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Los segmentos de genes del dominio variable de inmunoglobulinas (VL) 

presentan distintas tendencias a asociarse en la Amiloidosis de Cadenas 

Ligeras (AL). Existe una notable diferencia en cuanto a la aparición de estos VL 

en los casos de AL, ya que un grupo pequeño de ellos son muy frecuentes y 

dan lugar a la mayoría de las cadenas ligeras amiloidogénicas compiladas en 

las bases de datos de secuencias, mientras que otras son raramente 

encontradas. Para analizar en qué medida estas tendencias dependen de la 

estabilidad de plegado y de la propensión a la agregación de la proteína VL de 

línea germinal, caracterizamos las proteínas VL que codifican para cuatro 

segmentos de genes de línea germinal asociados a AL y uno no asociado a AL. 

Encontramos que las proteínas de línea germinal rVL asociadas a AL, difieren 

ampliamente en la estabilidad conformacional y en la propensión a la 

agregación amiloide in vitro. Mientras que in vitro la cinética de formación 

amiloide de estas proteínas se correlaciona bien con sus estabilidades de 

plegado, la estabilidad de plegado no correlaciona claramente con las 

frecuencias de su línea germinal en AL. Nosotros concluimos que la asociación 

de los segmentos de genes VL de la amiloidosis no está determinada 

únicamente por la estabilidad de plegado y la propensión a la agregación de la 

proteína VL de línea germinal. Otros factores, como las frecuencias de 

mutaciones desestabilizadoras y la susceptibilidad a la proteólisis, deben 

desempeñar un papel determinante en la amiloidogenicidad de las cadenas 

ligeras. 

RESUMEN 
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Variable domain (VL) gene segments exhibit variable tendencies to be 

associated with light chain amyloidosis (AL). While few of them are very 

frequent in AL and give rise to most of the amyloidogenic light chains compiled 

at the sequence databases, other are rarely found among the AL cases. To 

analyze to which extent these tendencies depend on folding stability and 

aggregation propensity of the germline VL protein, we characterized VL proteins 

encoded by four AL-associated germline gene segments and one not 

associated to AL. We found that the AL-associated germline rVL proteins differ 

widely in conformational stability and propensity to in vitro amyloid aggregation. 

While in vitro the amyloid formation kinetics of these proteins correlate well with 

their folding stabilities, the folding stability does not clearly correlate with their 

germline’s frequencies in AL. We conclude that the association of the VLgenes 

segments to amyloidosis is not determined solely by the folding stability and 

aggregation propensity of the germline VL protein. Other factors, such as the 

frequencies of destabilizing mutations and susceptibility to proteolysis, must 

play a role in determining the light chain amyloidogenicity. 

 

 

 

ABSTRACT 
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Las amiloidosis son un grupo de enfermedades que tienen en común la 

deposición extracelular patológica de fibras insolubles en varios tejidos y 

órganos. Las fibras tienen una conformación característica en su núcleo de 

hebra plegada que produce birrefringencia verde-manzana bajo luz 

polarizada cuando se tiñe con rojo Congo. La característica más sobresaliente 

que comparten todos los tipos de amiloidosis es un plegamiento anormal de 

una proteína que normalmente es soluble [1]. Los glicosaminoglicanos (GAG), 

predominantemente el heparan-sulfato y dermatan-sulfato, son el segundo 

componente mayor de los depósitos amiloides. Estos componentes se unen 

fuertemente, pero no covalentemente a las fibras amiloides. El componente 

amiloide P (AP) es una glicoproteína de estructura no fibrilar que se encuentra 

en menor cantidad con respecto a los glicosaminoglicanos, pero es parte 

importante de los depósitos amiloides.  

El componente amiloide P (AP) es un derivado del componente amiloide 

sérico P (SAP) que pertenece al grupo de proteínas de fase aguda, el cual se 

une reversiblemente a todos los tipos de fibras amiloides [2].  

La unión de estos componentes a la fibra amiloide  promueve la formación 

y extensión de fibra confiriéndole una gran estabilidad a ésta en el tejido 

blanco, haciéndola resistente a la proteólisis [1, 3]. La disfunción de los 

órganos, principalmente riñón, corazón e hígado, resulta de la alteración de la 

INTRODUCCIÓN 
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arquitectura del tejido por los depósitos amiloides. Sin embargo, existe 

evidencia que indica que las proteínas precursoras amiloidogénicas o los 

agregados precursores de la fibra tienen efectos citotóxicos directos sobre el 

órgano blanco que también contribuyen a la aparición de las manifestaciones 

de la enfermedad [4]. 

 

Clasificación 

Existen varias proteínas que son capaces de formar fibras amiloides y los tipos 

de amiloidosis son clasificados en base a la proteína amiloidogénica así como 

por la distribución de los depósitos amiloides, ya sea sistémica o localizada [5], 

en la Tabla 1 se pueden observar los tipos más frecuentes de amiloidosis.  

Los depósitos amiloides están compuestos por fibras de proteína y las 

subunidades peptídicas difieren en los distintos tipos de amiloidosis. La 

enfermedad de Alzheimer es la más común y típica representante de las 

formas localizadas de amiloidosis con depósitos de proteína- encontrados en 

el cerebro, mientras que las formas sistémicas de amiloidosis pueden afectar a 

múltiples tejidos.  

En las amiloidosis sistémicas, la proteína amiloidogénica es producida en 

un sitio distante al sitio donde ocurre la deposición amiloide. En contraste, las 

amiloidosis localizadas, la proteína amiloidogénica es producida en el sitio 

donde se lleva a cabo la deposición amiloide [6]. 
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Tabla 1. Tipos más frecuentes de amiloidosis, modificada de [7]. 

Proteína 

Amiloide 

Precursor Localizada (L) o 

Sistémica (S) 

Síndrome u órganos 

involucrados  

A 
 

Precursor de la proteína A L Enfermedad de Alzheimer 
Angiopatia cerebral amiloide 
(Variante Holandesa) 

APrP Proteína prión L Encefalopatias 
espongiformes 

ABri 
 

Proteína ABri 
 

L 
 

Demencia Familiar 
(Variante Británica)  

ACys 
 

Cistatina C 
 

L (S) 
 

Angiopatia cerebral amiloide 
(Variante Islandesa) 

AM 
 

-Macroglobulina S Asociada a diálisis 

AL 
 

Cadenas ligeras de 
inmunoglobulinas 

S Amiloidosis Primaria 
(Asociada a Mieloma) 

AA 
 

Precursor sérico del amiloide A 
 

S (L) 
 

Amiloidosis Secundaria 
(Reactiva) 

ATTR 
 

Transtirretina 
 

S 
 

Polineuropatia amiloide 
familiar 
 

AApoAI 
 

Apolipoproteína AI S 
 
L 

Familiar (riñón, hígado, 
corazón) 
Aorta 
 

AApoAII Apolipoproteína AII 
 

S Familiar (riñón, corazón) 
 

AGel 
 

Gelsolina 
 

S Familiar (Variante 
Finlandesa) 
 

ALys 
 

Lisozima 
 

S Familiar (riñón, hígado, 
bazo) 
 

AIAPP 
 

Polipéptido amiloide insular 
Cadena del fibrinógeno 

L Islotes de Langerhans 
(diabetes mellitas, 
insulinomoas) 

 
 

Estructura de las fibras amiloides 

El núcleo de los depósitos amiloides es de origen proteico, pero además 

incluye especies asociadas llamadas moléculas accesorias, entre las que se 

encuentran iones metálicos (Zn2+ y Cu2+), glicosaminoglicanos, glicoproteínas 

como el compuesto sérico P amiloide y la apolipoproteina E, así como 
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componentes de matriz extracelular como colágena, heparan sulfato y el 

proteoglicano perlecam [8]. Estudios in vitro han demostrados que dichas 

moléculas pueden promover la fibrilogénesis de algunos precursores amiloides, 

estabilizar las fibrillas o aumentar la toxicidad amiloide. Sin embargo, su papel 

in vivo no se conoce bien [9]. A pesar de la diversidad de estructural de los 

precursores amiloidogénicos, los agregados fibrilares comparten características 

morfológicas, tintoriales y espectroscópicas.  

Bajo microscopía electrónica, las fibrillas aparecen como manojos de 

fibrillas rígidas, no ramificadas con una longitud variable entre 100 y 1600 nm y 

un diámetro entre 7.5 y 10 nm dependiendo de su origen químico. Constan de 

un número variable de protofilamentos (generalmente dos a seis), de 2 a 5 nm 

de diámetro que se asocian de manera helicoidal, para formar fibrillas 

trenzadas (Figura 1.1a). Las fibrillas tienen la capacidad de unir ciertos 

colorantes específicos, como la Tioflavina T (ThT), lo que resulta en una 

emisión de fluorescencia, o el rojo Congo o Sirius, que se caracteriza por una 

birrefringencia color verde manzana bajo luz polarizada; aunque la 

especificidad de la birrefringencia resultante ha sido cuestionada recientemente 

[10-14].  
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Figura 1. Fibras amiloides vistas bajo microscopía electrónica; en particular, la ausencia 
de ramificaciones (tomada de Arnold, 2008) (a). Patrón de refracción de rayos X, 
característico de las fibras amiloides correspondiente al patrón  cruzado. (b) La reflexión 
meridional a 4.7Å corresponde a las repeticiones entre hebras, mientras que la reflexión 
ecuatorial a 10 Å resulta del apilamiento entre hojas (ver figura 1.2) modificado de [Fowler 
et al., 2007]. 

 

Asimismo, presentan un patrón de difracción de rayos X característico 

(Figura 1.1b), correspondiente a un patrón  cruzado, en el cuál las hojas  

extendidas que forman las fibrillas se orientan paralelamente al eje longitudinal 

de la fibrilla, mientras que las hebras  que forman las hojas se orientan 

perpendicularmente al eje de la fibra [15] (Figura 1.2a). Esta organización 

sugiere la presencia de interacciones hidrofóbicas o polares a lo largo del eje 

fibrilar (Figura 1.2b) [9]. 

Amiloidosis Primaria AL 

La amiloidosis de cadenas ligeras de inmunoglobulinas o mejor conocida como 

amiloidosis AL es el tipo más común de amiloidosis sistémica y se encuentra 

asociada con una discrasia de células plasmáticas [6] Aunque la amiloidosis AL 
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es vista como una rara enfermedad, su incidencia es similar a la del linfoma de 

Hodgkin’s o la leucemia mielogenosa crónica [16]. Se estima que afecta de 5 a 

12 personas por millón cada año, aunque los estudios de autopsia sugieren 

que la incidencia podría llegar a ser más alta [6, 17]. 

La proteína amiloidogénica en la amiloidosis AL es una cadena ligera de 

inmunoglobulina o un fragmento de ésta, que es producida por una población 

clonal de células plasmáticas en la médula ósea y que no pueden ser 

catabolizadas o que sufren un plegamiento anormal, por lo que las enzimas 

catabólicas son incapaces de fragmentar la proteína a los aminoácidos que la 

constituyen [18]. El porcentaje de células plasmáticas involucradas en este 

desorden es bajo, del 5 al 10% [19], aunque de 10 a 15% de los pacientes, la 

amiloidosis AL se encuentra asociada con mieloma múltiple [20]. 

Las cadenas ligeras tienen dos dominios: un dominio variable y otro 

constante. Dentro del dominio variable, las hebras- componen regiones 

estructurales conocidas como FRs, mientras que algunas de las asas forman 

parte de regiones que determinan la complementariedad conocidas como 

CDRs, las cuales son responsables de la unión con el antígeno. En condiciones 

normales dos cadenas ligeras de inmunoglobulinas forman un complejo con 

dos cadenas pesadas para así formar un heterotetrámero, que es secretado en 

la circulación sanguínea como una molécula de inmunoglobulina perfectamente 

ensamblada. Sin embargo, las cadenas ligeras pueden ser secretadas de 

forma libre como homodímeros, también conocidos como proteínas de Bence 

Jones [21]. En la Amiloidosis AL, ha sido reportado que la gran mayoría de los 
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pacientes con fibras amiloides depositadas en uno o varios órganos, están 

formadas por el dominio variable de inmunoglobulinas [22]. Por esta razón, 

varios reportes de cadenas ligeras amiloidogénicas incluyen el dominio variable 

y no el dominio constante. En la amiloidosis AL, las clonas de células 

plasmáticas expresan el isotipo  de cadenas ligeras con una mayor frecuencia 

que el isotipo , con un radio de 3:1, que contrasta con lo que sucede en la 

médula ósea normal, donde las células plasmáticas expresan en mayor 

proporción el isotipo  que el  [23]. 

Se ha observado que la presencia de ciertas líneas germinales y la 

hipermutación somática, que es un proceso requerido para la maduración de 

las inmunoglobulinas son dos eventos que juegan un papel importante para la 

aparición de esta enfermedad [24, 25]. De las más de setenta líneas 

germinales de cadenas ligeras de inmunoglobulinas, son cinco las que se han 

visto relacionadas con una mayor frecuencia en la Amiloidosis AL: 1-C, 2-

2a2, 3-r, 6 y 1-018. En los pacientes con la línea germinal 6 la gran 

mayoría de los depósitos amiloides se localizan en riñón. Asimismo, estos 

pacientes presentan amiloidosis cardiaca asintomática, poco daño a sistema 

nervioso y no presentan daño hepático, que les genera un mayor porcentaje de 

sobrevivencia después del trasplante de médula ósea, en contraste con los 

pacientes que presentan otras líneas germinales tales como 1-C, 2-2a2 y 3-

r, ya que estas últimas llegan a dañar otros órganos vitales como corazón e 

hígado [24, 26]. Las mutaciones en las proteínas AL tienen un efecto perjudicial 

sobre la estabilidad de la proteína, favoreciendo un plegamiento anormal. En 
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varios estudios in vitro se ha observado una relación entre la estabilidad de la 

proteína y el incremento de la formación de fibra [27, 28]  

Las mutaciones somáticas son el factor dependiente de la proteína que ha 

sido estudiado más y, por lo tanto, aquel cuya función se entiende mejor en la 

formación de agregados amiloides [2-8]. Por otra parte, varios estudios han 

proporcionado evidencias que sugieren una importante contribución del 

segmento de gen de dominio variable (VL) en el comportamiento 

amiloidogénico de las cadenas ligeras [17]. No todos los segmentos de genes 

de inmunoglobulinas están presentes en la Amiloidosis AL con la misma 

frecuencia,  se ha observado un predominio inexplicable de proteínas derivadas 

de ciertos segmentos de genes VL IGLV6-57 (6a), IGLV1-44 (1c), IGLV2-14 

(2a2), IGLV3-1 (3r) y IGKV1-33 (018) entre las proteínas AL reportadas en 

varios estudios [18-21]. Estos segmentos de genes, representan solamente 

alrededor del 7% del repertorio funcional de genes VL y [14], pero 

representan casi el 70% de las cadenas ligeras AL reportadas en la AL-Base 

[23]. Se ha sugerido que las cadenas ligeras derivadas de los segmentos de 

genes AL-asociados comparten ciertos factores estructurales que los hacen 

altamente propensos a la agregación amiloide [19]. Sin embargo, no está claro 

si estos factores son determinados por la secuencia de la línea germinal del 

segmento del gen VL, el efecto de las mutaciones somáticas deletéreas, o por 

una combinación de ambas. Por lo tanto, una estrategia utilizada para entender 

el impacto del segmento del gen VL en el comportamiento de agregación de 

una familia de cadena ligera en particular, es la caracterización de las 
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propiedades biofísicas y estructurales de la proteína VL una línea germinal en 

específico [24-26] 

Actualmente, solo un pequeño número de proteínas de línea germinal VL se 

ha caracterizado [24-26]. Dos de ellos son 6aJL2 y 018/08, que se codifican, 

respectivamente, por los segmentos de genes VL IGL V6-57 y IGKV1-33 [24, 

25]. IGL V6-57, el único miembro del subgrupo 6 VL, codifica alrededor del 

25% de las proteínas AL compilados en el AL-Base [27], lo que contrasta con 

su baja frecuencia (2%) de expresión en el repertorio normal en la médula ósea 

de células plasmáticas que expresan una cadena ligera  [21]. Cabe resaltar 

que prácticamente todas las cadenas ligeras monoclonales 6 identificadas 

hasta el momento se han encontrado en alguna forma de depósito amiloide [7, 

30, 29]. Esta observación ha llevado a asumir que las cadenas ligeras 6 son 

inherentemente amiloidogénicas [21, 28, 30]. Por otro lado, el segmento de gen 

VL IGKV 1-33 pertenece al subgrupo 1 VL, éste codifica cerca de 40% de las 

proteínas AL compilados en el AL-Base [23]. En comparación con la proteína 

018/08, 6aJL2 termodinámicamente es menos estable y, según los informes, 

parece ser más fibrilogénico [25, 31]. Sin embargo, se determinó que el 

comportamiento de agregación de estas proteínas se generó en condiciones 

experimentales no equivalentes, en estudios separados [25,31]. Para ampliar 

nuestra comprensión acerca de la relación entre el segmento del gen VL de 

línea germinal y la propensión de las cadenas ligeras para formar agregados 

amiloides, hemos caracterizado el plegamiento termodinámico y la 

fibrilogénesis in vitro de un conjunto de  proteínas VL recombinantes (r) que 
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codifican para los segmentos de genes de las líneas germinales IGL V6-57 

(6), IGL 1-44 (1), IGL 1-40 (1), IGL 2-14 (2) y IGKV1-33 (1). 
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 Las proteínas de las líneas germinales IGL V6-57 (6), IGL 1-44 (1), IGL 

1-40 (1), IGL 2-14 (2) y IGKV1-33 (1) contienen diferente potencial 

fibrilogénico. 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 Determinar la contribución de la estabilidad termodinámica de las proteínas VL 

al mecanismo de la agregación amiloide. 
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El hidrocloruro de guanidina (GdnHCl) UltraPure ™ y la urea se compraron de 

Invitrogen (Life Technologies Corporation., Carlsbad, CA). Isopropil-β-D-

tiogalactopiranósido (IPTG) libre de dioxano, se adquirió de Promega. 

(Madison, WI). La tioflavina T (ThT), ampicilina sódica, sulfato de kanamicina, 

sulfato de amonio de grado biología molecular y medio microbiano 2xYT se 

obtuvieron todos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Otros productos químicos 

utilizados para la preparación de soluciones y tampones fueron adquiridos de 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

Proteínas experimentales 

Se estudiaron seis diferentes proteínas VL, nombradas 1cJL2, 1eJL2, 2a2JL2, 

6aJL2-R25, 6aJL2-G25 y 018JK2. Las proteínas 1cJL2, 1eJL2, 2a2JL2, y 

018JK2 contienen la secuencia de su línea germinal respectiva, los segmentos 

de los genes VL IGLV1-44 (1c), IGLV1-40 (1e), IGLV2-14 (2a2), y IGKV1-33 

(018) se encuentran unidos en dirección 3 '→ 5' a la secuencia del segmento 

del gen de unión (JL) correspondiente. El segmento del gen JL es IGLJ2 para 

todas las proteínas de tipo  y IGKJ2 para la proteína 018JK2. Las proteínas 

6aJL2-R25 y 6aJL2-G25 fueron codificadas, respectivamente, por los dos 

alelos conocidos como IGLV6-57 (6a) locus, llamado IGLV6-57* 01 y * 02 

IGLV6-57* 02, que difieren en una Arg en la posición 25 para el primero, 

mientras que en el segundo difiere en una Gly en la misma posición [32]. Las 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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secuencias de las líneas germinales de los segmentos de genes VL 

mencionados anteriormente fueron tomadas de la base de datos de región 

variable del gen VBASE2 (http://www.vbase2.org/) [33]. 

Clonación de proteínas VHL derivadas de la línea germinal 

El fragmento de ADN 018JK2 flanqueado por sitios de restricción para SfiI y 

NotI, se sintetizó mediante PCR recursiva, como se describió anteriormente 

para la proteína 6aJL2, utilizando un conjunto de oligonucleótidos sintéticos de 

45-60 bases de largo [34]. Las construcciones de ADN que codifican para las 

proteínas 1cJL2, 1eJL2 y 2a2JL2 fueron generadas por una estrategia multi-

pasos. Las secuencias del repertorio VL policlonal de un individuo sano fueron 

amplificados por PCR convencional a partir de una biblioteca de cDNA obtenido 

a partir de células mononucleares de sangre periférica usando un conjunto de 

oligonucleótidos sintéticos VL de subgrupos específicos. Los productos de PCR 

fueron clonados en el plásmido pSyn1 y el fragmento de ADN recombinante 

secuenciado por electroforesis capilar en el Instituto Nacional de Medicina 

Genómica (INMEGEN). Las construcciones de ADN que contenían el inserto 

que mejor coincidió con las secuencias de VLs 1cJL2, 1eJL2, y 2a2JL2 se 

utilizaron como blancos en reacciones de mutagénesis sitio-dirigidas 

individuales basados en PCR para restaurar los residuos de la línea germinal 

en cada posición identificados como mutados. Los productos de la reacción de 

PCR fueron clonados en el plásmido pSyn1 y secuenciados, como se 

mencionó anteriormente. Las proteínas 6aJL2-R25 y 6aJL2-G25 se clonaron 

como se describe previamente [9]. Todos los oligonucleótidos utilizados en este 
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trabajo fueron adquiridos de IDT (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 

IA, EE.UU.) y sus secuencias están disponibles bajo petición. 

Purificación y expresión bacterial 

Las proteínas recombinantes se expresaron en células E. coli BL21 (DE3) 

cultivadas en medio 2xYT, que contenía 150 mg / ml de ampicilina sódica, 

como se describe previamente [9]. La etapa de purificación se realizó en una 

columna de filtración en gel Sephacryl HR S-100 HiPrep 26/60 (GE Healthcare 

Bio-Sciences AB), como se describió [9]. La identidad de las proteínas 

recombinantes fue corroborada por un análisis de espectrometría de masas 

(MALDI-TOF), mientras que su pureza se determinó por electroforesis en SDS-

PAGE, como se describió [9]. 

Desplegamiento inducido por el equilibrio químico 

La termodinámica del plegamiento nativo de las proteínas experimentales fue 

determinado por el desplegamiento reversible en equilibrio reversible en 

presencia de dos diferentes sales caotrópicas, hidrocloruro de guanidina 

(GdnHCl) y urea. En ambos experimentos, las muestras que contenían 50 g / 

ml (4,1 M) de proteína diluida en 20 mM de fosfato de sodio pH 7,5, se 

incubaron durante toda la noche a 25°C en concentraciones crecientes del 

desnaturalizante [9]. Los espectros de emisión de fluorescencia se registraron a 

25°C de 310 nm a 410 nm, excitando la muestra a 290 nm. Los parámetros 

termodinámicos fueron calculados por mínimos cuadrados no lineales de ajuste 

de los datos brutos de la intensidad de fluorescencia a la ecuación 1, 

suponiendo un modelo de dos estados entre el nativo (N) y desplegada (U): 
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donde yobs es la intensidad de fluorescencia medida, yN es la intensidad de 

fluorescencia de la proteína nativa, y yU es la intensidad de fluorescencia de la 

proteína desplegada. O2H
Gº  es la energía libre de desplegamiento en ausencia 

de desnaturalizante. D es la concentración desnaturalizante, m es el cambio de 

energía libre por mol de desnaturalizante. R y T son la constante de gas ideal y 

la temperatura absoluta, respectivamente. Las líneas de base de transición 

antes y después son descritas por las pendientes mN y mU respectivamente. La 

Cm, es la concentración de desnaturalizante cuando G = 0, se calcula por la 

ecuación 2. 

C𝑚 =
−∆𝐺𝐻2𝑂

𝑚
 

Ensayos de formación de fibras in vitro 

Los experimentos in vitro de fibrilogénesis consistieron en 1 ml de una dilución 

de proteína en PBS, pH 7.4 de 500 g/ml (41,5 M) con 0.05% de azida de 

sodio. Los experimentos se realizaron por triplicado, las muestras se colocaron 

en un tubo de 2 ml de microcentrífuga de polipropileno y se incubaron a 37ºC 

con agitación constante a 1.000 r.p.m. en un agitador orbital Thermomixer 

Comfort (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).  

La formación de fibra fue detectada por ensayos de tioflavina T (ThT) [35]. En 

tiempos predeterminados una alícuota (15 µl) fue retirada de cada muestra y se 

mezcló con 550 µl de una solución de ThT 20 mM en Tris-HCl 25 mM, pH 8.0. 



20 
 

La emisión de fluorescencia se registró de 460 nm a 510 nm, excitando la 

muestra a una longitud de onda de 450 nm. Los parámetros que describen la 

cinética de la formación de fibras se determinaron mediante el ajuste del 

cambio en función del tiempo en la fluorescencia de ThT con la ecuación 3. 

𝐹𝑇ℎ𝑇 =
𝐴

{1 + 𝑒[−𝐵(𝑡−𝑡𝑖)]}
 

donde FThT es la intensidad de fluorescencia de ThT, A es la intensidad de 

fluorescencia de ThT en la meseta posterior a la transición, ti es el punto medio 

de la región de transición, B es la tasa constante de crecimiento fibrilar y t es el 

tiempo. El tiempo de retraso (tlag) se calculó mediante la extrapolación de la 

región lineal de la fase hiperbólica al origen de la abscisa [36]. En paralelo al 

análisis de la fluorescencia de ThT, la fluorescencia intrínseca y la 

fluorescencia de ANS de las muestras ensayadas en el sistema B se 

determinaron, como se describe previamente [37]. Los análisis 

espectrofluorométricos se realizaron en un Espectrofluorómetro ISS PC1 de 

recuento de fotones (ISS, Inc., Champaign, IL) o en un Espectrofluorómetro 

Fluorolog 3 (HORIBA, Ltd., Kyoto, Japón). 

Ensayo de formación de semilla amiloide 

Semillas amiloides homólogas (fibras fragmentadas) se produjeron como se 

describe en [38]. En el caso de la proteína 018JK2, las semillas amiloides se 

producen a partir de fibras que se generaron en condiciones no nativas. Una 

solución 1 mg / ml de esta proteína, se diluyó en PBS a pH 7.4 y después se 

incubó a 60ºC durante 30 min en presencia de 10 mM de ditiotreitol (DTT). En 

tales condiciones, el enlace disulfuro altamente conservado en Cys23-Cys88 se 
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reduce y desestabiliza a la proteína. Posteriormente, la solución se agitó para 

promover la formación de fibras amiloide, como se demostró mediante el 

ensayo ThT. Se utilizó este enfoque porque la proteína 018JK2 no se agrega 

como fibras amiloides en condiciones nativas, al menos después de 50 horas 

de incubación. Los experimentos de formación de semilla amiloide se 

realizaron por duplicado y se prepararon mezclando 1,0 ml de una dilución 

proteína con 500 g / mL (41,5M) en PBS pH 7.4 más 0.05% w: w azida de 

sodio, que contenía 50 g / mL de semillas amiloides homólogas (4,1 M de 

monómeros).  Las muestras se colocaron en tubos de microcentrífuga de 

polipropileno de 2.0 mL y se incubaron a 37 ° C sin agitación. En un momento 

predeterminado, una alícuota (20 µl) de cada muestra fue retirada y se mezcló 

con 550 µl de una solución 20 M ThT en 25 mM Tris-HCl, pH 8.0. La emisión de 

fluorescencia se registró como se describe anteriormente. Al mismo tiempo, 

una segunda alícuota fue retirada de cada muestra, se centrifugó a 14.000 rpm 

durante 20 minutos a temperatura ambiente en una centrífuga de sobremesa y 

la absorbancia a 280 nm (A280) del sobrenadante se determinó en un 

NanoDrop (Thermo Fisher Científico). Entonces, la fracción de agregados (A. 

F.) de monómeros en cada momento específico se calculó mediante la 

ecuación 4. 

A.F. = 1-(t280/t0280) 

Donde t280 y t0280 son, respectivamente, la A280 del sobrenadante medido en 

un momento experimental específico y t = 0. 
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Comparación de las secuencias de las proteínas rVL de línea germinal 

La alineación de la secuencia de las seis proteínas se muestra en la Fig. 2. Las 

proteínas 6aJL2-R25 (6), 6aJL2-G25 (6), 1eJL2 (1) y 2a2JL2 (2) tienen 

111 residuos de longitud, mientras que 1cJL2 (1) es un residuo menos. La 

proteína 018JK2 (1), tiene 107 residuos, es la más corta de todas. Hay varias 

diferencias estructurales entre estas proteínas, incluyendo la longitud de las 

regiones FRs y CDRs, así como la posición de los residuos insertados (Fig. 2). 

El porcentaje de identidad de secuencia entre las proteína se presentan en la 

Tabla 2. La identidad de secuencia más alto (> 69%) es compartida por las 

proteínas que pertenecen a los subgrupos de VL 1 y 2, por otra parte, son 

64-66% idénticas a las proteínas 6. Como se puede esperar, la proteína 1 

018JK2 tiene la secuencia de identidad más bajo (<52%) con respecto a las 

otras.  

RESULTADOS 
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Figura 2. Alineación de secuencias múltiples de las proteínas rVL 6aJL2-R25, 6aJL2-
G25, 1cJL2, 1eJL2, 2a2JL2, y 018JK2, como se deduce de la secuencia del segmento 
de ADN recombinante que codifica la proteína en el constructo respectivo. El sistema 
de numeración, así como los marcos (FR) y regiones determinantes de la 
complementariedad (CDR) están de acuerdo con Kabat et al [40]. La diferencia en la 
posición 25 de las proteínas derivadas de los alelos del gen IGLV6-57 segmento se 
pone en relieve. 

 

Table 2. Porcentaje de identidad de secuencia entre las distintas proteínas estudiadas 

% de identidad de secuencia 

6aJL2-R25 100%           

6aJL2-G25 99.12% 100%         

1cJL2 66.66% 67.54% 100%       

1eJL2 65.78% 66.66% 84.21% 100%     

2a2JL2 64.91% 65.78% 69.29% 74.56% 100%   

018JK2 46.49% 46.49% 50.87% 51.75% 49.12% 100% 

 6aJL2-R25 6aJL2-G25 1cJL2 1eJL2 2a2JL2 018JK2 
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Estabilidad termodinámica del plegamiento nativo 

La Figura 3 muestra los gráficos de la fracción de proteína desplegada (FU) 

como una consecuencia de la concentración de los agentes desnaturalizantes, 

como urea y GdnHCl. En todos los casos, los datos se ajustaron a curvas con 

forma sigmoidal con una transición única que se explica bien con un modelo de 

dos estados. Esto es consistente con un desplegamiento cooperativo, en el que 

sólo los estados nativo y desplegado fueron formados de manera significativa. 

Los parámetros termodinámicos calculados ajustando los datos de 

fluorescencia intrínseca con la Ecuación 1 se muestran en la tabla 3. De 

acuerdo con la Cm de desplegamiento del GdnHCl, la proteína menos estable 

es 6aJL2-G25, seguido en orden ascendente por 6aJL2-R25, 2a2JL2, 1eJL2, 

1cJL2 y 018JK2. Se obtuvieron resultados similares de los valores de Cm con 

urea, siendo 6aJL2-G25 la proteína menos estable y 018JK2 y 1cJL2 las más 

estables (Tabla 3). Aunque la Cm de GdnHCl de 1cJL2 (2,1 M) es 50% mayor 

que la de 6aJL2-R25 (1,4 M), sus ΔGunf son muy similares (4,7  0,4 kcal / mol 

Vs 4,8  0,1 kcal / mol). Un contraste análogo se observa cuando se comparan 

los parámetros termodinámicos de ambas proteínas calculado por el 

desplegamiento con urea. Esto se explica por el valor-m de desnaturalizante 

bajo de las curvas de desplegamiento de la proteína 1cJL2 con ambos 

desnaturalizantes, GdnHCl (-2,2  0,2 kcal / mol M-1) y urea (-1,0 0,1 kcal / 

mol M-1) (Tabla I ), que son los más bajos, y significativamente distintos?? en 

comparación a los valores-m de las otras proteínas (Tabla 3). La divergencia en 

el valor-m de desnaturalizante se ha atribuido a diferencias en el área de la 
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superficie hidrófoba expuesta al disolvente una vez que las proteínas se 

despliegan o la presencia de productos intermedios en las vías de plegado / 

desplegado [41]. Por lo tanto, el valor-m de desnaturalizante bajo de 1cJL2, 

comparado con las otras proteínas, podría reflejar una estructura más 

compacta de su estado desplegado. Sin embargo, no se puede excluir que su 

ruta de desplegamiento presenta uno o más productos intermedios, en cuyo 

caso el ΔGunf calculado por ajuste de los datos experimentales en un modelo 

de dos estados es inexacto. Por otro lado, 1cJL2 es la única proteína que tiene 

un residuo de Trp adicional colocado en la posición 91 (Fig. 2). Se ha 

demostrado que las mutaciones hidrofóbicas a hidrofílicas en la superficie de 

las proteínas puede modificar el valor-m desnaturalizante en una magnitud que 

dependerá de la región en la que se coloque la mutación [42]. 

 

Figura 3. Curvas de equilibrio de desplegamiento de las proteínas rVL 6aJL2-R25 
(cuadrado negro), 6aJL2-G25 (círculo rojo), 1cJL2 (amarillo triángulo hacia abajo), 
1eJL2 (verde triángulo hacia la izquierda), 2a2JL2 (rosa triángulo hacia arriba), y 
018JK2 (triángulo azul hacia la derecha) inducida por A) urea y B) hidrocloruro de 
guanidina (GdnHCl). La fracción desplegada (FU) de cada proteína fue calculada a 
partir de los datos de fluorescencia intrínseca en función de la concentración de 
desnaturalizante. La línea continua representa el ajuste no lineal de los datos de la 
ecuación. 1. 
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Tabla 3. Parámetros que describen la termodinámica del plegamiento nativo de las 

proteínas rVLs determinados por equilibrio de despliegue con GdnHCl y urea. 

Proteína 

GdnHCl Urea 

GH2O 

(kcal/mol) 

-m 

(kcal mol-1 M-1) 

Cm 

(M) 

Gunf 

(kcal/mol) 

GH2O 

(kcal/mol) 

-m 

(kcal mol-1 M-1) 

Cm 

(M) 

Gunf 

(kcal/mol) 

6aJL2-G25 4.1 ± 0.1 3.9  0.1 1.0 - 4.3  0.2 1.8  0.1 2.4 - 

6aJL2-R25 4.8  0.1 3.4  0.1 1.4 1.6 4.8  0.1 1.3  0.0 3.5 2.0 

1cJL2 4.7  0.4 2.2  0.2 2.1 4.3 5.0  0.2 1.0  0.1 5.0 4.7 

1eJK2 5.3  0.3 3.2  0.2 1.6 2.3 5.3  0.2 1.3  0.1 4.1 3.1 

2a2JL2 5.3  0.4 3.5  0.2 1.5 2.0 5.8  0.4 1.5  0.1 3.9 2.7 

018JK2 7.7  0.6 3.6  0.3 2.2 4.7 5.8  0.1 1.5  0.1 4.0 2.9 

Gunf  es el cambio relativo de energía libre acumulada para 6aJL2-G25: Gunf  = (m6aL2-G25 x Cm
Prot) - (m6aL2-G25 x Cm

6aL2-G25) 

 

Fibrilogénesis in vitro  

La incubación de las seis proteínas a 37ºC con agitación orbital vigorosa de 

1000 r.p.m. condujo a la formación de agregados de cinco de ellas con 

capacidad de unión a ThT, aunque con claras diferencias en la cinética de 

agregación (Fig. 4A y la Tabla 4). La tlag de ambas proteínas 6, 6aJL2-G25 

(tlag = 3,3 h) y 6aJL2-R25 (tlag = 3.4h), fueron las menores, seguidas en orden 

ascendente por 2a2JL2 (5,5 h), 1eJL2 (16 h) y 1cJL2 (18,6 h). Según el ensayo 

de fluorescencia de ThT, la proteína 018JK2 no formó agregados amiloides 

después de cerca de 55 horas de incubación (Fig. 4A). También hubo 

diferencias entre las proteínas con respecto a la constante de velocidad (k) de 
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la reacción de polimerización, siendo la más alta y la más baja de ellas 6aJL2-

G25 (0,025 ± 0,003 min-1) y 1cJL2 (0,0015 ± 0,0001 min-1), lo que representa 

una diferencia de más de un orden de magnitud (Tabla 4).  

 

Figura 4. Cinética de fibrilogénesis in vitro de las proteínas rVL 6aJL2-R25 (cuadrado 
negro), 6aJL2-G25 (círculo rojo), 1cJL2 (triángulo amarillo hacia abajo), 1eJL2 
(triángulo verde hacia la izquierda), 2a2JL2 (triángulo rosa hacia arriba), y 018JK2 
(triángulo azul hacia la derecha). Todas las proteínas se ensayaron a 500 g / ml (41,5 
M) diluidas en PBS pH 7.4 y la incubación se realizó a 37ºC. En A), las muestras se 
incubaron con agitación constante de 1.000 r.p.m. en un agitador orbital. En B) se 
observa la cinética de la fibrilogénesis de las mismas proteínas representadas en A) 
desarrollado con semillas amiloides homólogas. C) Tiempo de la variación de la 
fracción agregada de las muestras del experimento representado en B). La fracción de 
agregados se realizó como se describe en Material y Método. 
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Tabla 4. Parámetros que describen la cinética de fibrilogénesis in vitro y siembra 

amiloide homóloga de las proteínas rVL de línea germinal. 

Proteína 

Fibrillogenesis 

 

Semillas Homólogas 

tlag 

(h) 

K 

(min-1) 

Fracción 

Agregada 

k 

(min-1) 

6aJL2-G25 3.3 0.025  0.003 0.88 0.0024 ± 0.0003 

6aJL2-R25 3.4 0.016  0.001 0.79 0.0016 ± 0.0001 

1cJL2 18.6 0.0015  0.0001 0.20 0.0002 ± 0.0001 

1eJK2 16.0 0.0028  0.0001 0.48 0.0016 ± 0.0002 

2a2JL2 5.5 0.0086  0.0009 0.62 0.0016 ± 0.0002 

018JK2 - - 0.14 - 

 

Ensayo de siembra amiloide 

El tiempo de agregación a partir de la fluorescencia de ThT y la fracción 

agregada, generada en los experimentos de siembra amiloide homóloga se 

muestran en la Fig. 4C. El valor de la fracción agregada determinada al final del 

experimento de siembra, así como la constante de velocidad (k) de la reacción 

de elongación, se muestran en la tabla 4. La co-incubación de las proteínas 

solubles con la respectiva semilla amiloide homóloga resultó en un perfil de la 

fibrilogénesis sin una tlag reconocible en cinco de ellos. La excepción fue la 

proteína 018JK2, cuyos perfiles de fluorescencia de ThT y la fracción agregada 

mostraron una tlag evidente de aproximadamente 7 horas (Fig. 4C). 
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La ausencia de tlag es coherente con la supresión de la fase de nucleación 

de la fibrilogénesis, debido a la adición de las fibras fragmentadas. De acuerdo 

con ambos parámetros, la fluorescencia de ThT y la fracción agregada, la 

proteína 6aJL2-G25 formó la mayor cantidad de agregados amiloides, seguido 

en orden decreciente por 6aJL2-R25, 2a2JL2, 1eJL2, 1cJL2 y 018JK2. 6aJL2-

G25 sostuvo la reacción más rápida de elongación de fibrillas (k = 0,0024 min-1 

± 0,0003), mientras que la más lenta fue la proteína 1cJL2 (k = 0,0002 min-1 ± 

0,0002). No hubo diferencias en este parámetro entre las proteínas 6aJL2-

R25G, 1eJL2 y 2a2JL2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

 

Las cadenas ligeras de inmunoglobulinas son únicas entre los precursores 

amiloides existentes, debido a su alta heterogeneidad estructural [43]. Tal 

característica esta relacionada con su función de reconocimiento, y los 

resultados de los mecanismos moleculares de evolución seleccionados para 

asegurar la generación de un repertorio amplio y diverso de anticuerpos [44]. 

Dos de estos mecanismos son la recombinación de segmentos de genes de 

inmunoglobulinas [45] y la hipermutación somática [46]. El papel de la 

hipermutación somática en la amiloidogénesis de las cadenas ligeras se ha 

investigado sistemáticamente por diferentes laboratorios, utilizando diferentes 

modelos [27-28, 37-38, 47-48, 49-54]. Una conclusión general postulada por 

estos estudios es que las mutaciones somáticas desestabilizadoras juegan un 

papel clave en la agregación amiloide de las cadenas ligeras, debido a su 

capacidad para promover un plegamiento incorrecto. Por otro lado, la evidencia 

indica que el segmento del gen que codifica para VL contribuye de forma 

importante para determinar la propensión de las cadena ligeras a agregarse de 

forma amiloide [9, 24, 26, 55-57]. 

Cabe destacar que alrededor del 70% de las proteínas AL compiladas en la 

ALBase involucran a sólo cinco segmentos de genes VL de líneas germinales, 

lo que demuestra su fuerte asociación con la amiloidosis [58]. Con base en la 

correlación inversa bien documentada entre la estabilidad de plegamiento y la 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
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propensión a formar agregados amiloides, se especuló que los segmentos de 

genes VL de las líneas germinales asociadas a amiloides son inherentemente 

inestables y propensos a formar un plegamiento incorrecto y en consecuencia 

el agregado en fibras amiloides [9]. Los datos de este estudio no apoyan esta 

hipótesis, ya que muestran que las proteínas  rVL de línea germinal derivadas 

de los segmentos de genes asociados a amiloidosis-AL difieren entre sí en su 

termodinámica de plegamiento y la propensión a la agregación amiloide in vitro. 

La proteína 6aJL2-G25, codificada por el alelo IGLV6-57 * 02, es la menos 

estable termodinámicamente y más fibrilogénico de todas ellas, siendo similar 

en estabilidad a la proteína Rec (4) [47] (Fig. 5). En claro contraste se 

encuentra la proteína 018JK2, la más estable termodinámicamente y menos 

fibrilogénica. Esta proteína, derivada del segmento de gen 1 IGKV1-33, es tan 

estable como la proteína 4 VL Len, que se considera una típica proteína no-

AL [47] (Fig. 5). En comparación con 6aJL2-G25, la proteína 018JK2 es ~ 70% 

(Gunf = 2,9 kcal / mol) más estable por desplegamiento con urea, pero aún 

más estable (Gunf = 4,7 kcal / mol) por su desplegamiento con GdnHCl 

(Tabla I). Tal diferencia en la estabilidad correlaciona con su propensión a la 

agregación, ya que 018JK2 no forma fibras amiloides, tras más de 50 horas de 

incubación a 37 ° C con agitación vigorosa. Incluso, la siembra de semillas 

fragmentadas en solución de 018JK2 apenas promovió la agregación, siendo 

incapaces de suprimir la fase tlag (Fig. 4C).  

En comparación, la proteína 6aJL2-G25 extiende rápida y eficientemente 

sus fibras en el ensayo de la siembra y fácilmente formó fibras con una tlag no 
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superior a 3 horas cuando se incubó sin semillas. De las otras tres proteínas 

asociadas-AL derivadas de la línea germinal, 1cJL2 es la más estable, siendo 

apenas fibrilogénica; mientras que 2a2JL2 se puede definir como una proteína 

moderadamente estable, con una propensión media a agregarse in vitro en 

fibras amiloides. Por otro lado, la proteína 6aJL2-R25, la menos estable 

termodinámicamente de las tres, mostró una mayor propensión a formar fibras 

amiloides. En general, la propensión de las proteínas derivadas de la línea 

germinal para formar fibras amiloides in vitro correlaciona inversamente con la 

estabilidad de plegado, que está documentado en informes previos [47, 59, 60] 

 

Figura 5. Comparación de la estabilidad termodinámica Gunf VS Cm (M) de proteínas 
amiloides y proteínas no amiloides (*).  
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Este estudio arroja información sobre el origen de la alta propensión de las 

cadenas ligeras derivadas del segmento de gen IGLV6-57 para formar amiloide 

[61- 62]. En comparación con las proteínas codificadas por las demás líneas 

germinales, 6aJL2-R25 y 6aJL2-G25 mostraron ser las menos estables 

termodinámicamente y más fibrilogénicas. Omitiendo la fundamental 

contribución de las mutaciones somáticas, nosotros postulamos que la 

estabilidad de plegamiento baja de las proteínas VL de línea germinal 6 

contribuye de manera importante a la propensión anormalmente alta de formar 

agregados amiloides de las cadenas ligeras 6. Por el contrario, la participación 

frecuente en la deposición de amiloide de las cadenas ligeras derivadas de los 

segmentos de genes de línea germinal IGKV1-33 (018) y IGLV1-44 (1c) 

parecen ser más dependientes del efecto estructural de las mutaciones 

somáticas desestabilizadoras. Por lo tanto, la probabilidad de que una cadena 

ligera madura evite un mal plegamiento y agregación amiloide aumenta hasta 

el punto de que su proteína VL de línea germinal sea termodinámicamente más 

estable. Ciertamente, la estabilidad de plegamiento de una proteína VL de línea 

germinal no es el único factor, y quizás el más importante, con relación a la 

propensión amiloide de las cadenas ligeras, incluso para aquellas que 

pertenecen a la subgrupo 6. La evidencia indica que la amiloidogénesis in vivo 

de las cadenas ligeras resulta de la interacción de varios factores dependientes 

e independientes de la proteína [63]. Las mutaciones somáticas 

desestabilizadoras y la capacidad para formar intermediarios parcialmente 

plegados, muy propensos a agregarse [49, 64], se proponen como factores 
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claves dependientes de la proteína. Algunos estudios recientes han 

proporcionado evidencia sobre el efecto modulador desempeñado por el 

dominio constante de la cinética y termodinámica del plegado de VL, influyendo 

de esta manera a la propensión la cadena ligera para formar agregados 

amiloides [66, 67]. Por lo tanto, las diferencias en la contribución relativa de los 

diversos factores dependientes de la proteína, combinados con particularidades 

del contexto biológico donde se secreta la cadena ligera, determinan las 

amplias diferencias en la propensión para formar agregados amiloides. 
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 Concluimos que las proteínas VL de línea germinal estudiadas difieren 

unas de otras, en términos de su estabilidad termodinámica y la 

propensión a formar fibras de tipo amiloide in vitro. Este estudio sugiere 

que la estabilidad de plegamiento de las proteínas VL de línea germinal 

contribuye de diferente manera a la amiloidogenicidad de las diferentes 

familias de cadenas ligeras. 

 Este factor parece ser un importante contribuyente a la alta propensión 

amiloide de las cadenas ligeras pertenecientes al subgrupo 6, pero 

parece ser irrelevante para explicar la alta prevalencia de las cadenas 

ligeras derivadas del segmento 1 del gen IGKV1-33 (018) en 

amiloidosis AL. 
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