais: MEXICD, DISTRITO FEDERAL.
4} Taldfone (clave): B 22 B 20 AL 51 B} Fax {clavel 56 65 45 a4

[T DATOS DEL {DE LOS) INVENTOR(ES)
6] Nombe () JAIE MAS OLIVA, BLANGA ALISIA DELGADD COELLD, VICTOR GUADALUPE GARCIA GONZALEL v ARMANU, MEREZ TORRESR
7} Nacenahdad (es) MEXICANA, MEXICARA. MEXGTANA ¥ MEXICANA.

85 Dorucitio; catie, nOmern. cofoniz v cddige postal' LAJA 103 COL, JARDINES DEL PEDREGAL C.P, £1990

Podacion, Estado y Pais: DISTRITO FEDERAL, MERGCC
) Tatéfono (clave) 10} Fax {elaven

il DATOS DEL (08 LGS} APODERADD 151 ]
14} Normbee (s) 410, MARTHA FIGUEROA PERE2 RGP DOALIETEZ

13) Liornicilio; calie, nimere, colonia y codigs posiat EDIFICIO “B” Sur. PISO, ZONA CULTURAL DE CUDAL UnIVERSITARIA, DELEGACION COYOACAN,
C.P. 84810,

Poblacitn, Estado y Pais: MEXICO. DISTRITC FECERAL, $4) Taldions (Clave): 80 22 83 20 AL 31 15 Fax [clave) 56 88 4644

18) Personas Aclorizadas para ol y mcibl neiliceciones:  LIC LAURA CORTED SANCHEZ LIC YESICA MARIBEL CORONEL ftivERL Y
LIC, ROCIO JUAREZ VAZOUEZ
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ATEROSCLERSGTICA ¥ EL HIGADO GRASG".
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I11. Reconocimiento: La patente “Vacuna de aplicacion nasal contra el
desarrollo de la enfermedad aterosclerética y el higado graso”, recibié un
reconocimiento dentro del programa de fomento al patentamiento y la
innovacién de la UNAM (2012-2013).
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I11. Reconocimiento

La Universidad Nacional Auténoma de México I de Innovacién
UNAM

Otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Mtro. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez

Por haber participado en el Programa de Fomento al Patentamiento y la Innovacion
(PROFOPI 2012-2013) y que su desarrollo tecnologico haya destacado por su mérito
técnico, su factibilidad, la atractividad de su mercado y su impacto social.

POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Ciudad Universitaria, D.F., a 24 de abril de 2014.

. —
Dr.J obles

innovacion Rector
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IV. Libro publicado: “El concepto de enfermedad asociado a la

conformacion de proteinas”
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IV. Libro publicado: “El concepto de enfermedad asociado a la

conformacion de proteinas”

Como parte del trabajo bibliografico realizado, a continuacién se hace mencion
del prologo del libro “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de
proteinas”, publicado de forma conjunta entre la UNAM a través del Programa
Universitario de Investigacion en Salud (PUIS) y el Manual Moderno, publicado en el

afio 2012. A continuacion se presenta el prologo del libro.

A lo largo de la evolucion, las proteinas han mantenido la tarea de asegurar el
funcionamiento metabdlico de todo ser vivo. En nuestros dias, reconocemos a las
proteinas como piezas fundamentales dentro del rompecabezas molecular fundamento
de la vida y donde a través de la evolucion, todos los sistemas vivos han desarrollado
mecanismos moleculares altamente regulados, que por un lado aseguran la adquisicion
y mantenimiento de su estructura tridimensional funcional, asi como su correcto
catabolismo al final de su ciclo de uso. Sin embargo, en el ser humano, diversas
condiciones patoldgicas en las cuales aln no se ha descrito una etiologia definida, han
empezado a encontrar su origen a nivel molecular al relacionar de forma directa
diversos cuadros fisiopatolégicos con alguna modificacion en el plegamiento de las
proteinas o en los mecanismos que regulan a este fenédmeno biogquimico.

En “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas™ hemos
abordado una serie de temas que se adentran en la busqueda y estudio de las
modificaciones en el plegamiento de las proteinas y que en nuestros dias han empezado
a ofrecer una explicacion molecular a un importante numero de enfermedades. La
primer parte de esta obra comprende la descripcion de los principios termodindmicos
que rigen el plegamiento de las proteinas, realizando una descripcion de las principales
interacciones moleculares que participan en este proceso. Con cerca de 40 afios desde
su publicacion, sin duda los trabajos de Christian Anfinsen y Cyrus Levinthal siendo

pioneros en este campo del conocimiento, aun contintan no solo siendo vigentes, sino
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que han dado origen a uno de los campos mas dindmicos de investigacion en las areas
quimica, bioldgica y de la salud.

Por muchos afios, la funcion de las proteinas se ha explicado a traves de modelos
donde la funcion de las mismas aparentemente reside en estructuras rigidas
perfectamente ordenadas como se enfatiza en el modelo denominado de llave-cerradura,
en donde se visualiza a las proteinas como estructuras tridimensionales rigidas. Sin
embargo, este concepto ha quedado rebasado a traves de una amplia serie de estudios
que han demostrado que la funcion puede emerger de proteinas o dominios especificos
contenidos en las mismas sin una estructura tridimensional preestablecida. Actualmente,
se reconoce que los organismos filogenéticamente mas evolucionados contienen un
grupo mas numeroso de proteinas que explican su funcion a través de lo que se puede
considerar como desorden estructural. De este modo, diversas lineas de pensamiento las
cuales explican la funcion de las proteinas a través de cambios de estructura del tipo
orden/desorden o desorden/orden, han empezado a emerger. En la presente obra, se
amplia este concepto para llegar al planteamiento y discusion del papel que puede
presentar el plegamiento andmalo de las proteinas en el desarrollo de enfermedad.
Algun problema a lo largo de la sintesis o durante la conversion estructural intermedia
previa a la adquisicion final de una estructura funcional terciaria, es lo que actualmente
se empieza a reconocer como enfermedad conformacional. De esta forma, dedicamos
un espacio suficiente para describir y analizar a los amiloides, estructuras asociadas con
padecimientos como la diabetes mellitus tipo Il y algunas enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Hasta hace pocos afios, las
Ilamadas fibras de tipo amiloide, aunque directamente asociadas con estas
enfermedades, representaban una entidad estructural poco entendida. Sin embargo,
actualmente multiples estudios han demostrado que estas fibras del tipo amiloide
pueden ser una especie comun en la naturaleza, y en algunos organismos se ha
reportado pueden estar asociadas a funciones fisioldgicas normales, sin causar

toxicidad.
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Hacia el final de la obra, el lector encontrard una seccion dedicada a las
estrategias farmacoldgicas y a los estudios a gran escala de gendémica y protedmica
dirigidos al tratamiento y entendimiento de este tipo de enfermedades. Sin duda, estas
herramientas en conexion con el conocimiento estructural y funcional de las proteinas
generado dia a dia, en un plazo corto de tiempo permitira establecer novedosas
estrategias encaminadas al completo entendimiento de los mecanismos moleculares que
seran utilizados en el disefio de moléculas para el tratamiento de las enfermedades
asociadas con el plegamiento andmalo de las proteinas.

Desde los primeros estudios de difraccion de rayos X enfocados en dilucidar la
estructura tridimensional de un importante ndmero de proteinas hasta las
investigaciones actuales a nivel de protedmica, el estudio de las proteinas ha sido objeto
de constantes adelantos en la forma de entender a estas macromoléculas. Con la
realizacién de esta obra, por un lado deseamos contribuir a la difusion de estos
novedosos conceptos con potencial impacto en la medicina cientifica de nuestro pais,
asi como también poner en perspectiva los conceptos y trabajo experimental realizado
dentro de esta area de estudio por nuestro grupo de investigacién durante los ultimos

anos.

115



! PEP LIS US &P 0)deound)

OpEIOse

El concepto:
de enfermedat

asoclado a Ia.:

conformaciot
de proteinas

w1
=
O
o
=3
Q
3
B
>
(o}
@
©
¢
—
®
3
&

o

£
? Jaime Mas Oliva
g [ : °. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez
e @M
E: . o, o » \

2OIZLOT) B R U RPenT) 2

~
5
g
Y
-
-
3
3
S
e




El concepto de enfermedad
asociado a la conformacion de proteinas

La presente obra obtuvo el “Premio Textos Médicos” edicion 2010
que otorga la Academia Nacional de Medicina de México.
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El trabajo realizado por los autores plasmado en la presente obra ha sido realizado en
el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México.



EL LIBRO MUERE CUANDO LO FOTOCOPIA

AMIGO LECTOR:

La obra que usted tiene en sus manos posee un gran valor.

En ella, su autor ha vertido conocimientos, experiencia y mucho trabajo. El editor
ha procurado una presentacion digna de su contenido y estd poniendo todo su empe-
flo y recursos para que sea ampliamente difundida, a través de su red de comerciali-
zacion.

Alfotocopiar este libro, el autor y el editor dejan de percibir lo que corresponde a la
inversion que ha realizado y se desalienta la creacion de nuevas obras. Rechace
cualquier ejemplar “pirata” o fotocopia ilegal de este libro, pues de lo contrario
estard contribuyendo al lucro de quienes se aprovechan ilegitimamente del esfuer-
zo del autor y del editor.

La reproduccion no autorizada de obras protegidas por el derecho de autor no sélo
es un delito, sino que atenta contra la creatividad y la difusion de la cultura.

Para mayor informacién comuniquese con nosotros:

@ Manual Moderno®

Editorial El Manual Moderno, S. A. de C. V. Editorial EI Manual Moderno (Colombia), Ltda

Av. Sonora 206, Col.Hipéddromo, 06100 Carrera 12-A No. 79-03/05
México, D.F. Bogota, D.C.

Centro Mexicano de Proteccién y Fomento
alos Derechos de Autor
Sociedad de Gestién Colectiva




El concepto de
enfermedad asociado a la
conformacion de proteinas

JAIME MAS OLIVA

Investigador titular del Instituto de Fisiologia Celular y

Jefe de la Divisiéon de Investigacion de la Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Auténoma de México

VICTOR GUADALUPE GARCIA GONZALEZ
Candidato a Doctor en Ciencias Bioquimicas,
Instituto de Fisiologia Celular,

Universidad Nacional Auténoma de México

Editor

Dr. Carlos A. Mendoza Murillo
Editorial EI Manual Moderno

P ®
k’%‘#&i’,‘;?taﬁo de @ Manual Moderno

I nvestigacion en
s a |ud Editorial El Manual Moderno, S.A. de C.V. Editorial El mManual Moderno, (Colombia), Ltda
Av. Sonora 206 Col. Hipédromo, C.P. 06100 México, D.F. Carrera 12-A No. 79-03/05 Bogota, DC




Nos interesa su opinion,
comuniquese con nosotros:

. Editorial EI Manual Moderno, S.A.de C.V.,
Av. Sonora num. 206,
Col. Hipédromo,
Deleg. Cuauhtémoc,
06100 México, D.F.

(52-55)52-65-11-00

info @ manualmoderno.com

quejas @manualmoderno.com

IMPORTANTE

Los autores y la Editorial de esta obra han tenido el cuidado de
comprobar que las dosis y esquemas terapéuticos sean correc-
tos y compatibles con los estandares de aceptacion general en la
fecha de la publicacion. Sin embargo, es dificil estar por com-
pleto seguro que toda la informacién proporcionada es total-
mente adecuada en todas las circunstancias. Se aconseja al
lector consultar cuidadosamente el material de instrucciones e
informacién incluido en el inserto del empaque de cada agente
o firmaco terapéutico antes de administrarlo. Es importante, en
especial, cuando se utilizan medicamentos nuevos o de uso
poco frecuente. La Editorial no se responsabiliza por cualquier
alteracion, pérdida o dafio que pudiera ocurrir como conse-
cuencia, directa o indirecta, por el uso y aplicacién de cualquier
parte del contenido de la presente obra.

El concepto de enfermedad asociado a
la conformacion de proteinas

D.R. © 2012 por Universidad Nacional Auténoma de México
ISBN:

Programa Universitario de Investigacién en Salud
Ciudad Universitaria, 04510, México, D.F.

En coedicién con Editorial El Manual Moderno, SA de CV.
ISBN: 978-607-448-224-9

Miembro de la Cimara Nacional
de la Industria Editorial Mexicana, Reg. nim. 39

Todos los derechos reservados. Ninguna parte de

esta publicacion puede ser reproducida, almacenada
en sistema alguno de tarjetas perforadas o transmitida
por otro medio —electrénico, mecénico, fotocopiador
registrador, etcétera— sin permiso previo por escrito
de la Editorial.

@ Manual Moderno ®

es marca registrada de
Editorial EI Manual Moderno S.A. de C.V.

Para mayor informacién sobre:
* Catdlogo de producto

* Novedades

« Distribuciones y mas
www.manualmoderno.com

Director editorial y de produccion:
Dr. José Luis Morales Saavedra

Editoras asociadas:
Lic. Vanessa Berenice Torres Rodriguez
Lic. Patricia Gamboa Sanchez

Portada:
DG. Betzabel Bojalil




Contenido

61 VI

3 70) (07 o TSP PPPPPPPPPRRRRPPPTPPPRPPRRRPIN V4 | |
d . r

It OAUCCION . cutiveiiteiieieieeieeieeee e ereereeteraeererneesnesnnesssssessnernesnnernsennesnnes X

Capitulo 1. Consideraciones termodinamicas en
el plegamiento de proteinas........cccccceeeeeeiieeeciiierieeeieeeeecieeeeeeeeeenns 1

Interacciones de @nlace...........ccoevveeeevieuieieeiiiieeeiiieeeeee ettt eeeeeer e
Interacciones no covalentes
INteracciones I0MICAS.......ccevvvuueeeerrrieeeerriiieeerrireeeererneeeeersnneeeesssneeessssnsesssnneeesdd
Teoria fisicoquimica del plegamiento de proteinas........cccccvveeeecrreereecneeennnnnd

Capitulo 2. Proteinas intrinsecamente desordenadas.........c.ccceevvveeereeeeeeeeenennnnen. 11

Descripcion de las proteinas desordenadas.........ccccoeeeeuvrveeeeeiiicccinnnneeennnnnn 11
Interaccion proteina-RINA.......ccooiiiiiiiiriiiiierenieetirreneereeeeeeeeenenensseseeeeesnenens
Proteinas de union a lipidos. Relacion estructura-funcion
Proteina PS53...uueueciiiiiicirccecee e
Acercamiento a la relacion: proteinas desordenadas

y enfermedad.......cooooiviiiiiiiiiiiiie e e 21

Capitulo 3. Plegamiento anémalo de proteinas y
enfermedad conformacional...........ccceeevveeeriiiieeeinniieeecnnineeseennnne . 23

Capitulo 4. AMILOIAES....ueeeeeereerreeeeerirrirerierrreeerereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesessssssssss 33

Definicion y caracteristicas................. .
Formacion de amiloides i1 Ditro.............eeeeiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeieieeeeeeeeeeeeeeeaann
Asociacion de las estructuras amiloides con enfermedad
Proteina precursora del B-amiloide (PPBA)

y el péptido B-amiloide (BA).....ccirevviiiiriiiieiiiiteeeecree e e 39
Amiloidosis de nervios periféricos y
la proteina transtiretina (TTR).....ccccuveiiiiiiiiiiiiiieiierecceceeeesee e 41



Polipéptido islote-amiloideo (IAPP) y la beta 2

microglobuling (B2m).....ccoeevuiiiiiiiiiiiirieeeereeccrre e e saee e
Priones......cccoeeeeiiiiiiniiieniinennne.
Priones en levadura..................

Capitulo 5. Plegamiento de proteinas y evolucion........c.cceeeeeveeereeeneneereeneenenee.. 49

La fibra amiloide representa una conformacion funcional
ampliamente extendida...........coeeeeiuieiiiiiiieeiiieeccee e D2

Capitulo 6. Desorden. Un nuevo enfoque.........ccccovueeeeeeiiecciiieneeeeiiieceesseneeeen. DD

Capitulo 7. Estrategias farmacologicas dirigidas al tratamiento
de enfermedades asociadas a la conformacion de
PIOTEIIIAS. cevvuueeeeereeeeternnuneeeerereeeeressssssseeseeseeeresssssnssesssssssssnnsnsnsssanees 59

Estabilizacion del estado nativo.........ccccceeeeeernviirniiennieeneieeeceeeeeeeeeeee . 59
Reduccion de la concentracion de especies propensas

212 Agregacion........uceeeecuiieiiiiiiieeecctee et see e eeee e e s srneeesssenneeessnens s O0)
Bloqueo de la nucleacion y del crecimiento de agregados.............................01
Optimizacion de los mecanismos de homeostasis celular..............................62
Analisis de las opciones farmacologicas.........ccccevveeeeeciieeiecieeeeccciieeeeeennne.. 02
Consideraciones en el desarrollo de farmacos.... verreeeeenn..04

TIECE. ceuveereeeeeeeeeeseeeseeesseesseeseessesssesssesssesssesseesseesssessesssessssessesssesssessesssesssesssesnes 81



Prélogo

A lo largo de la evolucion, las proteinas han mantenido la responsabilidad de asegu-
rar el funcionamiento metabélico de todo ser vivo. En nuestros dias, reconocemos a
las proteinas como piezas fundamentales dentro del rompecabezas molecular funda-
mento de la vida y donde a través de la propia evolucion, todos los sistemas vivos han
desarrollado mecanismos moleculares altamente regulados, que por un lado aseguran
la adquisiciéon y mantenimiento de su estructura tridimensional funcional, asi como
su correcto catabolismo al final de su ciclo de uso. Sin embargo, en el ser humano,
diversas condiciones patologicas en las cuales atin no se ha descrito una etiologia defi-
nida, han empezado a encontrar su origen a nivel molecular al relacionar de forma
directa diversos cuadros fisiopatologicos con alguna modificacion en el plegamiento
de las proteinas o en los mecanismos que regulan a este fenémeno bioquimico.

En “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de proteinas” hemos
abordado una serie de conceptos que se adentran en la busqueda y estudio siste-
maticos de las modificaciones en el plegamiento de las proteinas y que en nues-
tros dias han empezado a ofrecer una explicacion molecular a un niamero impor-
tante de enfermedades con origenes desconocidos. La primer parte de esta obra
comprende la descripcion de los principios termodinamicos que rigen el plega-
miento de las proteinas, realizando una detallada descripciéon de las principales
interacciones moleculares que participan en este proceso. Con cerca de 40 afios
desde su publicacion, sin duda los trabajos de Christian Anfinsen y Cyrus
Levinthal siendo pioneros en este campo del conocimiento, atin contintian no
solo siendo vigentes, sino que han dado origen a uno de los campos mas fértiles
de investigacion en las dreas quimica, biologica y de la salud.

Por muchos afos, la funciéon de las proteinas se ha explicado a través de
modelos donde la funcién de las mismas aparentemente reside en estructuras
rigidas perfectamente ordenadas como se enfatiza en el modelo denominado de
cerradura y llave, en donde se visualiza a las proteinas como estructuras tridimen-
sionales rigidas. Sin embargo, este concepto ha quedado rebasado a través de una
amplia serie de estudios que han demostrado que la funcion puede emerger de
proteinas o dominios especificos contenidos en las mismas sin una estructura
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tridimensional preestablecida. Actualmente se reconoce que los organismos filo-
genéticamente mas evolucionados contienen un numeroso grupo de proteinas
que explican su funcién a través de lo que se puede considerar como desorden
estructural. De este modo, diversas lineas de pensamiento las cuales explican la
funcion de las proteinas a través de cambios de estructura del tipo orden/desor-
den o desorden/orden, han empezado a emerger. En la presente obra, se amplia
este concepto para llegar al planteamiento y discusion del papel que puede pre-
sentar el plegamiento anoémalo de las proteinas en el desarrollo de enfermedad.
Algan problema a lo largo de la sintesis o durante la conversion estructural inter-
media previa a la adquisicion final de una estructura funcional terciaria, es lo que
actualmente se empieza a reconocer como enfermedad conformacional. De esta
forma por ejemplo, dedicamos suficiente espacio para describir y analizar a los ami-
loides, estructuras asociadas con padecimientos como la diabetes mellitus tipo II y
algunas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. Hasta
hace pocos afios, las llamadas fibras de tipo amiloide, aunque directamente asociadas
con estas enfermedades, representaban una entidad estructural poco entendida.
Actualmente, sin embargo, multiples estudios han demostrado que estas fibras del
tipo amiloide pueden ser una especie comun en la naturaleza, y que en algunos orga-
nismos se ha reportado pueden estar asociadas a funciones fisiologicas normales, sin
causar toxicidad.

Hacia el final de la obra, el lector encontrara una seccién dedicada a las estra-
tegias farmacolégicas y a los estudios a gran escala de genémica y proteémica diri-
gidos al tratamiento y entendimiento de este tipo de enfermedades. Sin duda,
estas herramientas en conexién con el conocimiento estructural y funcional de las
proteinas generado dia a dia, en un plazo corto de tiempo nos permitira estable-
cer novedosas estrategias encaminadas al completo entendimiento de los meca-
nismos moleculares que seran utilizados en el disefio de tratamientos para enfren-
tar a las enfermedades asociadas con el plegamiento anomalo de las proteinas.

Desde los primeros estudios de difraccion de rayos X enfocados en dilucidar
la estructura tridimensional de un nimero importante de proteinas hasta las
investigaciones actuales a nivel de proteémica, el estudio de las proteinas ha sido
objeto de constantes adelantos en la forma de entender a estas macromoléculas.
Con la realizacion de esta obra, por un lado deseamos contribuir a la difusién de
estos novedosos conceptos con potencial impacto en la medicina cientifica de
nuestro pais, asi como también poner en perspectiva los conceptos y trabajo
experimental realizado dentro de esta area de estudio por nuestro grupo de
investigacion durante los ultimos afios.

Dr. Jaime Mas Oliva

Dr. Victor Guadalupe Garcia Gonzalez

© Editorial EI Manual Moderno Fotocopiar sin autorizacién es un delito.



V. Premio: Textos Médicos 2010 que otorga la Academia Nacional de
Medicina por “El concepto de enfermedad asociado a la conformacion de

proteinas.

La presente obra obtuvo el “Premio Textos Médicos” edicion 2010
que otorga la Academia Nacional de Medicina de México.

El trabajo realizado por los autores plasmado en la presente obra ha sido realizado en
el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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Cholesteryl-ester transfer protein (CETP) is a plasmatic protein involved in neutral lipid transfer between
lipoproteins. Focusing on the last 12 C-terminus residues we have previously shown that mutation D470N
promotes a conformational change towards a B-secondary structure. In turn, this modification leads to
the formation of oligomers and fibrillar structures, which cause cytotoxic effects similar to the ones pro-
voked by amyloid peptides. In this study, we evaluated the role of specific lipid arrangements on the
structure of peptide helix-Z (D470N) through the use of thioflavin T fluorescence, peptide bond absor-
bance, circular dichroism and electron microscopy. The results indicate that the use of micelles formed
with lysophosphatidylcholine and lysophosphatidic acid (LPA) under neutral pH induce a conformational
transition of peptide helix-Z containing a B-sheet conformation to a native a-helix structure, therefore
avoiding the formation of amyloid fibrils. In contrast, incubation with phosphatidic acid does not change
the profile for the B-sheet conformation. When the electrostatic charge at the surface of micelles or
vesicles is regulated through the use of lipids such as phospholipid and LPA, minimal changes and the
presence of B-structures were recorded. Mixtures with a positive net charge diminished the percentage
of B-structure and the amount of amyloid fibrils. Our results suggest that the degree of solvation
determined by the presence of a free hydroxyl group on lipids such as LPA is a key condition that can
modulate the secondary structure and the consequent formation of amyloid fibrils in the highly flexible
C-terminus domain of CETP.

Keywords:

CETP

Peptide conformational change
B-Sheet to o-helix transition
Amyloid fibrils
Lysophosphatidic acid

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction modulators of secondary structure and potentially upon amyloid

fibril formation.

CETP facilitates the transfer of neutral lipids between lipopro-
teins, and plays an important role in reverse cholesterol transport.
The tridimensional view of the C-terminus region of CETP
(aa 453-476) is composed of a B-sheet (aa 453-462) and the native
amphipathic o-helix (aa 465-476) named helix-X (Fig. 1). Several
studies have demonstrated that a critical site for the transfer
process is restricted specifically to the 12 residue C-terminus do-
main structured as an amphipathic a-helix [1-3]. Notwithstand-
ing, our group has reported that this domain shows
conformational changes in a non-lipid microenvironment when
mutation D47oN is introduced through the use of peptide denomi-
nated helix-Z [4,5]. These conditions give origin to a hydrophobic
cluster (*’LLVNFLQ*”3) which favors the presence of a -secondary
structure, a mechanism coupled with the formation of oligomers
and amyloid fibrils [5]. Employing helix-Z as a model peptide, we
have studied the role of several lipid arrangements as potential

* Corresponding author at: Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México, 04510 México, DF, Mexico. Fax: +52 55 5622 5611.
E-mail address: jmas@ifc.unam.mx (J. Mas-Oliva).

0006-291X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.03.067

It has been reported that under specific conditions, lipid mole-
cules induce conformational changes in various amyloid precursor
proteins, in addition to the key role in the formation and stabiliza-
tion of amyloid fibrils [6-8]. Likewise, the interaction between
oligomeric precursor species on specific domains of the cell mem-
brane is a primary event that results in the appearance of early
cytotoxic effects associated with disease [9,10]. In this case, the
role of specific lipid compositions on the hydrophilic/hydrophobic
interface must be critical as a recognition site that can modulate
possible conformational changes in secondary structure, which in
turn could modify the formation of structures controlled by
order-to-disorder and disorder-to-order transitions [5-7,9,11]. In
this respect, it has been described that molecules such as lysophos-
phatidic acid (LPA), a phospholipid derived from the enzymatic ac-
tion of several extracellular phospholipases from precursor
molecules such as lysophosphatidylcholine or phosphatidic acid
(PA), can promote in the protein B,-microglobulin the formation
in vitro of amyloid fibrils [12,13]. Nevertheless, the route by which
the autotaxin enzyme particularly produces a high amount of LPA
from lysophosphatidylcholine, is still not well understood [14,15].
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453 - 476

salt bridg

helix-X EHLLVDFLQSLS

helix-Z EHLLVNFLQSL
hydrophobic cluster
465 476

Fig. 1. Structural representation of the C-terminus region of CETP showing
sequences of peptides helix-X and helix-Z. The H466-D470 salt bridge and the
hydrophobic cluster are shown. The structure was obtained from the Protein Data
Bank, access code: 2obd.

In this study, we present a series of experiments which demon-
strate that treatment of helix-Z with LPA and lysophosphatidylcho-
line (lyso-Cy,PC), lipids that can be found on the surface of
lipoproteins, promote a structural change from a p-chain to a na-
tive o-helix structure. Incubation of helix-Z with LPA concentra-
tions above 2.5 mM completely inhibits the formation of amyloid
fibrils, in a manner that interactions of peptide with specific hydro-
philic/hydrophobic interfaces formed by this lipid, should retain
peptide monomers at the surface and consequently prevent pep-
tide self-assembly. These conditions might allow helix-Z to recover
and maintain the functional o-helix conformation of the C-terminus
domain of CETP and therefore warranty protein function.

2. Materials and methods

Cholesterol, cholesteryl-ester, L-o. phosphatidic acid dipalmitoyl
(PA), L-a-phosphatidylethanolamine dipalmitoyl (PE), .-a-phospha-
tidylcholine dipalmitoyl (DPPC) and thioflavin T (ThT) were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). r-a-Phosphatidylcholine
(PC), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC),
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-1-glycerol (POPG), 1-
lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine (lyso-C;,PC) and
1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate (LPA) were obtained
from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL).

2.1. Peptide synthesis and peptide preparation

Helix-Z  (“®°EHLLVNFLQSLS?’®) and  native  peptide
(S>EHLLVDFLQSLS*%) derived from the C-terminus of CETP were
synthesized by GenScript (Piscataway, NJ) and dissolved in a car-
bonate buffer pH 9.5 (1 mg/ml). From this solution a further 1:5
dilution was carried out. To evaluate the structure at pH 7.2 in
the different lipid environments, a sodium phosphate buffer was
also used. Under the same conditions, the control peptide
460DFGFPEHL*® was employed. Solutions were filtered through
0.22 um membrane filters before carrying out the experiments.
Purity of peptides was greater than 98% confirmed by mass spec-
trometry and HPLC analysis. Peptide concentration was deter-
mined by measuring the peptide bond absorbance at 205 nm.

Peptide samples at a concentration of 200 pg/ml were incu-
bated with the different lipid preparations for 12 h at 25 °C before
their structural characterization, employing circular dichroism,
thioflavin T fluorescence, peptide bond spectroscopy and electron
microscopy.

2.2. Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were recorded with an AVIV
62DS spectropolarimeter (AVIV Instruments) at 25 °C employing
far UV wavelength (190-260 nm). Experiments were performed
at a peptide concentration of 200 pg/ml in a 1.0 mm quartz path
length cuvette, running AVIV software. Spectra were recorded with
a 1 mm bandwidth, using 1 nm increments and 2.5 s accumulation
time averaged over 3 scans. CD results are reported as mean molar
ellipticity (©, deg cm? dmol~!) considering the baseline correction.

2.3. Thioflavin T fluorescence and peptide bond spectroscopy

Employing 180 pg/ml of peptide, the absorbance was measured
every 1 nm using a Perkin Elmer UV/Vis Lambda 2S spectropho-
tometer scanning from 200 to 240 nm. Peptide spectra were cor-
rected by subtracting the corresponding control spectra obtained
under identical conditions. Additionally, the B-structure was char-
acterized with ThT fluorescence assay. Fluorescence emission spec-
tra were registered at 25 °C from 470 to 540 nm with an excitation
wavelength of 450 nm. A scan velocity of 60 nm/min using an Olis
DM45 spectrofluorimeter was used. The concentrations of ThT and
peptides were 10 M and 36 pM, respectively.

2.4. Preparation of micelles formed by phosphatidylcholine/
cholesteryl-esters

Lipids were mixed in chloroform and dried for 6 h under a gen-
tle stream of N, and an additional period of 24 h in a SpeedVac
concentrator (Savant). Lipid mixtures were prepared with a molar
ratio of PC 2 mM and cholesteryl-ester 100 pM (20:1). After drying,
lipids were resuspended in pH 6.8 buffer and subsequently soni-
cated 15 s on/30 s off pulses for 4 cycles of 10 min in an ice bath
under a flow of N, using a Sonifier 250 ultrasonicator (Branson).
Samples were left to equilibrate for 2h and centrifuged at
13,000 rpm for 10 min before being used.

2.5. Preparation of micelles formed by lyso-C;,PC, LPA and PA

The required amounts of lyso-C;,PC dissolved in chloroform
were placed under a gentle stream of N, for 4 h, complete solvent
free treatment was achieved by an additional 22 h in a vacuum
equipment. Samples were resuspended in a phosphate buffer pH
6.8 at 37 °C (50 mM). Samples were kept 2 h at 25 °C and subse-
quently centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 12 °C.

LPA samples in chloroform were placed under a gentle flow of
N, for 6 h, and additional 12 h in vacuum equipment. The samples
were hydrated in phosphate buffer and afterwards processed
through 4 cycles of freezing in liquid N,, and thawing at 37 °C.
Solutions were left to equilibrate for 2h and centrifuged at
13,000 rpm for 10 min. Under the same experimental conditions,
PA vesicles were prepared with an additional step of sonication
for 4 cycles of 10 min.

2.6. Preparation of micelles by phospholipids and LPA

PC and LPA were mixed in chloroform and dried for 6 h under a
gentle stream of N, with an additional treatment using a SpeedVac
concentrator 22 h in vacuum. Lipid mixtures were prepared with a
molar ratio of PC 3.06 mM and LPA 0.92 mM. After drying, lipid
mixture was resuspended in pH 6.8 buffer and subsequently soni-
cated for 4 cycles. Samples were left to equilibrate for 2 h and cen-
trifuged at 13,000rpm for 10 min. Employing the same
methodology, micelles consisting of DPPC/LPA and PE/LPA were
prepared. Under a ratio of POPC 75% and POPG 25%, negatively
charged micelles were prepared with the addition of LPA.
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2.7. Electron microscopy

Peptide samples incubated under different conditions were pro-
cessed employing a negative staining technique and visualized
using transmission electron microscopy (NS-TEM). Samples
(10 ul) were placed on carbon-coated copper grids (400 mesh)
for 10 min at 25 °C. Excessive liquid was removed and the grids
were negatively stained with uranyl acetate solution (2%, w/v)
for 5 min. Samples were dried for 20 min. NS-TEM images were ac-
quired using a JEM-1200EX11 JEOL microscope at 70 kV with a
magnification of 60,000x.

3. Results and discussion

Previous studies from our laboratory have shown that peptide
helix-Z shows the formation of a B-type secondary structure
dependent on pH and peptide concentration [5]. Conditions such
as ionic strength did not modify the content of B-structure, and
only temperatures above 70 °C promote a decrease in the percent-
age of this type of secondary structure [5]. In this study we evalu-
ated the effect of several lipid arrangements upon helix-Z structure
at pH 7.2 under physiological conditions. Specifically, we con-
ducted a series of experiments by changing regional characteristics
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of lipid such as: polar head size, acyl chain length, electrostatic
charge and degree of solvation, all of them able to modify the sec-
ondary structure of helix-Z.

Treatment with increasing incubation concentrations of lyso-
C12PC (0.01-40 mM) showed that lipid concentrations below
5mM allow helix-Z to maintain a B-sheet conformation when
monitored by CD (Fig. 2A). Incubation with 1 mM lyso-C;,PC, a
concentration close to the critical micelle concentration (0.9 mM)
for this lipid, increased values that correspond to a B-structure
(Fig. 2A and B). Under this condition, interactions of helix-Z and
lyso-C1,PC in an aqueous environment must have taken place in
a dynamic equilibrium between lipid monomers as well as formed
micelles. In this regard, it has been reported that molecules with a
similar structure to lyso-C;,PC trigger the aggregation phenome-
non in amyloidogenic proteins at concentrations equivalent to
those used in this study [16]. In our hands, concentrations of
lyso-C1,PC close to 10 mM induced a transition point between
B-sheet structures and the formation of a-helical structures. This
change was followed by evaluating the CD characteristics for a
B-sheet conformation at 201 nm (®201nm) (Fig. 2B). This phenom-
enon was also studied following changes in peptide bond absor-
bance at 218 nm (Fig. 2C) and by fluorescence coupled to ThT
(Fig. 2D). Under treatment with lyso-C;,PC (10 mM)), fibrillar struc-
tures were still identified in smaller quantities but more extended
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Fig. 2. Effect of lysophosphatidylcholine upon the structure of helix-Z. (A) CD spectra obtained under treatment with increasing concentrations of lyso-C;,PC. (B) Mean molar
ellipticity values at 201 nm. (C) Under the same conditions, absorbance at 218 nm, (D) fluorescence coupled to ThT at 482 nm. Native peptide was used as control. (E) Amyloid
fibrils formed by helix-Z. (F) Helix-Z incubated with lyso-C;,PC vesicles (10 mM). Bars correspond to 100 nm.
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with respect to helix-Z samples not incubated with lipid (Fig. 2E
and F). At higher concentrations of lyso-C;,PC (20 and 40 mM),
although a residual signal for B-structures was detected following
peptide bond absorbance and fluorescence coupled to ThT, CD
measurements showed the formation of well-defined o-helix
structures.

In another series of experiments, considering that the hydropho-
bic characteristics of the surrounding microenvironment are key
conditions that favor structural changes in specific domains of lipid
binding proteins, we evaluated several lipid molecules with struc-
tures similar to lyso-C;,PC. Using a concentration range between
0.1 and 10 mM LPA, a lipid with a small polar head close to the acyl
chain, a series of experiments were carried out and the conforma-
tional changes from B-structures to o-helices studied. Spectra ob-
tained showed an isodichroic point near to 215 nm associated
with the presence of only two conformational states (Fig. 3A).

CD experiments show that this B to o transition was also iden-
tified by plotting the signal at @,01nm, Where it was found that
incubation with concentrations of LPA above 1 mM induces a dras-
tic decrease in CD values associated with the loss of B-structure
(Fig. 3B). In parallel, conformational changes were followed record-
ing absorbance of peptide bonds at 218 nm (Fig. 3C) and by
measurements of fluorescence coupled to ThT (Fig. 3D).
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The present data indicate that LPA induces a well-defined struc-
tural transition in secondary structure from B-sheet towards an
o-helix at concentrations above its cmc. In fact, after treatment
with 2.5 mM LPA, ThT fluorescence was suppressed (Fig. 3D insert),
indicating a complete loss of B-structure content. Fibrillar struc-
tures were not found in LPA samples analyzed below 10 mM and
processed through NS-TEM (Fig. 3F). Our results suggest that con-
formational changes in secondary structure dependent of LPA are
associated with a cooperative process, where helix-Z recovers the
levels of an o-helical structure similar to what it is found when
the native peptide is studied (Supplementary Fig. 1). However, this
might not be considered a general phenomenon for lipids with a
free hydroxyl groups at the polar head. At the highest lyso-C;,PC
concentrations (20 and 40 mM), the fluorescence signal coupled
to ThT was not completely abolished; therefore, incubation with
lyso-C;,PC is associated with a partial transition towards the for-
mation of a-helices.

Polar head size and the presence of a free hydroxyl group in po-
sition sn2 of the glycerol backbone, properties that should modify
the degree of solvation at the surface of interfaces [7], should play a
key role in the mechanisms that modulate lipid-dependent amy-
loid fibril formation [7,9]. In this case, the hydrophilic components
of phospholipids such as a free hydroxyl group in LPA, may affect
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Fig. 3. Lysophosphatidic acid prevents the formation of amyloid fibrils by helix-Z. (A) CD spectra of helix-Z incubated with increasing concentrations of LPA. (B) Mean molar
ellipticity values at 201 nm. (C) Absorbance values at 218 nm. (D) ThT-fluorescence at 482 nm. The native peptide was used as control. The insert shows the emission spectra
of helix-Z at different concentrations of LPA. (E) Amyloid fibrils formed by helix-Z. (F) Effect of LPA treatment in the formation of fibrils. Four samples were processed on
different days. Bars correspond to 100 nm.
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the position and the array of the hydrophobic assemblies in rela-
tion to the interface [17]. We tested this possibility by treatment
with increasing concentrations of PA, a lipid molecule with two
acyl chains associated to the glycerol backbone, conditions that
should not favor the conformational change from B-sheet struc-
tures to an o-helix. Employing spectroscopic techniques, this thesis
was corroborated using a concentration range of 0.1-5 mM PA,
when a B-sheet structure was maintained and the property to form
amyloid fibrils was observed when peptide helix-Z was studied
(Supplementary Fig. 2).

Considering that the electrostatic charge on lipid surfaces is a
factor that could modulate the secondary structure of helix-Z, we
studied the effect of a series of phospholipids mixed with LPA
(76%/24%) (Fig. 4). Peptide treatment with micelles formed with
POPC/POPG and LPA does not modify the profile of the B-secondary
structure evaluated by CD and ThT fluorescence (Fig. 4A and B).
This condition is maintained throughout the concentration range
of 0.1-2.4 mM of these mixtures, showing micelle formation at
the highest concentrations (data not shown).

When helix-Z was incubated with neutral vesicles composed of
POPC (1.23 mM) and LPA (0.37 mM), CD spectra and fluorescence
emission values were similar to the control values without the
addition of lipids (Fig. 4A and B). A similar response was obtained
when neutral micelles formed by phosphatidylcholine (PC) were
studied, a condition in which the formation of well-defined
amyloid fibrils is maintained (Fig. 4C and D). Since an extended
incubation time (24 h) was used, the presence of oligomeric struc-
tures was reduced [5]. However, in these samples it was possible to
identify amyloid fibrils located at the surface of lipid micelles
(Fig. 4D insert), a condition that suggests there might be interac-
tions at the surface of micelles without the presence of a structural
change in helix-Z.

Treatment with increasing concentrations of lipids contained in
mixtures composed of PC/cholesteryl-esters extensively used in a
previous work employing CETP [18], did not modulate the struc-
tural changes described above for LPA and lyso-C;,PC and only a
slight decrease in B-structure content was recorded (data not
shown).
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Under the same conditions, incubation with neutral micelles
formed by DPPC and LPA maintains a B-sheet conformation in
helix-Z. Nevertheless, in this case an increase in the fluorescence
spectrum of ThT was registered, condition that is related to the
presence of high concentrations of fibrils shown by samples pro-
cessed for NS-TEM. Several characteristics related to the morphol-
ogy of these fibrils showing a highly heterogeneous pattern, were
registered (Fig. 4E).

Treatment with micelles composed of phosphatidylethanol-
amine (PE) and LPA presenting a positive charge at their surface
and a small polar head group, induced a moderate decrease in
the content of B-structures of helix-Z (Fig. 4A and B). Likewise,
lower amounts of amyloid fibrils were recorded with respect to
previous lipid treatments (Fig. 4F). Under our experimental condi-
tions, at neutral pH helix-Z maintains a net negative charge (—1), in
such a way that these results could be associated with a low elec-
trostatic binding capacity at the surface of positive charged vesi-
cles. Interestingly, when helix-X, the native C-terminus domain
of CETP in a disordered state was evaluated in the presence of
PE/LPA vesicles, the highest levels of a-helix are promoted (Supple-
mentary Fig. 3).

A hydrophobic cluster at the C-terminus domain of CETP
467 LVNFLQ*"3 originated by mutation D47oN shares similar charac-
teristics with the hydrophobic structural motifs for steric zippers,
which have been described to integrate the molecular structure
of amyloid fibrils [19,20]. In this sense, mutation D470N minimizes
the electrostatic repulsion between peptide monomers, promoting
the formation of hydrogen bonds in the backbone and triggering
B-sheet and fibril formation in helix-Z [5]. These phenomena are
restricted to the C-terminus end (residues 465-476), since peptide
sequences that corresponds to “°DFGFPEHL*®’, do not show
B-sheet formation, and even in the presence of lipids the peptide
remains in a disordered state (data not shown).

The inhibition of fibril formation and stabilization of an o-
helical structure in helix-Z seem to be directly associated with
the specific physicochemical properties of LPA. The presence of a
free hydroxyl group and a small polar head group may facilitate
the molecular recognition for helix-Z, allowing the interaction of
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Fig. 4. Effect of lipid electrostatic charge upon the structure of helix-Z. (A) CD spectra of helix-Z incubated with lipid micelles of different composition. (B) Emission spectra
of ThT-fluorescence. NS-TEM of helix-Z without lipid treatment (C), and with micelles composed of PC/LPA (D), DPPC/LPA (E) and PE/LPA (F). Bars correspond to 200 nm.
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monomeric peptides at the surface of micelles. Therefore, nucle-
ation and stacking of peptides, phenomena that lead to aggregation
and ultimately to fibril formation are suppressed. In this sense, it
has been reported that the stability of native folding is primarily
determined by hydrophobic interactions between side chains,
whereas the stability of amyloid fibrils is more dependent on back-
bone intermolecular hydrogen bonding interactions [21].

On the other hand, a large group of events occurring at the
surface of lipids are influenced by hydrogen bonding networks
[22], in such a way that binding of lipid/helix-Z at the surface of
micelles or lipoproteins may involve the release of highly ordered
water molecules located at the first layers of hydration, with the
consequent reorganization of hydrogen bonds and hydrophobic
interactions. Hence, conformational changes and modulation of
secondary structure of peptides requires key conditions associated
to the microenvironment, being key components the degree of
solvation and the size of the polar head of lipids. In conclusion,
our results suggest a regulatory role for LPA by modulating the
mechanisms that maintain the C-terminus domain of CETP in a
functional conformation directly associated to the presence of an
a-helical structure for this segment.
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VII. Capitulo en libro conmemorativo de la ANM: “Nuevos Péptidos y
Proteinas con la Capacidad de Union a Lipopolisacaridos como Potenciales

Agentes Terapéuticos contra el Choque Séptico”
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VII. Capitulo en libro conmemorativo de la ANM: “Nuevos Péptidos y
Proteinas con la Capacidad de Union a Lipopolisacaridos como Potenciales

Agentes Terapéuticos contra el Choque Séptico”

En la parte final del doctorado se tuvo participacion en el capitulo “Nuevos
Péptidos y Proteinas con la Capacidad de Unién a Lipopolisacaridos como Potenciales
Agentes Terapéuticos contra el Choque Séptico” que aparecera en el libro
conmemorativo de los 150 afios de la fundacion de la Academia Nacional de Medicina

de México. Unicamente se presenta el resumen del trabajo.
Resumen

El sistema inmune innato al proveer un rapido y efectivo sistema de defensa
altamente regulado contra infecciones microbianas, bajo ciertas condiciones puede
llevar a cabo una respuesta exacerbada, la cual a su vez puede representar un riesgo
para la homeostasis del organismo. Se ha descrito que a traves de una serie de eventos
responsables de la transicion de sepsis a choque séptico, tanto la activacion celular de
monocitos, macrofagos y neutréfilos, asi como la aparicion de una gran cantidad de
moléculas provenientes de las células bacterianas en circulacion, son importantes en
esta transicion. Particularmente, uno de los factores primarios que desencadenan las
condiciones adversas en el choque séptico son los LPS, lipidos que forman parte de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas. En este sentido, la literatura
especializada muestra a un grupo de proteinas y péptidos con caracteristicas cationicas
que presentan afinidad por la superficie microbiana cargada negativamente y por lo
tanto por los LPS, que a su vez se han utilizado como moléculas amortiguadoras o
bloqueadoras de la accion toxica de estos lipidos sobre la membrana plasmatica de

diversos tipos celulares del torrente circulatorio al igual que de la pared vascular.

En nuestro laboratorio, desde hace ya algunos afios, se descubri6 la isoforma
CETPI, la cual no presenta la capacidad de transferir lipidos entre lipoproteinas.
Estudios experimentales recientes sugieren que esta proteina en busca de funcién puede
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estar relacionada con la union a los LPS. A traves del disefio y uso de péptidos
derivados de un nuevo dominio clave situado en el extremo C-terminal de CETPI,
hemos documentado la presencia de una funcion bloqueadora del efecto citotdxico
inducido por los LPS. Independientemente de los estudios que han realizado grupos de
trabajo internacionales con diversos péptidos y proteinas en el blogueo de los LPS,
estos tratamientos no han sido completamente efectivos. Con el descubrimiento de esta
nueva potencial funcion fisiologica para CETPI, se abre una nueva posibilidad para
ampliar nuestros estudios basicos, al disefio especifico de péptidos derivados de su

dominio C-terminal y la extensién a la experimentacion in vivo.

El presente capitulo revisa el estado del arte en el uso de proteinas y péptidos
que presentan la capacidad de interaccionar con los LPS y su potencial uso en el control

del choque séptico.
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VII1. Publicacion: Lipopolysaccharide-binding function determined by the

C-terminus domain of CETPI. Garcia-Gonzalez V, Gutiérrez-Quintanar N,
Mas-Oliva J (2014). En revision.

En este apartado se presentan solamente las paginas iniciales del
manuscrito.
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The C-terminus Domain of CETPI Defines its Function as a New Plasma

Lipopolysaccharide-Binding Protein.

Victor Garcia-Gonzéalez, Nadia Gutiérrez-Quintanar & Jaime Mas-Oliva*
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México. 04510
México, D.F. México.

*Correspondence should be addressed to J.M-O (jmas@ifc.unam.mx).

Abstract

The isoform cholesteryl-ester transfer protein (CETPI) expressed only in the small
intestine and present in plasma was described by our group previously, but there was no
evidence about its function and its plausible physiological importance. The canonical
protein CETP, promotes the transfer of neutral lipids between lipoproteins and the critical
site for its function is situated at the C-terminus domain structured as an amphiphatic a-
helix. Notwithstanding, CETPI does not have the key a-helix structure at the C-terminus
domain, and instead a new sequence with a high content in prolines and positively charged
residues are contained, characteristics that promote a disordered secondary structure, which
iIs not modulated by lipid environment. Considering that CETPI expression in small
intestine cell cultures responds to a lipopolysaccharide (LPS) stimuli, we hypothesized that
CETPI potential function is associated with binding to LPS. Through the use of peptides
derived from the C-terminus domain we characterized the LPS binding properties, function
that is determined by surface electrostatic interactions, covering a range of several LPS
serotypes. Furthermore, peptide interactions at the lipid A site promote a rearrangement on

LPS conformation. Specifically, the treatment with a peptide derived from the last 18
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residues, named VSAK, protects against cytotoxic effects induced by LPS on macrophages,
by means of the blocking of LPS interaction on the cell surface, condition that reduces the
expression of pro-inflammatory cytokines and the oxidative stress phenomenon. Indeed, in
a rabbit septic shock model, the administration of peptide VSAK demonstrated to have a
protective role of LPS effects in circulation. Taking into account the natural CETPI
expression, the use of C-terminus domain could represent an optimal therapeutic strategy
for septic shock treatment.

Author Summary

Non-technical summary
In the first person voice
Present the significance or possible implications of your work simply and objectively

The goal is make your finding accessible to a wide audience

Introduction

CETPI has been demonstrated to be only expressed in the small intestine and it is
present in plasma under basal conditions [1]. Unlike CETP, CETPI does not present exon
16 and 54 bases contained in intron 15 form part of the new mRNA replacing the 24 C-
terminus residues present in CETP with a sequence of 18 residues with a high content of
prolines and positively charged amino acids [1].

Based on phylogenetic studies, a family of proteins denominated PLUNC (palate, lung,
and nasal epithelium clone) has been described, including proteins associated to
immunomodulation, as well as lipid transport and LPS binding. Members of this family
include proteins such as CETP, BPI (bactericidal/permeability-increasing protein) and LBP

(lipopolysaccharide binding protein) [2].
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Although BPI and LBP share the most important structural elements and show high
tridimensional structure similarities with CETP, they only present respectively a 19 and a
21 % homology in primary structure. In this respect, it is interesting to point out that in
terms of primary structure, CETP and CETPI show an exact amino acid sequence with the
only exception of 18 residues at their C-terminus region and therefore showing a 98 %
homology [1]. Given the presence of LBP and BPI in human plasma associated to a LPS
binding activity, the present study exploring the C-terminus domain of CETPI, investigates
the potential ability of the newly described protein to bind LPS, as well as its potential
interaction with the cell membrane of bacteria and modulation of LPS-induced cellular
oxidative stress.

An essential component of the outer membrane in Gram-negative bacteria are LPS,
phosphorylated glycolipids unique to each bacterial species. In general, LPS consist of four
components: lipid A, the inner core, the outer core and the O-antigen. However, most of the
variations found between LPS reside on lipid A, the hydrophobic lipid moiety that anchors
LPS to the outer leaflet membrane of bacteria. Lipid A is also considered an important
element, since it represents the toxic moiety of these molecules [3]. In the bloodstream,
when lipid A is exposed, the immune response is activated and a series of cytokine
mediators of inflammation released into circulation. In this regard, LPS-mediated
dysregulation of the innate immune response following an infection, could result in an
exacerbated systemic inflammation, leading to hemodynamic pathogenesis and metabolic
derangement that could trigger the development of septic shock [4,5].

During an infection event and therefore the establishment of an inflammatory condition,
it has been reported that the main function of CETP in the reverse cholesterol transport

system mobilizing cholesteryl-esters from high density lipoproteins (HDL) to very low
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density lipoproteins (VLDL) rich in triglycerides, is decreased. This phenomenon also
conditions a lower synthesis of hepatic CETP mRNA [6,7]. Moreover, it has been shown
that low serum HDL concentrations might be considered a risk factor in the initiation of
septic shock, an even associated to an increased mortality [8]. Since a high HDL serum
concentration and their capacity to bind LPS has been taken as a protective factor against
sepsis [8], the LPS inhibitory action upon CETP in plasma might have the consequence to
displace the equilibrium towards an adequate formation of HDL particles. The optimal
formation of HDL particles would neutralize LPS and effectively direct these particles to
the liver. Taking into consideration this mechanism together with the LPS binding activity
of LBP and BPI, our study places CETPI as a new molecule involved in the neutralization
of deleterious effects of LPS in circulation.

Through experimentation with chemically synthesized peptides derived from the C-
terminus domain of CETPI, we demonstrate that LPS binding properties of the protein
reside on this region. Moreover, based on these results and the tridimensional structure
similarities between CETPI and other LPS binding proteins, we demonstrate that the new
protein discovered in our laboratory shows improved physicochemical characteristics
associated to LPS binding in comparison to the rest of members of the PLUNC family.
CETPI is overexpressed in small intestine cell cultures in the presence of LPS and based
upon in vivo experimentation employing experimental animals with septic shock, the
efficacy of the administration of peptide VSAK derived from the C-terminus domain of

CETPI demonstrated to block LPS actions in circulation.



IX. Solicitud de patente: Péptidos derivados del dominio C-terminal de
CETPI como moleculas bloqueadoras del efecto citotoxico inducido por

lipopolisacaridos en septicemia y choque séptico
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IX. Solicitud de patente: Péptidos derivados del dominio C-terminal de
CETPI como moléculas blogueadoras del efecto citotoxico inducido por

lipopolisacaridos en septicemia y choque séptico

De manera paralela al trabajo académico realizado durante los estudios del
doctorado, se realizo la redaccion de la patente: “Uso de péptidos derivados del dominio
C-terminal de CETPI como moléculas blogueadoras del efecto citotdxico inducido por
lipopolisacaridos”. Cabe sefialar que la parte fundamental de esta invencion se deriva
del trabajo académico, y como estrategia se eligié someter la patente ante el IMPI, para
posteriormente realizar el envio para la revision y publicacion del articulo
“Lipopolysaccharide-binding function determined to the C-terminus domain of
CETPT”.

La presente invencion se relaciona con el disefio y uso de péptidos derivados del
dominio C-terminal de CETPI como moléculas bloqueadoras del efecto citotdxico
inducido por lipopolisacéaridos, para formular un medicamento para el tratamiento de la

septicemia y choque séptico causado por bacterias Gram-negativas.

La presente invencion divulga un péptido usado como molécula para el
tratamiento del choque septico, asi como un sistema para la identificacion y
cuantificacion de la proteina CETPI basado en la técnica de ELISA. El péptido SEQ ID
NO: 3 (tltimos 18 residuos) ha mostrado condiciones de proteccion contra efectos
citotoxicos asociados con el choque séptico en el modelo celular de macréfagos, sin
presentar toxicidad por su tratamiento en varios modelos experimentales. La proteccion
del péptido SEQ ID NO: 3 esté relacionada con la unién especifica a lipidos del tipo de
los LPS. El péptido SEQ ID NO: 3 puede interaccionar con varios serotipos de LPS,
como se indica en varias figuras del documento, y por medio de la unién podria impedir
la interaccion de los LPS a sus receptores blanco que desencadenan la respuesta
inflamatoria. De manera que el péptido SEQ ID NO: 3 puede mantener en una forma

inactiva a los LPS.
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A través de la experimentacion en conejos se ha evidenciado un papel protector
de la SEQ ID NO: 3. Si bien muchos trabajos se han enfocado en el uso de péptidos
para neutralizar los efectos de los LPS, es frecuente encontrar que en las investigaciones
realizadas por otros grupos se requieren de altos indices de molaridad LPS/péptido,
ocasionando que su uso sea restringido debido a la citotoxicidad intrinseca generada por
los péptidos en concentraciones altas. En nuestro protocolo experimental, los mejores
resultados fueron obtenidos con una relacién 1-200 (LPS-SEQ ID NO: 3), equivalente a
una dosis unica de SEQ ID NO: 3 (60 ug/kg). Esta dosis representa una condicion
intermedia, y de forma importante la administracion de la SEQ ID NO: 3 no origin6
ningun efecto adverso. Actualmente, el texto se encuentra en tramite en la UNAM para

su ingreso al IMPI.
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El abajo firmante pide que la presente solicitud
internacional sea tramitada con arreglo al Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes.

Recuadro N°1 TiTULO DE LA INVENCION
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Abstract The structure of apolipoprotein A-I (apoA-I),
the major protein of HDL, has been extensively studied in
past years. Nevertheless, its corresponding three-dimen-
sional structure has been difficult to obtain due to the fre-
quent conformational changes observed depending on the
microenvironment. Although the function of each helical
segment of this protein remains unclear, it has been
observed that the apoA-I amino (N) and carboxy-end
(C) domains are directly involved in receptor-recognition,
processes that determine the diameter for HDL particles. In
addition, it has been observed that the high structural
plasticity of these segments might be related to several
amyloidogenic processes. In this work, we studied a series
of peptides derived from the N- and C-terminal domains
representing the most hydrophobic segments of apoA-I.
Measurements carried out using circular dichroism in all
tested peptides evidenced that the lipid environment pro-
motes the formation of o-helical structures, whereas an
aqueous environment facilitates a strong tendency to adopt
B-sheet/disordered conformations. Electron microscopy
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observations showed the formation of amyloid-like struc-
tures similar to those found in other well-defined amyloi-
dogenic proteins. Interestingly, when the apoA-I peptides
were incubated under conditions that promote stable
globular structures, two of the peptides studied were
cytotoxic to microglia and mouse macrophage cells. Our
findings provide an insight into the physicochemical
properties of key segments contained in apoA-I which may
be implicated in disorder-to-order transitions that in turn
maintain the delicate equilibrium between both, native and
abnormal conformations, and therefore control its propen-
sity to become involved in pathological processes.

Keywords Apolipoprotein A-I - Amyloidogenic
peptides - Disorder-to-order transitions

Introduction

Apolipoprotein A-I (apoA-I) is considered the major
component of high-density lipoproteins (HDL) and plays a
key role in reverse cholesterol transport, a process that
removes excess cholesterol from the cell membranes of
peripheral tissues and, therefore, works as a protection
mechanism against the development of atherosclerosis [1].

Natively unfolded proteins, such as apoA-I [2], have
recently garnered significant interest and led to coin the
term unfoldome [3]. Disordered domains in natively
unfolded proteins have been associated with protein and
lipid transport, transcriptional regulation [4], and a large
number of diseases including amyloidosis, cancer, diabe-
tes, and neurodegenerative disorders [5]. Nuclear magnetic
resonance (NMR) and electron paramagnetic resonance
(EPR) have demonstrated that the amino (N) and carboxy-
end (C) segment of lipid-free apoA-I present variable
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secondary structures and, therefore, considerable plasticity
[6-11].

Several HDL models that go from a discoidal to a
spherical shape have suggested that the exposed N- and
C-terminal domains of apoA-I interact with lipids [12—-15],
and shown that the presence of cholesterol and phos-
pholipids determines whether the apoA-I structure is
present in an open or closed conformation [6]. The highly
hydrophobic C-terminal domain anchors apoA-I to
membranes [16], whereas both the N- and C-terminal
domains have been shown to play roles in receptor-
dependent binding and lipid remodeling of discoidal HDL
particles. Antibody binding and cross-linking studies have
shown that the apoA-I N- and C-terminal domains interact
with the scavenger receptor Bl (SRB1), responsible for
the transfer of free cholesterol and cholesteryl-esters to
the liver [17, 18]. On the other hand, we have recently
shown that several a-helical peptides derived from the N-
and C-terminal domains of apoA-I are able to activate the
plasma enzyme lecithin cholesterol acyltransferase
(LCAT) [19]. While several a-helical structures of apoA-I
and their interactions with proteins and lipids have been
widely studied, other protein structural features of apoA-I,
such as [-sheets, have not been systematically investi-
gated. From the few studies performed, site-directed spin-
labeling electron paramagnetic resonance spectroscopy
(SDSL-EPR) has revealed the presence of a short B seg-
ment at both the N- and the C-terminal regions of the
lipid-free form of apoA-I [7, 20].

Although several of the conformational transitions in
apoA-I are prone to be dependent on their microenviron-
ment, little is known related to its capacity to acquire,
depending on this microenvironment, a secondary structure
susceptible to aggregation, such as globular forms and
B-sheets.

The most hydrophobic and disordered segments of the
N- and C-end regions of apoA-I were identified through in
silico analysis performed for the complete apoA-I
sequence. The physicochemical analysis included proper-
ties such as hydrophobic moment, charge, average hydro-
phobicity associated to steric zippers, theoretical average
velocity of aggregation, and possible patterns including
residues promoting membrane interactions, self-assem-
bling and aggregation. According to these data, we studied
the structural features of short peptides derived between N-
and C-terminal domains of apoA-I. We identified several
apoA-I modules that promote self-assembly and aggrega-
tion, and found that the positions of specific key aromatic
residues may affect lipid binding. Our results shed light on
the mechanisms that regulate localized conformational
transitions that in turn might affect the way apoA-I inter-
acts with HDL particles.
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Materials and methods
Peptide synthesis and sample preparation

Three peptides were synthesized (purity > 98 %) based on
the sequence and functional information reported: apoA-I
[9-24]/D°-RVKDLATVYVDVLKD?* (abbreviated in the
present study as DRV©2%), apoA-I[45—63]/K45—
LLDNWDSVTSTFSKLREQ®® (abbreviated in the present
study as KLL®™¥) and apoA-I[221-239]/V**'-LES
FKVSFLSALEEYTKK?* (abbreviated in the present
study as VLES®?'"2*?) (GenScript Corporation Piscata-
way, NJ). Lyophilized peptides were dissolved at 1 mg/mL
and diluted to a final concentration of 200 pg/mL in
ultrapure water (18.2 MQ-cm, pH 6.8), in the presence of
20 mM 1-lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine
(Lyso-C,PC, CAS RN: 20559-18-6) or 40 % 2,2,2-tri-
fluoroethanol (TFE, CAS RN: 75-89-8). Protein concen-
trations were determined measuring absorbance at 280 nm.

In silico analysis

The primary structure of apoA-I was placed into multiple
algorithms to predict disorder-susceptible regions, hydro-
phobic clusters and aggregation-prone regions. The
PONDR-FIT algorithm, a meta-predictor that joins the
results of six programs (PONDR-VLXT, PONDR-VSL2,
PONDR-VL3, FoldIndex, IUPred, and TopIDP) and forms
an artificial consensus from these results, was used to
predict conformational disorder [21]. Hydrophobic seg-
ments were predicted using the hydrophobic cluster ana-
lysis (HCA) server [22]. Regions prone to form amyloid
fibrils and globular structures were predicted using the
Zyggregator server [23]. Zyggregator uses an algorithm
that considers patterns of hydrophobicity, as well as the
polar and aromatic amino acid content of amyloidogenic
proteins. The prediction of the aggregation rate was cal-
culated using the equation of Dubay et al. [24], considering
several factors that influence aggregation, such as pH, ionic
force, the presence of specific amino acid sequences, net
charge, and total hydrophobicity.

Circular dichroism spectroscopy

Far-ultraviolet (UV) circular dichroism (CD) spectra were
recorded on an Aviv 62DS spectropolarimeter in a 0.1 cm
quartz cell using an average time of 2.5 s and a step size of
0.5 nm over a wavelength range of 190-260 nm. Sample
concentration was determined before each CD measure-
ment and following baseline correction, ellipticity was
converted to mean molar ellipticity (®, deg cm?® dmol™").
Secondary structure content was calculated at 190-260 nm
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observed using transmission electron microscopy (TEM)
with a JEM-1200EX11 JEOL microscope (70 kV) and
atomic force microscopy (AFM) performed with an AFM
Digital Instruments/Veeco. Peptide solutions for TEM
were deposited on carbon-coated transmission electron
microscopy grids and stained with 2 % uranyl acetate.
Aliquots of peptide solutions in water were deposited onto
freshly cleaved mica, dried under laminar flow for 5 min,
and visualized by AFM. Images were obtained using a
Multimode microscope (Digital Instruments/Veeco) and a
Nano Scope IIla (Digital Instruments/Veeco) control sys-
tem. Images (5.0 x 5.0 um) were obtained in contact
mode at a scan frequency of 2 Hz using silicon nitride
(SizN4) AFM tips.

Viability assays and optical microscopy

RAW (mouse macrophage, ATCC CRL-2467) and EOC
cells (mouse microglia, ATCC TIB-71) were grown as
previously described by us [26]. Macrophage and microg-
lial cells were placed into 96-well plates at a density of
1 x 10* cells/well (100 pL/well) and incubated for 24 h at
37 °C. Serial dilutions of aged peptide solutions (120 days
at 4 °C) were prepared in Opti-MEM reduced-serum
medium (OptiMEM) without phenol red. Incubations were
performed for 20 h, and cell viability estimated by mea-
suring the cellular reduction of MTT (3-(4, 5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,  5-diphenyltetrazolium  bromide) as
previously described by us [26]. Cell images were observed
by optical microscopy at 40 x magnification, processed and
stored as TIF using an Olympus IX71 microscope and the
Image-Pro 3DS 6.0 software.

Results

In silico analysis of apoA-I and apoA-I-derived
peptides

Using the PONDR-FIT algorithm, four disorder-prone
regions (amino acids 1-13, 112-154, 204-210, 233-243)
were identified in apoA-I (Fig. 1a). The disorder propensity
graph shows that segments corresponding to peptides
DRV®2 and VLES®?'2* present a higher tendency
toward an unstructured conformation than the highly

1 25 50 75 100 125 150 175 200 225
Sequence

— Zagg Propensity
— Ztox Propensity

Propensity

Sequence

Fig. 1 Disorder and aggregation predictions for apoA-I. a The
disorder profiles were created with PONDR-FIT and the hydrophobic
clusters predicted using the HCA server. Propensities to disorder for
DRV®?? and VLES®?*'"2% overlapped with the apoA-I disorder
profile. b Aggregation profiles of apoA-I were obtained using
Zyggregator and prediction of propensity to generate amyloid fibrils
and globular structures using Zagg propensity and Ztox propensity
respectively

ordered segment KLL“%%. Nevertheless, when individual
peptide sequences rather than the entire protein sequence
were analyzed, we observed that peptide KLL“ ™% pre-
sented the highest tendency to become disordered
(Fig. 1a). Using the HCA server, three highly hydrophobic
segments (amino acids 13-22, 45-49, 216-232) were
predicted that precisely correspond to DRV®?Y,
KLL*%¥ and VLES®*'"2*? (Fig. 1a). In addition, Zyg-
gregator identified several native apoA-I sites with the
propensity to form amyloid fibrils and globular structures
(amino acids 15-20, 50-57, and 224-230). These sites also
correspond to peptides DRVE2Y KLL“  and
VLES®*'"* (Fig. 1b). The theoretical prediction for
aggregation rates (Zag propensity) indicates that peptide
VLES®?'™ could form amyloid-like aggregates faster
than the other peptides tested (Table 1).

Circular dichroism

Peptides DRV©®2Y KLL“™ and VLES®*'"**” placed
in water were monitored by far-UV CD at 24 h intervals
(Fig. 2a—c) in the presence of 20 mM Lyso-C,PC
(cmc = 0.9 mM) or 40 % TFE (Fig. 2d—f). The percent-
ages for the different secondary structural modules for
these peptides were calculated employing the CDNN
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Table 1 Physicochemical properties of peptides DRV®~2%, KLL“5%, and VLES®#?!~2*%

VLES (221-239)

Peptide DRV (9-24) KLL (45-63)
Amino acid BRVKBLATVYVEVLKE K.LBNwBSVTSTFSK.REQ
sequence”
Average charge -1 0
Average —0.116 —0.151
hydrophobicity
(kcal/mol)
Hydrophobic 0.490 0.280
moment pH
(kcal/mol)
Steric zipper” 0.675 0.218
hydrophobicity
(kcal/mol)
Zag propensity —4.3 —4.5
log K(s™h
ArOmatiC(X)and L] L] .....X.... L] ....X......X. L] LN
positive polar I I I I I I
(P) amino acids
position into the
peptide sequence
Globular structure Yes Yes
formation
Fibril formation Yes No
Cytotoxicity Medium Poor

VLESFKVSFLSALEEYTKK

0
0.118
0.390

0.664

3.2

ooooXIoox.oooooXo-

Yes

Yes
High

* amino acids: positive (blue), negative (red), polar uncharged (green), aromatic (yellow)

° The steric zipper is underlined

Fig. 2 Far?UV CD spectra of 30 oh 720 14ah 3 30] DRVEH 4 o
apoA-I derived peptides. a—c ——24h 96h ——168h - z
= ——a8h — — -DRVE?) 4 TFE 40%
Spectra of peptide DRV, 15 48h 120h 192h 154 (2 |
KLL“%% and VLES®*?' ¥ N —DRV* 9+ Lyso-C, P 20mM
incubated for various times in (BN \C 0 J/\ -
water. d—f CD spectra of - \
peptides DRV©®2Y KLL#6), 15y prv®®s 1 o Al 154 = D
and VLES®*'"2% incubated for ' - z 2 g T T
. > — — S 30
24 h in 40 % TFE and 20 mM g el 2 — KL 4 H0
T - ) °
Lyso-C,PC e 15 —48h e 18] — KLL“S3) 4 TRE 40% ]
3 S — KLL¥®) 4 Lyso-C, P 20mM
g b
= o-v : 0
o © W
% -15 (45-63) < -15] ]
= KLL+H,0 B x E
304 —0h —72h 30 (221-239)
oah o6k —VLES +H,0
- —48h 154 -VLES®' 2% 4 TFE 40% ]
\ —VLES®9 4 1yso.C P 20mM
°‘§E 0 X/
15 (221-239) 4 -154 1
VLES +H,0 c F
200 220 240 2 200 220 240 260

program (Table 2). CD spectra of peptides dissolved in
water presented a single minimum around 200 nm at the 0
timepoint, indicating primarily the presence of disordered
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Wavelength (nm)

structures. The CD spectra deconvolution of DRV
KLL“™%% and VLES®?*'"2* in water displayed a mixture
of a-helix, B-sheet, and disordered structures (Table 2). In

Wavelength (nm)

(9-24)
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Table 2 Secondary structure content of apoA-I derived peptides in water and in the presence of hydrophobic molecules

Sample Incubation time (h) PEPTIDES
DRV©-24 KLL“5-63 VLES®21-239)
% o % B % rc % o % B % 1C % o % B % rc
H,O 0 6.6 353 384 45 38.2 354 8.5 46.0 28.6
24 7.0 34.1 38.2 5.0 36.9 353 10.5 47.8 27.0
48 7.3 323 384 5.1 36.4 352 11.1 452 27.7
72 9.7 27.7 372 42 395 352 10.3 50.2 26.2
96 11.2 26.9 36.4 4.0 41.2 352 10.3 46.0 27.6
120 12.7 22.0 36.8
144 13.1 22.0 36.5
168 16.8 19.8 347
192 17.6 18.4 34.5
TFE 40 % 24 472 0.6 26.7 26.3 19.4 28.0 39.5 2.7 25.0
Lyso-C;,PC 20 mM 24 26.8 3.9 46.3 242 13.4 28.0 34.0 5.9 26.0

TFE (2,2,2-Trifluoroethanol), Lyso-C,PC (1-lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine). « (a-helix), 8 (B-sheet), rc (random coil). Sec-
ondary structure percentages were estimated using the circular dichroism neural network (CDNN) based software

the presence of Lyso-C,PC and TFE, the three peptides
showed a clear minimum at 208 and 222 nm and a maxi-
mum at 195 nm, characteristic of an o-helix (Fig. 2d-f).
Lyso-C;,PC strongly promoted the recovery of secondary
structure from a disordered conformation with all peptides
tested. Optimal recoveries occurred with peptide
VLES(221*239), whereas the weakest one was shown by
peptide KLL“%® (Fig. 2d-f).

Peptide aggregates observed by TEM and AFM

Since an increase in [-sheet structures suggests the
potential formation of amyloid-like fibrils, peptide samples
were analyzed by TEM (Fig. 3) and AFM (Fig. 3 insets).
This figure shows the different configurations that peptides
VLES®*'"2?  (Fig. 3a—f), DRV®?? (Fig. 3g-1) and
KLL“™% (Fig. 3 m-r) display over time. Peptide
VLES®?'™% at 0 h revealed protofibrillar structures
(arrows, Fig. 3a) that longitudinally grow after 24 h incu-
bation (Fig. 3b). After 48, 72, and 96 h incubation
(Fig. 3c—e), fibrillar or globular structures did not show any
modification. However, after 120 days incubation, peptide
VLES®?'"2) shows the formation of globular structures
that significantly increased in size (Fig. 3f). Peptide
DRV®~2% displayed a mixture of oligomers and proto-
fibrillar intermediaries at the start of the experiment
(Fig. 3g), whereas at 24 h incubation, we observed long
fibrillar structures (Fig. 3h). After 48 and 72 h incubation,
lateral aggregation of fibrils generated wider structures
(Fig. 3i,j). At 96 h incubation, thick bundles of fibrillar
structures were found with no additional changes in size
seen after 120 days incubation (Fig. 3k,1). In contrast, no

fibrillar aggregates were seen during the incubation of
KLL“5%% peptide over time (Fig. 3m-r).

MTT cell viability assay and optical microscopy

As previously reported by us employing the B-amyloid
peptide, cytotoxic effects of aggregates formed by
DRV(9*24), KLL*% and VLES®?'"2 were evaluated
on macrophage and microglial cells [27], following the
reduction of MTT as an indirect indicator of cellular oxi-
dative stress [28]. DRV®¥, KLL*%» and VLES®**'**”
peptides were incubated for 120 days prior to viability
testing. When macrophages were exposed to increasing
concentrations of the three tested peptides, cell viability
was only slightly decreased in the case of VLES®?'23%),
with no dependence on peptide concentration (Fig. 4A).
For the viability experiment performed with microglial
cells, the peptide concentration range was expanded to
93 pg/mL and a clear loss of cell viability was observed
(Fig. 4B). Optical microscopy images shown in Fig. 4Ad
and 4Bd depict clear morphological changes in both cell
types treated with peptide VLES*?'"*_ At the highest
concentration tested, vacuolization was registered in mac-
rophages employing 46 pg VLES/mL and with 93 g
VLES/mL for microglial cells. Modest cytotoxic effects
were observed with both peptides DRV®* (Fig. 4Ab,
Bb) and KLL® 69 (Fig. 4Ac, Bc). From these series of
cell viability experiments in correlation to peptide aggre-
gates shown by TEM and AFM, it becomes clear that
VLES®2!723 with the presence of small protofilaments
associated to oligomers corresponds to the most toxic form
of the peptide.
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Fig. 3 TEM and AFM micrographs of peptides DRV®?Y  (C I 0), 72h (D, J, P), 92 h (E, K, Q), and 120 days (F, L, R).
KLL®*%®_ and VLES**'"***, Evolution of peptide aggregation in Arrows (A) show protofibrillar structures. Insets correspond to AFM
water was evaluated by electron and atomic force microscopies on images of samples used in CD experiments and the scale correspond
peptides VLES®?'"39 (A_F), DRV (G-L), and KLL*** (M—R).  to 1 pm

Incubation times correspond to: O h (A, G, M), 24 h (B, H, N), 48 h
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Discussion

In 1950, Karush [29] proposed that protein—ligand inter-
actions stabilized the best-fitting members within an
assembly of structures in equilibrium. Since then, numer-
ous studies have demonstrated that disorder and flexibility
in protein structure are important features in the under-
standing of protein function. In the case of apolipoproteins
such as apoA-I, apoC-II, and apoE, it has been found that
they correspond to intrinsically disordered proteins. As a
consequence of their structural flexibility, the X-ray crystal
structure of the C-terminal apoA-I has shown its propensity
to destabilization as well as to be able to adopt different
conformations when associated to lipids or in a lipid-free
state [30, 31]. The crystal structure of lipid-free apoA-I
demonstrated that although it contains a largely helical
four-segment bundle [31], when in solution, this segment
adopts a molten globule conformation with its N- terminal
domain completely disordered [7].

When apolipoproteins are exposed to air/water and lipid/
water interfaces, evident disorder-to-order conformational
transitions take place that might have an important impact
upon HDL function [32-34]. In this sense, we have pre-
viously shown that conformational transitions observed
with a series of apoA-I derived peptides stabilize and
improve the enzymatic activity of LCAT [19].

In order to predict which segments of apoA-I could
present the greater propensity to develop disorder-to-order
transitions, using the PONDR-FIT server, we have studied

three segments that bind to lipids and acquire a helical
conformation that might contribute to the stabilization of
lipid-protein interaction. Within each of the disordered N-
and C-terminal domains, small segments of hydrophobic B-
sheet structure are exposed and, therefore, proposed to
interact with lipids [7, 20]. Our analysis using the HCA
server revealed three highly hydrophobic clusters within
the helical structure of apoA-I, being the longest one found
at the C-terminal domain. This result supports our previous
reports and also suggests that lipid-free apoA-I first binds
membrane lipids or surface lipids of lipoproteins through
the C-terminal fragment. The presence of nonpolar core
residues in the protein may be related with this phenome-
non, which does not occur when proteins have an inade-
quate number of hydrophobic residues.

Peptides studied in this investigation have the particular
feature of having a good balance between charge and
hydrophobicity that allows them to stay “suspended” as
globular structures and due to hydrophobic interactions bound
together with the potential to generate fibrillar structures.
While peptide DRV©®* having a charge of —1 presents the
ability to easily generate amyloid-like fibers as previously
reported by us [27], peptide VLES**'~2*? with no charge at
physiological pH, only form thin protofibrils. Peptide
KLL“>%% also presenting a net charge of 0 at physiological
pH, shows a low efficiency for intermolecular interactions
and, therefore, a low propensity for the generation of fibrils.

Peptides and proteins capable of generating amyloid
fibers present common hydrophobic structural blocks
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called “steric zippers” [35]. Interestingly, DRV®2% in
addition to presenting the highest pH, also contains a
“steric zipper” with the highest average hydrophobicity
value when compared to peptides KLL“™®® and
VLES®2!7239 " Although peptide KLL*™® is the most
polar of the three peptides tested, it also contains a “steric
zipper” showing weaker hydrophobic characteristics than
those present in peptides DRV®2% and VLES®?!'=%),
This characteristic indicates the absence of an adequate
nucleation center that might self-assemble and, therefore,
the difficulty to generate fibrillar structures. CD spectra
deconvolution for peptides DRV®2% and VLES?*!~2%
suspended in water, showed over time a moderate increase
in o-helix content despite microscopy evidence of fibril
formation (Table 2). CD spectra deconvolution for peptide
KLL“%9 suggests that the formation of B-sheet structures
alone is insufficient to induce protein aggregation and fibril
formation. On the other hand, the use of the software
Zyggregator predicted that propensity for amyloid-like
fibril formation was similar for peptides DRV,
KLL“™¥ and VLES**'"**? (Fig. 2b).

We recognize three elemental features in peptides
DRV®2? and VLES®*'"%? that lead to protein aggrega-
tion. In the first place, peptides present a steric zipper
characteristic of amyloidogenic proteins in the form of
tandems of hydrophobic and nonpolar amino acids
(Table 1). Second, the presence of aromatic amino acids, in
particular phenylalanine, is related with self-assembly of
amyloid fibrils. Finally, we observed a size uniformity of
the steric zipper and adjacent regions, a property related to
protein—protein interactions that drive amyloid-like for-
mation. The existence of unstructured segments at the N-
and C-terminal domains of apoA-I makes the protein sus-
ceptible to enzymatic hydrolysis [36], phenomenon that
increases the probability for the generation of highly
hydrophobic autoimmune structures that in turn might
induce an inflammatory response [33, 37, 38] promoting
the generation of nucleation centers important in the for-
mation of amyloid-like fibrils (Fig. 5) [39-42]. In addition,
under proteolytic conditions, it has been observed that
apoA-I/HDL releases peptides from its terminal domains
showing the same properties as when they are in a lipid
medium [43, 44]. During our viability assays, peptide
VLES@'23 and to a lesser extent DRV(9*24’, the two
peptides that generate fibers, have the ability to promote
cytotoxicity. VLES®?'"% also presents the property to
alter the cell membrane as observed by optical microscopy
(Fig. 4Bd). Conducting an analysis of peptide sequence
motifs capable of interacting with membranes or phos-
pholipidic surfaces [45, 46], it is observed that peptide
DRV®2¥ presents amino acids with a net positive charge
(lysine and arginine) and aromatic amino acids. Interest-
ingly, peptide KLL“"® showing a lysine residue at the
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N- terminal, two aromatic amino acids, and several non-
polar residues resembling the phospholipid polar head
might promote the formation of “peptide micelles” [47]. It
has been established that electrostatic interactions between
positive residues located at the protein and the presence of
negatively charged phospholipids, are the dominant forces
that promote adsorption of the protein onto the membrane
surface [48]. On the other hand, nonpolar interactions
between hydrophobic segments of the protein and the
presence of lipid hydrophobic chains, lead to the insertion
of the protein into the membrane interface [45]. In our
hands, incubation of cells in a medium containing
VLES®?'" showing an o-helical structure when asso-
ciated to lipid molecules, seems to be the conformation that
mostly damage cells [40, 49]. From the images seen with
TEM and AFM, it can be concluded that the presence of
VLES®*'"% in the form of small protofilaments and
oligomers corresponds to structural forms associated to a
high degree of cytotoxicity.

Based on the conformational transitions and cytotoxicity
associated to the apoA-I derived peptides used in this work,
we suggest that transitions leading to an o-helix formation
in this protein at the hydrophilic/hydrophobic interface of
membranes can be considered a key feature to explain cell
toxicity.

Our study puts into perspective the fact that highly
hydrophobic segments of apoA-I present the ability to
develop secondary structure disorder-to-order transitions
depending on the molecules to which it is associated. The
association of these highly hydrophobic segments to spe-
cific types of lipid molecules could shift the equilibrium
toward the consolidation of a-helical segments that would
apparently warranty the normal function of the protein. In
contrast, if these segments follow protein—protein interac-
tions or are kept in highly hydrophilic environments, the
possibility for the generation of localized pro-aggregation
structures might disrupt the normal function of apoA-I.

The dynamic structure exhibited by apoA-I basically
supported by intrinsically disordered exposed segments that
undergo disorder-to-order and order-to-disorder conforma-
tional transitions might also explain the exchangeability
properties shown by this family of apolipoproteins. When
the protein is located in a highly hydrophilic media with its
lateral segments exposed, these segments mostly show a
disordered conformation and the permanence of the protein
in plasma maintained. Nevertheless, when these segments
start to get associated to lipid, there is a shift toward orga-
nized secondary conformational structures mostly a-helical
structures that in a continuum tend to change the equilib-
rium, toward the formation and consolidation of lipid loaded
particles that eventually give rise to the generation of HDL.

For many years, protein function had resided in the fact
that well-ordered structures mostly through rigid
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Fig. 5 ApoA-I aggregation properties. Lipid-poor apoA-I interacts
with the ABCA1 receptor and produce discoidal structures following
a process still under active investigation. Discoidal particles are
transformed into spherical HDLs by the action of the LCAT enzyme
[39]. Only the spherical forms of HDL can interact with the SRB1
receptor. Modified apoA-I can not interact properly with the ABCA1
receptor forming smaller abnormal discoidal HDLs [40]. A direct

tridimensional blocks were fundamental for understanding
the way proteins work. Nevertheless, nowadays this con-
cept has been surpassed when recognition has been made to
phylogenetically advanced organisms that develop function
through and important number of intrinsically disordered
proteins and the concept of structural disorder, as a new
form of secondary structure of proteins conceived. In this
sense, an important number of diseases that in the past had
been difficult to understand, during the present days they
start to find an explanation in the anomalous folding of
proteins [50]. Without a doubt, we can say that, in the near
future many diseases with poorly understood origins not
only will find a molecular explanation based on this phe-
nomenon, but also in the way intrinsically disordered
regions of proteins are modulated.
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consequence of this condition is the exposure of highly unstructured
apoA-I segments prone to enzymatic hydrolysis [41]. Peptides
released by proteolysis might form amyloidogenic structures that
can be organized first as micelle-like peptides that can evolve to form
globular or protofibrillar structures depending on their residue
composition [42, 47]. Modified from [33]
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