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1.RESUMEN

El presente estudio estd encaminado en conocer los mecanismos que promueven los
cambios estructurales en la apolipoproteina Cl, secundarios a su union a lipidos. Como
una estrategia metodolégica se decidié subdividir esta proteina en tres péptidos, que
corresponden a su parte amino, media y carboxilo, los cuales se nombraron en funcién
de los primeros aminoacidos que los componen como ALDO, ARELI y SAK
respectivamente. Estos péptidos se estudiaron por dicroismo circular (DC) en diferentes
ambientes lipidicos. Observamos que estos péptidos son solubles en agua y no
presentan estructura secundaria definida a diferencia de la apoCl completa, que en este
mismo medio presenta un alto contenido de estructura hélice a. Sin embargo, se
observo que los péptidos ALDO y en mayor proporcion SAK presentan un cambio
conformacional a hélice a en presencia del lisofosfolipido Liso-C1,PC por arriba de su
concentracion micelar critica (CMC). Por otro lado, el fosfolipido dihexanoil
fosfatidilcolina en concentraciones cercanas a su CMC, induce sélo en el péptido SAK
el mismo tipo de cambio conformacional. Estos cambios conformacionales observados
en los segmentos peptidicos, refuerzan resultados de estudios previos realizados por
nuestro grupo de trabajo con la apolipoproteina CI en monocapas de Langmuir. Estos
experimentos previos en conjunto con los resultados de este trabajo, nos muestran la
posibilidad de que la apolipoproteina Cl asociada a la superficie de particulas
lipoprotéicas de alta densidad, presente cambios conformacionales dependientes de la
forma de la particula, asi como de los lipidos que lo constituyen. Nuestros experimentos
muestran que el lisofosfolipido Liso-C1,PC induce en los péptidos ALDO, ARELI y SAK,
un cambio en su estructura secundaria, que va de una forma desestructurada a la

1
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formacion de hélice a. Esto nos permite concluir que la interaccion fosfolipido-péptido
involucra de forma importante el grupo glicerofosforilcolina en la interfase
hidrofilica/hidrofébica de los agregados micelares estudiados y que las cadenas

hidrocarbonadas mas que inducir estabilizan la conformacién hélice a por medio de los

aminoacidos arométicos que contienen.
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2. INTRODUCCION

El colesterol, sus ésteres, los fosfolipidos y triglicéridos son altamente insolubles en
agua, por lo que son transportados en el torrente circulatorio mediante lipoproteinas
plasmaticas. Estas particulas son complejos macromoleculares que consisten de un
centro hidrofébico de ésteres de colesterol y/o triglicéridos rodeado por una monocapa
superficial de colesterol, fosfolipidos y proteinas especificas llamadas apolipoproteinas
(apos). Diferentes combinaciones de lipidos y proteinas dan lugar a particulas
lipoprotéicas de diferentes densidades en el plasma, las cuales fueron denominadas
quilomicrones, y por sus siglas en inglés VLDL (very low density lipoprotein), IDL
(intermediate density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein) y HDL (high density
lipoprotein), siendo estas ultimas las lipoproteinas de mayor densidad (Dolphin 1984).
Las apolipoproteinas tienen la caracteristica de ser proteinas anfipaticas con la
capacidad de permanecer en una interfase polar/no polar, adoptando principalmente
una estructura secundaria de tipo hélice o y orientando sus regiones hidrofilicas e
hidrofébicas de acuerdo a las caracteristicas de esta interfase (Bolafios et al. 2001).
Esta orientacion de las apolipoproteinas estabiliza a las particulas lipoprotéicas y
permite la interaccion con sus receptores localizados en la superficie de ciertos tipos
celulares (Xicohtencatl et al. 2004). Algunas de las apolipoproteinas ademas tienen la
capacidad de intercambiarse entre los diferentes tipos de lipoproteinas, por lo que se
clasifican como apolipoproteinas intercambiables y no intercambiables. El primer grupo
incluye a la apo Al, All, AlV, CI, CIlI, Clll y E, las cuales pueden unirse a diferentes tipos
de lipoproteinas; el segundo grupo incluye a la apo B48 y apo B100, estas proteinas se
encuentran fijas a un tipo en particular de lipoproteina. De los diferentes tipos de
lipoproteinas, las HDL son de especial interés en el &rea biomédica debido a que estan
involucradas en el transporte reverso de colesterol (TRC) (Sviridov et al. 2007), un
proceso mediante el cual es removido el exceso de colesterol de las membranas
celulares, por lo que se ha propuesto como un mecanismo de proteccion contra la
arterosclerosis (Breslow 1996; Stein y Stein 1999; Despres et al. 2000; Plutzky 2000).
Asociadas a la HDL se encuentran diferentes apolipoproteinas dentro de las que
destaca la Apo Al que representa el 70% de la fraccion proteica. Otras proteinas que se
encuentran asociadas a la HDL son la ApoCl, ClI, CllI, Al, All y E.
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Apolipoproteina CI

La apolipoproteina Cl (ApoCl) se encuentra principalmente en la VLDL y en menor
proporcién en la HDL. Activa la esterificacion de colesterol por la via de la lecitin
colesterol acil transferasa (LCAT) (Albers et al. 1979; Jonas et al. 1990) y estimula el
crecimiento celular (Tournier et al. 1984). Disminuye la union de IDL y de VLDL al
receptor de LDL mediada por la apolipoproteina E (Sehayek y Eisenberg 1991) y la
union de VLDL al receptor LRP (Proteina Relacionada con el receptor de LDL)
(Weisgraber et al. 1990; Swaney y Weisgraber 1994). Tiene un efecto inhibitorio sobre
la actividad de la lipasa lipoprotéica (LPL) (Brown et al. 1972 ) y la lipasa hepética (LH)
(Kinnumen y Ehnolm 1976). La ApoCl es el mayor inhibidor plasmatico de la proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CETP). La ApoCl es una proteina de una sola
cadena, posee 57 aminoacidos y tiene un peso molecular de 6.63 KDa. Para determinar
de manera tedrica su estructura secundaria se han empleado diferentes programas,
como el programa de prediccion de estructura secundaria Network Protein Sequense
Analysis (Fig.1). Sin embargo, ya se conoce la estructura tridimensional de ApoCl
definida mediante RMN en presencia de micelas de SDS (Rozek et al. 1999) (Fig2). La
estructura por RMN de ésta proteina muestra que tiene dos hélices denominadas al y
a2 ubicadas en los residuos 7-29 'y 38-52, con una longitud de 28.5A y 40.5A
respectivamente y unidas por un segmento de estructura secundaria al azar, que se
encuentra en los residuos 30-37 (Campos et al. 2004). La falta de estructura secundaria
definida entre las dos hélices podria ser el resultado de una falta de periodicidad de
aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos requeridos para la formacién de una hélice
anfipatica (Segrest et al. 1992) (Fig.1).

10 20 30 40 50

| | | | |
apoCl TPDVSS ALDK LKEFGNT LEDK AREL ISR 1IKQSE LSAKMREW ESET EQKVKEK LKIDS

Sec.Cons. ccc hhhhhhhhhhh  c. hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh  hhhhhhhhhhhhhhh - ccc

Fig 1. Prediccion de estructura secundaria de ApoCl. h=hélice, c=Beta, *=estructura
secundaria no definida. La letra subrayada indica que es un aminoacido hidrofébico.
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Fig 2. Estructura por RMN de ApoCl, se muestran los dos segmentos estructurados en
hélice a.

Se ha observado por medio de experimentos de Dicroismo Circular (DC) que la ApoCl
en presencia de fosfolipidos adquiere un alto porcentaje de estructura hélice a, lo cual
es muy importante para explicar los procesos que realiza esta apolipoproteina
(Morrisett et al. 1976). Las dos hélices a que conforman a la ApoCl son del tipo
anfipatico y se ha reportado en la literatura que este tipo de estructuras juegan un
papel muy importante en el remodelamiento de las lipoproteinas (Gursky y Atkinson
1996; Bolafios et al. 1997; Fang et al. 2003a; 2003b). En la literatura existen descritas
principalmente 7 tipos de hélices a anfipaticas de acuerdo a sus propiedades
estructurales y fisicoquimicas: A, H, L, K, G, C, M (Segrest y col. 1990,1992). Las dos
hélices a que conforman a la ApoCl pertenecen a la clase de hélices anfipaticas tipo Ay,
gue incluye hélices con residuos aminoacidos positivamente cargados localizados en la
interface polar—no polary los residuos de aminodcidos negativamente cargados son
localizados en el centro de la face polar. Nuestro grupo de trabajo ha propuesto una
nueva clase de hélice anfipatica denominada "M-like", encontrada en la region
carboxilo terminal (454-476) de la CETP. La caracteristica mas importante de esta
nueva clase es la existencia de tres residuos de aminoacidos con carga negativa y
solamente uno con carga positiva, la cual hace que no corresponda a ninguna de las
clases descritas por Segrest y colaboradores. En trabajos recientes realizados por el
grupo del Dr. Mas, se ha estudiado el comportamiento fisicoquimico de varias
apolipoproteinas (ClI, ClII, Al'y All) en monocapas de Langmuir sometidas a diferentes
presiones laterales en ausencia y en presencia de lipido.



&

Las monocapas de Langmuir son peliculas de una molécula de espesor localizadas en
una interfase aire/agua o lipido/agua. Para su formacién se usan moléculas anfifilicas
con una region hidrofilica y otra hidrofébica que permiten formar un sistema en dos
dimensiones manejando dos variables termodinamicas: la temperatura y la presion
lateral (diferencia de tensién superficial del agua pura y el agua con la monocapa en la
superficie). Se realizaron isotermas presion superficial-area por molécula (p-A) para cada
una de las apolipoproteinas y al analizar éstas se observo que la correspondiente a la
ApoCl presenta un especial punto de inflexion, el cual fue asociado al desprendimiento
de la interfase de una de las dos hélices a que la componen.

Esto ha sido corroborado mediante técnicas de microscopia de angulo de Brewster y
difraccion de rayos-X de angulo rasante (Bolafios et al. 1999,2001; Ruiz et al. 2003;
Xicohtencatl et al. 2004; Campos et al. 2004). Probablemente la ApoCI utilizé a manera
de “bisagra” el segmento desestructurado que tiene entre las hélices al y a2. Este
cambio en la estructura de la ApoClI sobre una monocapa de fosfolipidos en respuesta a
presion lateral, pudiera extrapolarse al fendmeno que ocurre en la superficie de las HDL
nacientes, cuando pasan de una forma discoidal y tamafio pequefio (pre a-2HDL) a una
forma esférica y de mayor tamafio (a-HDL). Las pre a-2HDL tienen un alto contenido de
proteina en su superficie (ApoAl, All, Cl, y E) asi como proteinas accesorias: proteina
transferidora de lipidos (PLTP), CETP y LCAT, por lo cual se ha propuesto que la
particula pre a-2HDL tiene una presion lateral alta en su superficie, la cual sélo
disminuye cuando aumenta su tamafio y cambia a una forma esférica (a-HDL). Esto
ultimo debido a la internalizacion de lipidos por la accién de la enzima LCAT, que
esterifica el colesterol de la superficie de esta lipoproteina e induce su desplazamiento
al nucleo de la particula. Diferentes factores, entre ellos el cambio de forma y tamafio
de la HDL durante su transito por el plasma, podrian inducir en segmentos de la ApoCl
cambios conformacionales que pudieran regular la funcion enzimatica y de transporte

de lipidos que lleva a cabo la particula.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

» Estudiar los cambios conformacionales en una serie de péptidos derivados de la
apolipoproteina Cl, en presencia de lisofosfolipidos y fosfolipidos con la
finalidad de conocer los aspectos estructurales de la apolipoproteina Cl en

complejo con la lipoproteina de alta densidad.

3.2 Objetivos Especificos

» Disefio de segmentos peptidicos derivados de la ApoCl.
» Caracterizacion de la estructura secundaria de estos péptidos por dicroismo circular.
» Definir cambios especificos de estructura secundaria de estos péptidos en presencia

de diferentes moléculas.
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4.HIPOTESIS

La induccion de cambios a nivel de estructura secundaria de péptidos derivados de la
ApoCl llevados a cabo por moléculas lipidicas especificas esta directamente asociada

con los procesos fisiologicos de la proteina completa sobre la HDL.
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5. MATERIALES Y METODOS

Materiales

L-a-Fosfatidilcolina (PC), 1,2-Dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC), 1-Lauril-2-
hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-C1,PC), 1-Hexanoil-2-Hidroxi-sn-glicero-3-
fosfocolina (Liso-CsPC) se adquirieron con Avanti Lipids, Colesterol con pureza de 99%
de SIGMA, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) de SIGMA'y 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) de

MP Biomedicals.

Sintesis de péptidos

Se sintetizaron tres péptidos derivados de la secuencia de ApoCl (PeptidoGenic
Research & Co. Livermore, USA), con base en su valor de momento hidrofobico y los
segmentos en los que se puede subdividir a esta proteina conforme a su estructura
secundaria: el segmento amino terminal, la regidn media o bisagra y el segmento
carboxilo terminal. EIl primer segmento peptidico incluye a los residuos del 7 al 24, el
segundo del 22 al 38 y el tercero del 35 al 53, denominados ALDO, ARELI y SAK
respectivamente en funcién de las primeras letras de los aminoacidos que componen su

estructura primaria (Fig.3).

A
a r
s °
X Sl
[* ‘™
10 zZ0 20 40 50
| | | | |
B TPDVYSSALDELEKEFGNTLEDK ;1] y ARV REVIF SETFQKVKEKLKIDS

Fig 3. A) Estructura por RMN de ApoCl. B) Secuencia de ApoCl, los segmentos
peptidicos en estudio estan diferenciados por color: ALDO (7-24) e, ARELI (22-38) vy
SAK (35-53) e. Los aminoacidos traslapados se muestran en diferente color.

Estimacién del contenido de estructura secundaria por medio de Dicroismo

Circular
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El DC es una de las técnicas espectropolarimétricas mas utilizadas para estimar el
porcentaje de estructura secundaria de proteinas en solucién (Johnson 1996; Woody
1996). El espectro de DC de proteinas en la region del UV lejano (debajo de 240-250
nm) es extremadamente sensible a los diferentes tipos de estructura secundaria que se
encuentran en las proteinas (Curtis 1990; Greenfield 1996). En la (fig.4) se observan los
espectros caracteristicos de DC para los diferentes tipos de estructuras secundarias. A
los péptidos ALDO, ARELI y SAK en solucién se les estimé el porcentaje de estructura
secundaria mediante DC. Los espectros de dicroismo circular se registraron en un
espectropolarimetro Aviv 62DS utilizando celdas de cuarzo de 0.1 cm de longitud
usando un tiempo de integracién de 2.5 segundos cada 0.5 nm vy a lo largo de la
region 250-190 nm del espectro electromagnético a 25°C.

— Heélice e

Qvillo aleatorio

e

\ —— Laminaf}

Elipticidad molar promedio (8) * 10™ (grados cm? decimol™)

190 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda, nm

Fig. 4. Espectros caracteristicos de dicroismo circular mostrando los diferentes tipos
de estructura secundaria de una proteina.

El contenido de hélice a para cada apolipoproteina se calculé usando el programa
PROSEC 3.1 (Aviv Associates Inc., NJ). Los datos se reportan como elipticidad molar
promedio por residuo y en unidades de grado por centimetro cuadrado por decimol.

10
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La concentracion molar por residuo [MRC] se calcul6 con base en la ecuacion 1:

_ |Concentracion en mg/ml]|ndmero de aminoacidos
[MRC]=
[Peso molecular] [nl]mero de cadena]

La elipticidad molar promedio por residuo [&] se calculd en base a la ecuacion 2:

[é] — [éexperimental ]
[MRC] [Longitud de la celda] [10]

Célculo del porcentaje de hélice a

Utilizando como modelo un polipéptido de poli-L-Alanina con estructura secundaria de
hélice a, se determind la maxima elipticidad a 222 nm y se dedujo la ecuacién 3 (Rozek
et al. 1997):

% hélice o= (027300 3)

36000 + 3000

0,,, = Elipticidad molar promedio a 222 nm

Célculo de momento hidrofdébico y giros helicoidales de ALDO, ARELIy SAK

La representaciénes helicoidales “Helical Wheel” de los péptidos ALDO, ARELI y SAK
utilizando el progama PROTEAN del DNASTAR (ver seccién de resultados), nos
muestran la orientacion asimétrica de los residuos hidrofébicos e hidrofilicos presentes
en estos péptidos. La magnitud del momento hidrofébico (uH) es un parametro que
nos indica la capacidad que tiene la hélice de permanecer entre una fase hidrofébica y
una hidrofilica (Eisenberg et al. 1984a y 1984b). Este pardmetro se determind para

cada péptido utilizando la ecuacion 4:

2
+
=1

1 A .
HHZN\/LE H_sin(on)
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uH = valor de momento hidrofébico

N= namero total de aminoacidos del segmento peptidico
Hn= hidrofobicidad del enésimo residuo

9 = 100 grados de arco (radianes)

n= enésimo residuo

Los valores de Hn se obtuvieron de Eisenberg et al. 1989 vy el valor de 9 es de 100°
medido en radianes, es el angulo que existe entre las cadenas laterales de cada
aminoacido en una hélice a teorica perfecta. Se ha sugerido que hélices a con valores

de uH por arriba de 0.2Kcal/mol tienen una alta capacidad de formar hélices de tipo

anfipaticas.

Reconstitucién de los péptidos ALDO , ARELI y SAK

Se realizaron soluciones primarias con cada uno de los péptidos liofilizados a una
concentracion de 1 mg/ml en agua MilliQ . Para preparar las muestras de cada
péptido, se tomaron alicuotas de 60 pl de la solucién primaria y se colocaron en un
microtubo con la solucion de moléculas a ensayar. La concentracion final de péptido

para todos los ensayos fue de 200 pg/ml.

Ensayo de cambio estructural de ALDO, ARELI y SAK en presencia de
Trifluoroetanol (TFE) y Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Se ha reportado que el alcohol TFE y el detergente SDS inducen un aumento en el
porcentaje de estructura secundaria de péptidos y proteinas, por lo cual se utilizaron
como control positivo (Rozek et al. 1995, 1997; MacPhee C.E et al. 1997; Hirota et al.
1998; Reiersen et al. 2000). Se realizaron soluciones con cada péptido en presencia de
20, 40, 60 y 80% v/v de TFE y con SDS a 1.5, 5 y 20mM. Las muestras se incuban por

12 h a temperatura ambiente antes de caracterizarlas por DC.
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Ensayo de cambio estructural de ALDO, ARELI y SAK con 1,2-Dihexanoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DHPC), 1-Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-
C12PC) y 1-Hexanoil-2-Hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-CsPC) en ausencia y
presencia de colesterol

El DHPC y Liso-C12PC se encuentran comercialmente disueltos en cloroformo a una
concentracion inicial de 20mg/ml y el Liso-C¢PC a 50mg/ml. El cloroformo en el que se
encuentran disueltas estas moléculas se evapor6 en un equipo Speed Vac (SAVANT) y
se reconstituyeron adicionando 240ul de agua MilliQ degasificada y 60ul de solucién a
1mg/ml del péptido a ensayar para obtener un volumen final de 300ul. Se realizaron
soluciones con cada péptido en presencia de DHPC a concentraciones de: 2.5, 5.0, 7.5,
10.0, 12.5 y 14.0 mM, de Liso-C1,PC: 1.5, 5.0 y 20.0 mM y de Liso-CgPC: 1.5, 5.0, 20.0
y 40.0 mM. Estas muestras se incubaron por 12 horas a temperatura ambiente antes de
su caracterizacion por DC. Las muestras realizadas y caracterizadas por DC de DHPC:
14mM, Liso-C1,PC: 1.5, 5y 20mM vy Liso-CgPC: 1.5, 5, 20 y 40mM se utilizaron para
estudiar el efecto del colesterol. Se prepar6 una solucion 1.5 M de colesterol en
cloroformo y se adicionaron 2ul de esta solucién a las muestras seleccionadas. Las
muestras con colesterol nuevamente se incubaron 12 h a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm por 30 min a la misma temperatura. El
sobrenadante de cada muestra se coloc6 en un microtubo limpio para evitar

resuspender el botdn de colesterol no incorporado a la solucién y se caracterizé por DC.
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Ensayo de cambio estructural de ALDO, ARELIy SAK con liposomas de L-a-

Fosfatidilcolina (PC) en ausenciay presencia de colesterol.

El fosfolipido PC se encuentra comercialmente en una solucién cloroformo:metanol (9:1) en
una concentracion de 100mg/ml. Se prepararon dos soluciones iniciales de PC a una
concentracion de 1mM, una libre y otra con colesterol. Para ambas soluciones se
coloc6 80ul de PC en un vial de vidrio, a la solucién de PC que ademas lleva colesterol
se le adicion6 1 mg de esta molécula disuelta en un minimo de cloroformo y se
homogeniz6. Los viales con PC y PC mas colesterol se colocaron bajo un flujo de
nitrdgeno hasta la evaporacion total del cloroformo. Posteriormente se adicion6 a cada
vial 10 ml de agua MilliQ desgasificada. Las soluciones de lipido se sonicaron con un
equipo ultrasonicador Branson ( SONIFIER 250) con pulsos de 15 segundos por 30
segundos de reposo en un tiempo total de 30 min, se utilizé una sonda de titanio de 10
mm de diametro. Ambas soluciones se incubaron 2 h a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 13500 rpm para eliminar los residuos de titanio de la sonda (New
1990). A partir de la solucion 1mM de PC sin colesterol se prepararon soluciones con
cada péptido a concentraciones de 2.5, 5, 10, 25, y 50 uM de este fosfolipido. Con la
solucion 1mM de PC y colesterol se prepararon muestras con cada péptido a una
concentracion 50uM de PC. Todas las muestras se incubaron por 12 h a temperatura

ambiente antes de su caracterizacién por DC.
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Tabla 1. Estructura y propiedades fisicas de los fosfolipidos, lisofosfolipidos
colesterol, SDSy TFE, en las concentraciones analizadas en este apartado.

=

Fosfolipidos CMC Concentraciones
utilizadas
L-a-Fosfatidilcolina, (PC)
o o)j\/\/\/\/=\/\/\/\/
\ﬁ/\/O’F{\O 3 O\n/\/\/\/\/\/\/\/ < 0.005 mM 0.050 mM
- (0]
-~ o o
1,2-Dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC)
(0]
@ o~ f~o .0
SN R LEN AN 15 mM 14 mM
— g f\/\/
1-Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina
(LiSO-C]_zPC)
0
i H OH 0.9 mM 20 mM
Sﬁ/\/O/P\\O\)\/O
> ) NN
e 0
1-Hexanoil-2-Hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina
(Liso 6 PC)
0
I H OH
—P~ 4 > 114 mM 20 mM
>ﬁ/\/0 e On AN S
7 0 l
N 0
Colesterol
HiC,,
CH;‘/\|—<CH3
i
CHy | mmmmeee | mmmmmem
HO™:
H
Controles positivos (moléculas que inducen
estructura hélice a)
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
0
o
s N N N N N N 8.5 mM 20 mM
)
2,2,2-trifluoroetanol (TFE)
40% viv

Py
F-C-C-OH
FH
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de momento hidrofébico calculados en base a la secuencia de cada uno
de los péptidos ALDO, ARELI y SAK, fueron de 0.545, 0.315 y 0.364 kcal/mol
respectivamente, lo que indica que son fuertes candidatos a formar hélices o
anfipaticas. Estos valores de uH concuerdan con lo observado en sus representaciones
helicoidales, mostrando una distribucion asimétrica de aminoéacidos hidrofébicos (Fig.5).
En la tabla 2 se muestran las propiedades quimicas, fisicas y estructurales de los
péptidos ALDO, ARELI y SAK.

ALDO
CI(7-24)
HH=0.54 kcal/mol

ARELI SAK
Cl(22-38) CI(35-53)
pH=0.31kcal/mol pH=0.36 kcal/mol

Fig.5. Proyeccién de giros helicoidales de los segmentos de la apo Cl en estudio
ALDO(7-24), ARELI (22-38) y SAK (35-53). Aminoéacido: ehidrofobico,
epositivamente cargado, ®negativamente cargado, « polar sin carga.
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Tabla 2: Propiedades quimicas, fisicas y estructurales de los péptidos ALDO,
ARELI y SAK.

Segmento ALDO (7-24) | ARELI (22-38) | SAK (35-53)
No. aa 18 17 19
PM (Da) 2001.6 1890.4 2112.8
Pl 4.73 10.57 9.88
R T D — 5690
Momento Hidrofébico pH 0.545 0.315 0.364
(Kcal/mol residuo)
Tipo de Hélice A, A, A,
Carga neta -1 +2 +3
Tipo de aminoacidos
Aromaéticos 1 0 3
a H a
h,, 1.19 F 1 2
h, 0.81 W 1
b, 0.26 Y
No polar, alifatico 6 7 4
l, 1.38 | 2
h, 1.08 \Y, 1
H., 1.06 L 3 2 1
h,, 0.64 M 1 1
H, 0.62 A 2 2 1
B, 0.48 G 1
B, 0.12 P
Polar, sin carga 2 4 4
h, 0.29 C
i -0.05 T 1 1
io -0.18 S 3 2
ba -0.78 N 1
ha -0.85 Q 1 1
Cargados (+) 4 4 5
lo -0.40 K 3 2 4
ha -1.50 H
io -2.53 R 1 2 1
Cargados (-) 5 2 3
io -0.74 E 3 2 3
H, -0.90 D

--- No tiene aminoacidos W, Y o C por lo cual no es visible en un espectrometro de UV. a = H, fuerte
formador de hélice a, h, formador de hélice a, la. débil formador de hélice a, i, indiferente en formar
hélice o, b, impide la formacion de hélice o, B, impide fuertemente la formacién de hélice a. H=
Hidrofobicidad, datos de Eisenberg et al. 1989. a = aminoacido, F= Fenilalanina, W=Triptofano,
Y=Tirosina, I=Isoleucina, V=Valina, L=Leucina, M=Metionina, A=Alanina, G=Glicina, P=Prolina,
C=Cisteina, T=Treonina, S=Serina, N=Asparagina, Q=Glutamina, K=Lisina, H=Histidina, R=Arginina,
E=Glutamato, D=Aspartato.
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Analizando los datos de la tabla, se puede observar que ALDO es el que presenta el
mayor valor de pH, lo que teéricamente indica que es el mas apto para formar hélices a
de tipo anfipatico. Solo cuenta con un aminoacido de tipo aromatico y contiene siete
aminoacidos propuestos como fuertes inductores de conformacion hélice a,
practicamente son la mitad de los aminoacidos que lo constituyen. El péptido ARELI
presenta un valor de pH que tedricamente indica que puede formar estructuras del tipo
hélice a, pero no posee aminoacidos del tipo aromatico lo cual ha sido propuesto como
una caracteristica muy importante para estabilizar este tipo de estructuras (Rozek et al.
1995). Contiene cuatro aminoacidos propuestos como fuertes inductores de
conformacién hélice o y ninguno que le impida la formacion de este tipo de estructuras.
SAK es el mas favorecido para formar estructuras hélice o de tipo anfipatico ya que,
aunque su valor de pH es muy similar al del péptido ARELI, contiene el mayor nimero
de aminoacidos aromaticos de los tres péptidos. Ademas no contiene aminoacidos que
sean del tipo que impidan la formacion de hélices a. Los tres péptidos pertenecen a la
clase de hélices a anfipaticas tipo A, donde la regidon ocupada por la parte hidrofilica

sobre la parte hidrofébica de la hélice es mayor.

A continuacién se muestran y discuten los espectros obtenidos por la técnica de DC
correspondientes a los ensayos de los péptidos ALDO, ARELI y SAK en solucion
acuosa y en presencia de las moléculas PC, DHPC, Liso-C.,PC, Liso-CsPC, TFE vy
SDS a concentraciones en las cuales se observa un efecto muy evidente en su

estructura secundaria. Los demas espectros se incluyeron en el Apéndice.

Al colocar a los péptidos ALDO, ARELI y SAK en agua observamos que son
completamente solubles y que ademas presentan espectros de DC caracteristicos de
una proteina completamente desestructurada (Fig.6), a diferencia de la apolipoproteina
Cl, la cual presenta en este mismo medio un espectro caracteristico de una proteina

con estructura hélice a (inserto Fig.6).
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ALDO, ARELIy SAK en agua e ALDO
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Fig.6. Estimacion del contenido de estructura secundaria de ALDO,
ARELI y SAK en una concentracién de 200ug/ml en agua.

Se evaluo la estructura secundaria de los péptidos ALDO, ARELI y SAK en presencia

de TFE y SDS a diferentes

concentraciones, los cuales fueron utilizados como

controles positivos. Para el caso de ALDO y ARELI en presencia de 40% v/v de TFE o

concentraciones mayores, se observaron espectros con sefiales caracteristicas de una
proteina hélice a (minimos en 208 y 222; Greenfield et al. 1969) acentuandose las

sefiales con un 80% v/v de TFE (Fig.7). Con el péptido SAK se observa el espectro

caracteristico de una proteina hélice a desde la concentracibn mas baja utilizada de

TFE (20% v/v), acentuandose la sefal a una concentracion de 80% v/v (Fig.7).
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ALDO, ARELI y SAK en TFE
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Fig.7. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,
ARELIy SAK en TFE 80% v/v.

El mecanismo por el cual el TFE confiere estructura secundaria hélice o es diferente al
de los lipidos y se ha postulado que puede ser: a) mediante la interaccion directa del
TFE con la cadena polipeptidica, b) por la asociacion preferencial con sitios hidrofébicos en
la superficie de las proteinas, lo cual concuerda con los datos de solubilidad de los
diferentes aminoacidos en alcoholes y c) induciendo interacciones intermoleculares en la
cadena polipeptidica al afectar la estructura de agua y asociarse con la superficie
hidrofobica de una hélice mimetizando el ambiente de una membrana o el interior de

una proteina (Luo y Baldwin, 1997; Buck, 1998; Reiersen y Rees, 2000 ).
En presencia de SDS a partir de la concentracion experimental mas baja (1.5mM), que

es una concentraciéon por debajo de su CMC se obtuvieron espectros de DC

caracteristicos de una proteina hélice a para los péptidos ALDO, ARELI y SAK. Los
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espectros de DC para los tres péptidos se observan mas definidos a una concentraciéon
20mM de SDS que es una concentracion por arriba de su CMC (Fig. 8).

ALDO, ARELI y SAK en SDS
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Fig.8. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,
ARELIy SAK en SDS 20Mm.

En la literatura esta documentado que el detergente SDS induce y estabiliza la
estructura secundaria de péptidos y proteinas principalmente de tipo hélice a. Por lo
anterior concentraciones micelares de SDS se han utilizado en investigaciones sobre
péptidos con un alto potencial de formar estructuras secundarias ordenadas (Wu et al.
1990; Young et al. 1997), asi como en regiones de proteinas desplegadas involucradas
en procesos de reconocimiento (Montserret et al. 2000). Se ha observado que la
induccion a hélice a en péptidos por SDS, en concentraciones por debajo de su CMC
depende de la fuerza i6nica (Brito et al. 1986). Observando el efecto que tuvo el
detergente SDS sobre los péptidos ALDO, ARELI y SAK se buscdé una molécula
fisiol6gica con una estructura quimica parecida a este detergente, por lo cual se utilizé
la molécula Liso-C1,PC. El Liso-C1,PC es un lisofosfolipido que se encuentra en las

membranas celulares y sirve como mediador de multiples respuestas bioldgicas por
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medio de receptores acoplados a proteina G. (Torkhovskaya et al. 2007). De igual
forma, funciona como modulador de la uniéon de HDL a macrofagos y estimulador del
flujo de colesterol de estas células a las HDL (Negre-Salvayre et al. 2006; Duong et al.
2004) promoviendo de esta forma un mecanismo antiaterogénico. Las concentraciones
de Liso-C1,PC que se utilizaron en estos experimentos fueron por arriba de su CMC
(0.9mM). Se observé con el péptido ALDO en presencia de Liso-C1,PC (20mM) un
espectro de DC caracteristico de una proteina hélice a. En cambio el péptido SAK
presenta este tipo de espectros desde la concentracion mas baja utilizada (1.5mM). Sin
embargo, ARELI no presenta cambios conformacionales con ninguna concentracion
ensayada de este detergente (Fig. 9). Al adicionar unos cuantos microlitros de
colesterol disuelto en cloroformo a las muestras de Liso-C1,PC con péptido,
observamos practicamente los mismos espectros para cada péptido. La presencia de

colesterol no indujo efecto alguno en la estructura secundaria de los péptidos.

ALDO, ARELI y SAK en Liso-C_,PC
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Fig.9. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,
ARELI y SAK en Liso-C1,PC 20 mM.

22



&

El fosfolipido PC es el lipido que se encuentra en mayor proporcion en la superficie de
la membrana celular asi como en las lipoproteinas, por lo cual es una molécula
fisiologica que se utiliza ampliamente para mimetizar este tipo de estructuras (Sabin
2006). Los espectros de DC observados para los péptidos ALDO, ARELI y SAK en
presencia de PC por arriba de su CMC fueron semejantes a los de estos mismos
péptidos en agua (Fig.10).

ALDO, ARELI y SAK en PC
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Fig.10. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO
ARELIy SAK en PC 0.050 mM.

Diversos factores probablemente influyeron para que los péptidos no presentaran
cambios conformacionales. Entre estos factores se consideran la carga y la forma de
estas estructuras lipidicas. A pH basico la superficie de membranas de PC presenta
cargas negativas y en pH acido presenta cargas positivas debido a los grupos
—N*(CHs)3 y —(PO)" que se encuentran en la cabeza de colina y que interaccionan con
OH o H' respectivamente (Atcliffe et al. 2001). El pH de trabajo fue entre 5.8 y 6.3, por
lo cual predominarian las cargas positivas en la superficie de las estructuras lipidicas de
PC. Utilizando un algoritmo (EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service) se
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calculé tedricamente la carga de los péptidos en el pH de trabajo. Para el péptido ALDO
se obtuvo un valor de -0.795 a -0.979, para ARELI de 2.10 a 2.01 y para SAK de 1.10 a
1.01. La distribucién de cargas que tiene cada péptido probablemente no permitié una
fuerte interaccién electrostatica con la superficie de la membrana de PC. Lo anterior,
aunado a que el fosfolipido PC forma estructuras compactas (Wieprecht T. et al. 2002),
pudo influir en que los péptidos no interaccionaran adecuadamente con estas
estructuras para adquirir una conformacién de hélice a. Las estructuras micelares que
se obtienen con SDS y Liso-C1,PC en comparacion con las que se obtienen con PC son
menos rigidas (Atcliffe et al. 2001). Esto podria ser un factor para inducir interacciones
entre las cadenas hidrocarbonadas del fosfolipido y el péptido. Por otro lado, los
péptidos ALDO, ARELI y SAK carecen o tienen pocos aminoacidos aromaticos que les
permitan interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas del fosfolipido PC. Ademas
pertenecen a la clase estructural A, y se ha reportado que este tipo de hélices inducen
una curvatura positiva sobre membranas lipidicas, lo cual podria estar impedido por la
forma de las estructuras de PC, que tienden a ser discoidales y por lo cual su superficie
es plana (Wieprecht T. et al. 2002).

Otro factor que altera las propiedades fisicas de las membranas, ademas de la fuerza
iGnica y el pH, es la presencia de colesterol. Los péptidos ALDO y ARELI en presencia
de PC mas colesterol a 25°C, mostraron espectros de proteinas desestructuradas. Sdlo
el péptido SAK presenté un desplazamiento de la curva hacia la derecha a 205 nm,
pero este minimo no es caracteristico de una conformacion helice a (Fig.11). El efecto
gue tiene el colesterol en las membranas de PC por arriba de su Tc (-15°C) se sabe
gue es debido a que esta molécula conformada por un grupo 3-B-hidroxil, un nudcleo
esteroide planar y una cadena alifatica lateral, induce en las cadenas hidrocarbonadas
de los fosfolipidos una disminucién de movilidad con una consecuente disminucion del
area y la fluidez de la membrana (Beattie et al. 2005), lo que hace a estas estructuras
lipidicas todavia menos aptas para interaccionar con los péptidos, en comparacion con

las constituidas Unicamente por PC.
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ALDO, ARELI y SAK en PC més colesterol
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Fig.11. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,
ARELI y SAK en PC 0.050 mM mas colesterol.

Para estudiar el efecto de las colas acilicas de los fosfolipidos y lisofosfolipidos sobre la
estructura secundaria de los péptidos ALDO, ARELI y SAK, se realizaron experimentos
en presencia del fosfolipido DHPC y el lisofosfolipido Liso-CsPC por debajo de su CMC,
15mM y >114mM respectivamente.

En presencia de DHPC en una concentraciéon 14mM, solo el péptido SAK mostré un
espectro con minimos que indican un contenido de estructura hélice a; en cambio
ALDO y ARELI presentan espectros caracteristicos de una proteina desestructurada
(Fig.12). Probablemente el efecto que se observa en SAK es debido a agregados de
este fosfolipido que interactian con el péptido SAK de forma mas favorable que con los
otros dos péptidos, ya que 14 mM es una concentracion cercana a la CMC del DHPC.
En presencia de DHPC con colesterol, los tres péptidos presentan espectros de DC
caracteristicos de una proteina desestructurada. (Fig.13).
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Fig.12. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,

ARELI'y SAK en DHPC 14 Mm.
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Los tres péptidos con el lisofosfolipido Liso-C¢PC (20mM) en presencia y ausencia de

colesterol presentan espectros de DC caracteristicos de una proteina desestructurada.
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Fig.14. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice a. de ALDO,
ARELI y SAK en Liso-Cg PC 20 mM
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Fig.15. Estimacion del contenido de estructura secundaria hélice . de ALDO,
ARELIy SAK en Liso-C¢PC 20 mM y colesterol.
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Probablemente el fosfolipido DHPC y el lisofosfolipido Liso-C¢PC por debajo de su CMC
no inducen cambios conformacionales a hélice a, en los péptidos ALDO, ARELI y SAK
debido a que estos lipidos presentan una cabeza zwiteriénica de colina muy voluminosa
y no pueden formar interacciones idnicas con los péptidos, a diferencia del SDS el cual

presenta una cabeza polar de sulfato, de menor tamafio (Brito et al. 1986).

A continuacién se muestra un resumen de los porcentajes de estructura hélice a de los

péptidos ALDO, ARELI y SAK en los diferentes medios ensayados (Tabla 3).

Tabla.3 Efecto de diferentes familias de lipidos en la estructura secundaria de
péptidos derivados de apo CI.

Fosfol ipido Péptido | Concentracion % Estructura hélice o
Fosfolipido . .
de P! H,O Fosfolipido | Fosfolipido
+
Colesterol
L-o-Fosfatidilcolina  (PC) ALDO S0uMm 109 nr 143
ARELI 120 111 144
SAK 84 118 127
1,2-Dihexanoail-sn-glicero-3- :'R-ES 4 mMm 12-3 15-2 ig-g
fosfocolina  (DHPC) SAK 84 280 122
1-Lauril-2-hidroxi-sn-glicero-3- :RI;ES 20 mM 12'(9) i‘;-g ig-g
i i PC ' ' y
fosfocolina  (Liso 12PC) SAK 64 754 601
1-Hexanoil-2-Hidroxi-sn-glicero-3- AA:?-ES 20 mM 113-(9)’ ig-z Eg
fosfocolina (Liso 6 PC) SAK 5.4 123 96
Control ( mokculas que inducen a hélice | Péptido Concentraci 6n % Estructura hélice a
a Control
) H,O Control
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) ALDO 20 mM 109 394 —
ARELI 120 246 —_
SAK 84 733 _—
2,2,2-trifluoroetanol (TFE) ALDO 80% 109 868 —
ARELI 120 86.8 —_
SAK 84 872 _—
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Los resultados obtenidos nos indican que el contenido de aminoacidos aromaticos en
los péptidos es un factor importante para inducir y estabilizar una conformaciéon hélice a
en presencia de lipidos, como es el caso de SAK, que es el péptido con mas
aminoacidos aromaticos y que por tanto presentdé una mayor respuesta con los lipidos
utilizados en este estudio. También la concentracién del lipido es importante, ya que se
observa que las concentraciones por arriba de la CMC de los lipidos ensayados son los
que tienen una mayor induccion de estructura hélice a en los péptidos ALDO, ARELI y
SAK.
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7.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Nuestros experimentos muestran que el lisofosfolipido Liso-C,2PC induce un drastico
cambio en la estructura secundaria de los péptidos ALDO y SAK, que va de una forma
desestructurada a la formacion de hélice a. Este cambio conformacional se observo de
forma mas prominente en el péptido SAK, que es el segmento carboxilo de la apoCl. El
lisofosfolipido Liso-C1,PC que presenta un hidroxilo en el carbono 1 del grupo
glicerofosforilcolina que los fosfolipidos de doble cadena no tienen, pudiera ser muy
importante para inducir puentes de hidrogeno intramoleculares necesarios para la
consecuente formacion de la hélice a. Esto nos permite concluir que la interaccion
fosfolipido-péptido involucra de forma mas importante el grupo glicerofosforilcolina en
la interfase hidrofilica/hidrofébica de los agregados micelares estudiados que las
cadenas hidrocarbonadas, las cuales mas que inducir estabilizan la conformacion hélice
o por medio de los aminodcidos aromaticos que contienen los péptidos. En futuros
experimentos, para entender mejor los cambios conformacionales de estos péptidos en
presencia de lipido, se estudiard la energia (entalpia y entropia) que se requiere para
llevar a cabo estos procesos, por lo cual se realizardn experimentos de

microcalorimetria.
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8.APENDICE

TABLA 1.- Péptido ALDO (% de hélice o a 222 nm)

Concentracién de

Fosfolipido fosfolipido Elipticidad 222 | %hélice 222
mM
0.0025 -1529.85901 11.6
0.005 -1509.49609 11.6
pC 0.010 -1435.43042 11.4
0.025 -1435.43042 114
0.050 -1567.09363 11.7
PC+ colesterol 0.050 -2574.35059 143
25 -2756.13599 14.8
5 -2503.10425 141
DHPC 75 -1916.24121 12.6
10 -1449.20251 114
125 -1834.56323 124
14 -1671.53198 12.0
DHPC + colesterol 14 -969.55695 10.2
15 -1931.65942 12.6
LISO-C12PC
5 -3488.31714 16.6
20 -6532.19189 24.4
15 -2105.09155 131
LISO-C12PC + 78
colesterol 5 -3950.18018 .
20 -8022.69775 28.3
15 -1382.04858 112
5 -1483.55249 115
LISO-C¢PC
20 -2198.24194 133
40 -1547.49146 11.7
15 -1486.96313 115
LISO-C6PC + 5 -1038.7655 10.4
colesterol
20 -1177.00525 10.7
40 -1496.42639 11.5
Concentracion de
molécula control
1.5mM -12317.69629 39.3
sSDS
5 mM -12417.30566 39.5
20 mM -12383.49121 39.4
0% -1261.71655 10.9
TFE 20 % _4514.41211 19.3
40 % -13410.6006 42.1
80 % -30841.541 86.8
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TABLA 2.- Péptido ARELI (% de hélice o a 222 nm)

Concentracién de

Fosfolipido fosfolipido Elipticidad 222 | %hélice 222
mM
0.0025 -1184.54712 10.7
0.005 -1213.64368 10.8
PC 0.010 -1462.32092 114
0.025 -1411.76453 11.3
0.050 -1371.62 11.2
PC+ colesterol 0.050 -2619.45605 144
2.5 -3153.44165 15.8
5 -2918.78638 15.2
DHPC 7.5 -3038.61255 15.5
10 -2300.4834 13.6
12.5 -2561.02271 14.3
14 -612.769 9.3
DHPC + colesterol 14 -1126.21899 10.6
15 -2214.66724 13.4
LISO-C1,PC
5 -2320.01416 13.6
20 -2844.04834 15.0
1.5 -788.369 9.7
LISO-C1,PC + 5
colesterol 5 -471.265 .
20 -1651.37 11.9
15 -1455.88452 114
5 -1524.28906 11.6
LISO-C¢PC
20 -2118.32764 13.1
40 -1757.60144 12.2
15 -1095.86731 10.5
LISO-CePC + 5 -819.03174 9.8
colesterol
20 -1433.3468 114
40 -1755.63586 12.2
Concentracion de
molécula control
1.5mM -6605.70898 24.6
SDS
5mM -6691.49951 24.8
20 mM -7992.49512 28.2
0% -1694.11658 12.0
TFE 20% -6541.84521 24.5
40% -15439.58691 47.3
80% -30841.54102 86.8

©®
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TABLA 3.- Péptido SAK (% de hélice @ a 222 nm)

Concentracién de

SAK fosfolipido Elipticidad 222 %hélice 222
mM
0.0025 -761.0188 9.6
0.005 -877.31073 9.9
pC 0.010 -881.69501 10.0
0.025 -1571.15198 11.7
0.050 -1582.69324 11.8
PC+ colesterol 0.050 -1937.67773 12.7
25 -2975.27002 15.3
5 -2548.96558 142
DHPC 7.5 -2622.69849 14.4
10 -2405.73291 13.9
125 -6739.35254 25.0
14 -7880.23047 27.9
DHPC + colesterol 14 -1846.60791 124
15 -8481.30371 294
LISO-C1,PC 5 -19589.78711 57.9
20 -26395.50195 75.4
. 10.4
LISO-CL,PC + 15 1063.54114
colesterol 5 -3018.28394 154
20 -20445.70703 60.1
15 -987.51831 10.2
5 -1224.01807 10.8
LISO-C¢PC
20 -1798.97534 12.3
40 -1692.2627 12.0
15 -251.93413 8.3
LISO-CePC + 5 -600.76447 9.2
colesterol
20 96.8004 7.9
40 -742.19965 9.6
Concentracion de
molécula control
1.5mM -19818.74805 58.5
SDS
5mM -19923.67969 58.8
20 mM -19223.75977 57.0
0% -273.58609 8.4
20% -5617.72266 221
TFE
40% -16153.71289 49.1
80% -30999.16992 87.2

©®
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Espectro 1. Efecto de la concentracion de TFE (0-80%) sobre el
contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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Espectro 2. Efecto de la concentracion de TFE (0-80%) sobre el

contenido

de hélice o en el peptido ARELLI.
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SAK + 2,2, 2-trifluoroetanol (TFE)
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Espectro 3. Efecto de la concentracién de TFE (0-80%) sobre el
contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 4. Efecto de la concentracion de SDS (0-20mM) sobre el
contenido de hélice a en el péptido ALDO.
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ARELI + dodecil sulfato de sodio (SDS)
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Espectro 5. Efecto de la concentracion de SDS (0-20mM) sobre el
contenido de hélice o en el peptido ARELLI.
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Espectro 6. Efecto de la concentracion de SDS (0-20mM) sobre el
contenido de hélice o en el péptido SAK.

36



ALDO + L-o-fosfatidilcolina (PC)
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Espectro 7. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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Espectro 8. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) sobre
el contenido de hélice a. en el péptido ARELL.

i

37



2 -1

ar promedio (grados dmol )

SAK + L-o-fosfatidilcolina (PC)

=
8
S
S

2500
15000
17500

cidag mol

lipt

E
N
S
8

L L L L

-22500

—=— PC 0.0025 mM PC

—e— PC 0.0050 mM PC
PC0.025 MM PC

——PC0.050 MM PC

190

200 210 220 230

Longitud de onda (nm)

240 250

Espectro 9. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 10. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) y colesterol
sobre el contenido de hélice a en el péptido ALDO.
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ARELI + L-o-fosfatidilcolina (PC) y colesterol
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Espectro 11. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) y colesterol
sobre el contenido de hélice o en el péptido ARELI.
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Espectro 12. Efecto de la concentracion de PC (0.0025-0.050mM) y colesterol
sobre el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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ALDO + 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC)
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Espectro 13. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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Espectro 14. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ARELI.
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SAK + 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC)
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Espectro 15. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 16. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) y colesterol

sobre el

contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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ARELI + 1,2-dihexanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC) y colesterol
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Espectro 17. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) y colesterol

sobre el ¢

ontenido de hélice o en el péptido ARELI.
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Espectro 18. Efecto de la concentracion de DHPC (2.5-14mM) y colesterol
sobre el contenido de heélice o en el péptido SAK.
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Espectro 19. Efecto de la concentraciéon de Liso-C1,PC (0-20mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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Espectro 20. Efecto de la concentraciéon de Liso-C1,PC (0-20mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ARELI.
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Espectro 21. Efecto de la concentraciéon de Liso-C1,PC (0-20mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 22. Efecto de la concentracion de Liso-C1,PC (0-20mM) y colesterol
sobre el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 23. Efecto de la concentracion de Liso-C1,PC (0-20mM) y colesterol
sobre el contenido de heélice o en el péptido SAK.
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Espectro 24. Efecto de la concentracion de Liso-C1,PC (0-20mM) y colesterol
sobre el contenido de heélice o en el péptido SAK.

45



ALDO + 1-hexanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-C,PC)

2000 -
50

£ L

©
~8 2000 |

°

2 I

S 4000 -

s Fa

2 6000 ¢y 7

o 4 L

o -8000 K .;7

© . ]

e o\

£-10000 -4, } —»— Liso-CPC 1.5mM

g i X-\ e Liso-C,PC 5.0mM

5-12000 w;.f Liso-C,PC 20mM

Qo L v 4 i

= ; —v— Liso-C,PC 40mM

Wigo00 | TR °

' v\v"'% d
16000 - T W
L | L | L | L | L | L |
190 200 210 220 230 240 250

Longitud onda (nm)

Espectro 25. Efecto de la concentraciéon de Liso-CsPC (1.5-40mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ALDO.

ARELI + 1-hexanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (Liso-C,PC)

2500 -
~ 0
<O |
NE -2500 - :
o
3 ]
5 -5000- ;-C'
2 1 '
E -7500 - =
o 1 pe¥
& o ——Liso-C;PC 15mM
®© .
S g —e— Liso-C;PC 5.0 mM
£ Liso-C,PC 20 mM
—v— Liso-C;PC 40 mM
| L | L | L | L |
210 220 230 240 250
Longitud de onda (nm)

Espectro 26. Efecto de la concentraciéon de Liso-CsPC (1.5-40mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido ARELI.
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Espectro 27. Efecto de la concentracion de Liso-CsPC (1.5-40mM) sobre
el contenido de hélice o en el péptido SAK.
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Espectro 28. Efecto de la concentracion de Liso-CgPC (1.5-40mM) y
colesterol sobre el contenido de hélice o en el péptido ALDO.
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Espectro 29. Efecto de la concentracion de Liso-C¢PC (1.5-40mM) y
colesterol sobre el contenido de hélice o en el péptido ARELI.
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Espectro 30. Efecto de la concentracion de Liso-CgPC (1.5-40mM) y
colesterol sobre el contenido de hélice a en el péptido SAK.
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